Genominseln und
horizontaler Gentransfer
zwischen Bakterien

Fiir gewohnlich betrachtet man Chromosomen als stabile Mole-
kiile, die fiir jede der neuen Tochterzellen sorgfaltig kopiert werden
miissen. Von wenigen Kopierfehlern - Mutationen - einmal abge-
sehen, geschieht mit der DNA nicht viel. Oder doch? Von bakteriel-
len Chromosomen ist inzwischen bekannt, dass sie so genannte
«Genominseln» beherbergen, Bereiche, die sich selbst aus dem
Chromosom herausschneiden konnen, unter bestimmten Umstanden
in andere Bakterienzellen gelangen und sich dort in das Chromo-
som des Empfangers wieder einfiigen. lhre Funktion? Sehr haufig
stellen sie dem Empfangerbakterium zusatzliche Fahigkeiten zur
Verfiigung, um eukaryotische Wirte zu infizieren oder Verunreinigun-

gen in der Umwelt abzubauen.

Vor fast zehn Jahren begannen wir den Vor-
gang des horizontalen Gentransfers bei
Bakterien zu untersuchen (siehe Glossar).
Unser Ziel war, herauszufinden, wie haufig
bestimmte Gentypen zwischen verschie-
denen Bakterien in der natirlichen Umge-
bung ubertragen werden. Als Modell fiir un-
sere Studien wahlten wir das Bakterium
Pseudomonas sp. Stamm B13, das aus
Klarschlamm isoliert wurde und 3-Chloro-
benzoat als einzige Kohlenstoff- und Ener-
giequelle nutzen kann (Abb. 1). Als dieser
Stamm 1974 erstmals beschrieben wurde,
war er einer der wenigen Bakterienstdmme,
die chlorierte Verbindungen abbauen konn-
ten. Dies hatte betréchtliche Aufmerksam-
keit erregt, da viele chlorierte Aromaten die
natirliche Umwelt verschmutzen. Noch viel
interessanter wurde der Stamm B13 aller-
dings wegen einer weiteren spektakularen
Eigenschaft, die wir entdeckten: Diese Bak-
terien sind in der Lage, ihre Gene fur den
Abbau von 3-Chlorobenzoat spontan auf
andere Bakterienarten zu Ubertragen, und
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das sogar im Mikrokosmos von Abwasser-
reinigungsreaktoren [1]. Eine der seltsams-
ten Entdeckungen jedoch war, dass die
Rate des horizontalen Gentransfers in An-
wesenheit von 3-Chlorobenzoat scheinbar
anstieg. Zu diesem Zeitpunkt deuteten wir
diese Ergebnisse so, dass 3-Chlorobenzoat
das Wachstum jener Bakterien begunstigte,
die die Gene fir den Abbau von 3-Chloro-
benzoat erhalten hatten. Ausserdem hatten
wir nur wenig Vorstellung davon, wie diese
Gene tatsachlich von B13 auf andere Stam-
me verteilt wurden.

Die Gene fiir den Abbau von
3-Chlorobenzoat liegen auf einer
Genominsel

Aus diesem Grund untersuchten wir den
Mechanismus fiir den Gentransfer genauer.
Roald Ravatn, der seine Dissertation Uber
dieses Thema schrieb, entdeckte, dass die
«Empfangerbakterien» tatsachlich ein gros-
ses DNA-Fragment mit iber 100 000 Basen-
paaren vom Stamm B13 erhielten. Dieses
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Abb. 1: Spezifischer Abbauweg des chlorierten Aromaten 3-Chlorobenzoat. Das Produkt 3-Oxoadipat wird im allge-

meinen Zellstoffwechsel weiter abgebaut.

Fragment wurde als clc-Element (Abb. 2A)
bezeichnet und enthélt die Gene fiir den
Abbau von 3-Chlorobenzoat [2]. Es war an
ein oder zwei spezifischen Orten des Emp-
fangerchromosoms eingebaut worden. Der
Stamm B13 selbst tragt zwei Kopien des
clc-Elements in seinem Chromosom, die
nach dem Transfer zu einem neuen Bak-
terium nicht verloren schienen (Abb. 2B).
Roald Ravatn identifizierte auch den Faktor,
der fur das Herausschneiden des clc-Ele-
ments und den darauf folgenden Wieder-
einbau verantwortlich ist. Es handelt sich
um ein als «Integrase» bezeichnetes Enzym.
Der Vergleich der biochemischen Zusam-
mensetzung der Integrase vom Stamm B13
mit anderen Proteinen ergab, dass diese
zum einen mit Integrasen von bakteriellen
Viren (Bakteriophagen) verwandt ist, welche
ihr Genom in die Chromosomen infizierter
Zellen einschleusen, und zum anderen mit
Integrasen von so genannten Genominseln
(siehe Glossar) [3]. Das Gen fur die B13-
Integrase ist am rechten Ende des clc-
Elements lokalisiert (Abb. 2A).

