
Introduction

Faithful DNA replication is 
crucial for viability of cells 
across all kingdoms. Targeting 
DNA replication is a viable 
strategy for the inhibition of 
bacterial pathogens (Van Eijk 
et al, 2017). 
Knowledge about DNA 
replication in C. difficile is 
limited, but replication 
inhibitors are being developed 
as a novel therapeutic (Van Eijk 
et al, 2019). 

To date, no information is 
available on the very first steps 
of DNA replication in 
C. difficile. In most bacteria, 
replication of the chromosome 
starts with the assembly of the 
replication machinery at the 
origin of replication (oriC) and 
proceeds bidirectionally. 
In the majority of bacteria, 
replication is initiated by the 
DnaA protein, that binds to 
specific sequences in oriC and 
induces origin unwinding 
(melting) (Chodavarapu and 
Kaguni, 2016).

Conclusions

We used a combination of in silico 
predictions and  in vitro  
experiments to demonstrate that:
1. C. difficile employs a 

bipartite origin of 
replication, wherein both 
oriC1 and oriC2 are 
necessary for unwinding in 
vitro

2. DnaA‐dependent origin 
melting occurs at oriC2 , 
located between the dnaA
and dnaN genes

3. Origin architecture is 
conserved, suggesting that 
other Clostridia employ a 
similar mechanism 
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[A] GG‐skewwas calculated using the Genskew Java application [B]  Chromosomal region around
the inflection point [C] Helically unstable AT‐rich DNA stretches, putative DNA unwinding elements
(DUEs) were predicted using SIST (Zhabinskaya et al, 2015). 

[above] DnaA binding sites were predicted using Pattern Locator (Mrazek and Xie, 2006) using the 
consensus DnaA box TTWTNCACA, unstable regions using SIST and DnaA‐trio (Richardson et al, 
2016) and ribosome binding sites were manually identified. The rpmH, dnaA and dnaN ORFs are 
indicated with colored arrows.

DnaA‐dependent melting occurs at 
oriC2, at the DUE proximal to the 
DnaA‐trio motif

Prediction of origin 
features places the 
C. difficile oriC in 
the dnaA‐dnaN
region

Origin features are conserved in 
Clostridia

[A] Plasmid containing the bipartite C. difficile oriC (including dnaA, 
dnaN), used in P1 nuclease assays [B] P1 nuclease assay using
indicated restriction enzymes [C] Quantification of the BglII P1 
nuclease assay (n=3) [D] Quantification of the NotI P1 nuclease assay 
(n=3).

Localized melting resulting from DnaA activity exposes ssDNA to the 
action of the ssDNA‐specific P1 nuclease (Donczew et al, 2012). 
After incubation of a vector containing the oriC fragment with DnaA 
protein and cleavage by the P1 nuclease, the vector is purified and 
digested with different endonucleases to map the location of the 
unwound region. Signal in a band relative to total signal in the lane 
can be quantified.

We only observed DnaA‐dependent unwinding ◄ that saturates 
around 1 uMDnaA for vector pAP205 that contains both oriC1 and 
oriC2, but not for vectors containing either of these regions alone 
(not shown). 

Putative origin regions of the indicated Clostridium spp. were 
obtained from the DoriC 10.0 database (Luo and Gao, 2019). 
DnaA binding sites were predicted using Pattern Locator using
the consensus DnaA box TTWTNCACA, unstable regions using
SIST and DnaA‐trio and ribosome binding sites were manually
identified. The rpmH, dnaA and dnaN ORFs are indicated with
colored arrows. Origins were aligned on the DnaA‐trio motif.
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