Seit einigen Jahren hat die Entdeckung
weiterer Genominseln enorm zugenommen,
was in erster Linie auf die zahlreichen Pro-
jekte zur Sequenzierung ganzer Genome
zurlickzufihren ist. Grosse Labors ent-
schlisselten die vollstdndige Nukleotid-
sequenz von derzeit etwa 100 bakteriellen
Genomen. Durch den Einblick in die ge-
samte Nukleotidsequenz konnte man zei-
gen, dass viele Bakterien Genominseln tra-
gen und sogar mehrere unterschiedliche
Kopien besitzen. Die Genominseln zeichnen
sich aus durch die Anwesenheit eines Gens
fir eine Integrase und einen spezifischen
Ort auf dem Chromosom, an dem sie sich
einfugten (Abb. 2B). Unter Zusammenfas-
sung aller erhaltlichen Informationen schlos-
sen wir, dass auch das clc-Element eine
Genominsel ist.

Wann bewegt sich eine
Genominsel?

Mit dem Wissen, dass die Gene fir den
Abbau von 3-Chlorobenzoat auf einer Ge-
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nominsel liegen, wendeten wir uns erneut
unserer friheren Beobachtung zu, die einen
verstérkten Transfer des clc-Elements bei
Anwesenheit von 3-Chlorobenzoat vermu-
ten liess. Zu diesem Zeitpunkt im Jahr 1999
begann Vladimir Sentchilo seine Disserta-
tion mit der Fragestellung, welche Faktoren
in Umwelt oder Zelle den Transfer des clc-
Elements regulieren. Da dem Transfer des
clc-Elements stets die Aktivierung des In-
tegrasegens vorausgeht, gingen wir von der
Annahme aus, dass wir die Aktivierung des
Integrasegens als Indikator fir das darauf
folgende Herausschneiden und den Trans-
fer des clc-Elements ansehen konnten.

A Gene flr Regulation
der Integrase-Expression

L

Glossar

Genominseln

Instabile Bereiche auf Bakterienchromosomen, die sich manchmal selbst von einem Bakterium
direkt in das Genom eines anderen einschleusen. Sie erhéhen die Lebensfahigkeit des Bakte-
riums und kénnen in verschiedene Untertypen eingeteilt werden: z.B. «6kologische Inseln» in
Umweltbakterien, «pathogenetische Inseln» in pathogenen Bakterien mit zusétzlichen Funktio-
nen fiir Infektion, Toxinsynthese oder Adhasion [4].

Griin-Fluoreszierendes-Protein oder GFP
Reporterprotein; Zellen, in denen GFP synthetisiert wird, fluoreszieren und kénnen unter dem
Epifluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden.

Horizontaler Gentransfer

Austausch von DNA zwischen Bakterien; im Gegensatz zum vertikalen Gentransfer, der das
Ererben eines Gens von einem Vorfahren beschreibt. Bakterielle Reproduktion wird gewdhnlich
als asexuell bezeichnet, weil Bakterien kein Aquivalent zur genetischen Verschmelzung zweier
verschiedener Zellen haben, wie sie fiir die sexuelle Reproduktion bei Eukaryonten charakteris-
tisch ist. Dennoch haben Bakterien die Fahigkeit, Abschnitte der DNA mit anderen Bakterien
auszutauschen. Da diese Abschnitte im Genom eines Bakteriums fixiert werden und neue Eigen-
schaften verleihen kénnen, konnte der Austausch von Genen zwischen Bakterien als eine Form
bakterieller Sexualitat betrachtet werden.

Promotor

Regulierende Region eines Gens vor der kodierenden Region. Die Aktivierung des Promotors
fiihrt zur Transkription der kodierenden Region und nachfolgend zur Synthese des entsprechen-
den Proteins.

Deshalb konzentrierte sich Vladimir Sent-
chilo auf das Integrasegen und entwickelte
spezifische Reporterbakterien (dhnlich den
Arsen-Biosensoren, siehe S. 12). Diese Re-
porterbakterien trugen einen molekularen
Schalter, bestehend aus dem Promotor

(siehe Glossar) fur das Integrasegen, ge-
koppelt an das Reportergen fur das Grin-
Fluoreszierende-Protein (= GFP, siehe Glos-
sar). Die Anwesenheit von GFP in der Zelle
wurde also anzeigen, dass der Promotor
des Integrasegens aktiviert worden war und

Gene flir 3-Chlorobenzoat-Abbau
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Abb. 2: Das clc-Element (A) und sein hypothetisches Eigenleben (B). Ist das clc-Element einmal aktiviert, wird es durch die Integrase aus dem Genom ausgeschnitten und liegt
dann als ringférmiges DNA-Molekiil (= Plasmid) in der Bakterienzelle vor. Kommt diese Zelle mit einem zweiten Bakterium ohne clc-Element in Kontakt, wird das clc-Element als
Einzelstrang auf die zweite Bakterienzelle iibertragen. Nach einem Replikationsschritt integriert sich das clc-Element an den vorbestimmten Insertionsstellen in die Genome bei-
der Zellen. Auch beim Einbau des clc-Elements spielt die Integrase wieder eine ausschlaggebende Rolle.
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Abb. 3: Nur in wenigen Bakterienzellen einer Kultur von Pseudomonas sp. Stamm B13 ist der Transferprozess des
clc-Elements aktiviert. Vergleiche das linke Phasenkontrastbild (schwarz auf grau) mit dem gleichen Ausschnitt bei
dem sich die aktivierten Bakterien als helle Zellen gegen einen schwarzen Hintergrund abheben.

dass der Transfervorgang hierauf ablaufen
wirde.

Zu unserem Erstaunen beobachteten wir
nur sehr wenige fluoreszierende Zellen in
der Kultur des transgenen Stamms B13
(Abb. 3). Dies deutete darauf hin, dass der
Transfermechanismus nur in einem kleinen
Teil der Population aktiviert wurde. Vor allem
aber fingen die Zellen dann an zu fluores-
zieren, wenn sie sich nicht mehr aktiv ver-
mehrten, d.h. wenn die Nahrstoffe knapp
wurden. Wurde die Bakterienkultur aller-
dings mit 3-Chlorobenzoat als einziger Koh-
lenstoffquelle durchgeflihrt, so war die Zahl
der fluoreszierenden Zellen unter Hunger-
bedingungen (also wenn 3-Chlorobenzoat
aufgebraucht war) héher als bei der Ver-
wendung anderer Kohlenstoffquellen. Die-
ses Ergebnis bekraftigte unsere Ausgangs-
beobachtung und zeigte darlber hinaus,
dass 3-Chlorobenzoat den Transfer des
clc-Elements zu einem sehr frihen Zeit-
punkt — nédmlich durch die Aktivierung des
Integrasegens - stimuliert. Dagegen ist
immer noch unklar, weshalb das Integrase-
gen in manchen Bakterien aktiviert wird und
in anderen nicht.

Vladimir Sentchilo konnte ausserdem zwei
Proteine identifizieren, die die Expression
des Integrasegens zu beeinflussen schie-
nen und die vielleicht mit Signalen aus der
Zelle oder der Umwelt interagieren. Interes-

santerweise liegen die Gene, die fir diese
beiden Proteine kodieren, auch auf dem clc-
Element (Abb. 2A) und ein Datenbankver-
gleich zeigte in einer Vielzahl anderer Bak-
terien dhnliche Proteine. Um die Funktion
der Genominsel im Stamm B13 und ihre
Evolution in Bezug zu anderen Genominseln
besser zu verstehen, wird derzeit in Zusam-
menarbeit mit dem Institut Pasteur in Paris
und dem Zentrum fir Genomforschung der
Universitat Bielefeld, Deutschland, das ge-
samte clc-Element sequenziert. Mit diesem
Wissen hoffen wir, eine bessere Vorstellung
dariiber zu gewinnen, wie der Transfer des
B13-Elements und anderer Genominseln
reguliert wird.

Erwiinschte und unerwiinschte
Auswirkungen

Wenn sich herausstellen sollte, dass be-
stimmte chemische Verbindungen in der
Umwelt, wie 3-Chlorobenzoat, tatséachlich
als Ausloser fir einen Gentransfer agieren,
kénnte das weit reichenden Einfluss auf die
Verteilungsrate bestimmter Genfunktionen
in Bakteriengesellschaften haben. Im Hin-
blick auf den Abbau von Umweltgiften wére
es wohl nicht allzu problematisch, wenn die
Gene fur deren Abbau weiter verbreitet
wurden, wiurde das doch einen rascheren
Abbau der Verschmutzungen bewirken. Da-
gegen dirfte es keine wirklich attraktive

Perspektive sein, pathogene Eigenschaften
schneller zu verbreiten, die andere Bakte-
rien mit zusatzlichen Fahigkeiten zur Infi-
zierung eukaryotischer Wirte ausstatten
wirden. Anscheinend haben selbst die Ge-
nome jener Lebewesen, die wir gewdhnlich
als die kleinsten Organismen ansehen, noch
kleinere Einheiten, so etwa die Genominseln
mit einem sehr merkwirdigen Eigenleben.
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