Mikroben als Modellsysteme: Die Genetik der Bakterien

1. Die kurze Generationszeit der Bak-
terien erleichtert ihre evolutiondre
Anpassung an wechselnde Umwelt-
bedingungen

Bakterien sind auBerst anpassungsfa-
hig, sowohl im evolutiondren Sinn der
Anpassung durch natlrliche Selektion als
auch im physiologischen Sinne der An-
passung individueller Zellen an eine
wechselnde Umwelt. Die folgenden Ab-
schnitte Uber die Genetik der Bakterien
sollen erklaren, warum diese Mikroben
so formbar sind.

Die Hauptkomponente des Bakterien-
genoms ist ein doppelstrangiges, ring-
formiges DNA-Molekldl. Obwohl diese
Struktur als bakterielles Chromosom be-
zeichnet wird, unterscheidet es sich sehr
von den eukaryotischen Chromosomen,
die aus linearen DNA-Molekilen beste-
hen und mit einer groBen Anzahl von
Proteinen vergesellschaftet sind. Im Falle
des weitverbreiteten Darmbakteriums E.
coli besteht das Chromosom aus unge-
fahr 4 Millionen Basenpaaren, die rund 3
000 Gene reprasentieren. Dies ist etwa
100mal mehr DNA als in einem typischen
Virus, aber nur etwa ein Tausendstel der
DNA einer durchschnittlichen eukaryoti-
schen Zelle. Trotzdem ist es eine Menge
DNA, die in einen so kleinen Behalter
verpackt werden muss. Ausgestreckt
hatte die DNA einer E. coli-Zelle eine
Lange von einem Millimeter, sie ware
also rund 500mal langer als die Zelle. Im
Bakterium ist das Chromosom jedoch so
dicht gepackt, dass es nicht einmal die
Zelle vollstandig ausflllt, sondern an die
Struktur eines dichten Garnknauels erin-
nert. Diese dichte Region, in der die DNA
zusammengepfercht ist, wird als Nucleoid
bezeichnet-, ein Nucleoid ist nicht wie der
Zellkern einer eukaryotischen Zelle mit
einer Membran umgeben. Zusatzlich zu
ihrem Chromosom besitzen manche
Bakterien Plasmide - das sind kleinere
DNA-Ringe. Jedes Plasmid tragt nur

Biologie

Seite 1

tierische Zelle Virus 0,5 ym
e
Zellkern El\ b
e
//l\* o
z .
Bakterium

i

relativ wenige Gene, maximal rund zwei
Dutzend. Sie werden Uber die Struktur
und Funktion von Plasmiden im nachsten
Abschnitt héren.

Bakterien kdénnen sich unter guten
Wachstumsbedingungen sehr schnell
vermehren, sowohl an natdrlichen
Standorten als auch im Labor. Wird E.
coli unter optimalen Bedingungen gezo-
gen, so teilt sich jede Zelle alle 20 Minu-
ten. Eine Kultur, die mit einer einzelnen
Zelle beginnt, kann Uber Nacht (12 Stun-
den) eine Kolonie von 10 7 bis 10 8 Zellen
produzieren. Auch die Vermehrungsraten
im natlrlichen Habitat, dem Darm der
Sauger, sind beeindruckend. Im mensch-
lichen Darm vermehrt sich E. coli so
rasch. dass es taglich 2 x 10 Nach-
kommen nachliefert, die mit dem Kot
verloren gehen.

Da die Zweiteilung ein asexueller Vor-
gang ist - die Nachkommen entstehen
aus einer einzigen Zelle - sind die mei-
sten Bakterien einer Kolonie genetisch
identisch mit ihren Eltern. Durch Mutatio-
nen unterscheiden sich einige Nachkom-
men allerdings doch etwas im Genotyp.
Fir ein Gen von E. coli ist die Wahr-
scheinlichkeit einer Mutation etwa 1 x 10
7 pro Zellteilung. Aber da téglich 2 x
10'° neue E. coli-Zellen im menschlichen
Darm produziert werden, fihren Mutatio-
nen zu 2 000 E. coli Mutanten flr jedes
Gen pro Tag. Betrachtet man alle 3000
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E. coli-Gene, so betragt die Gesamtzahl
der mutierten Gene etwa sechs Millionen
(3 000 x 2 000) pro Tag. Nun ist zwar
jede neue Mutation fur sich genommen
sehr selten, aber sie leisten dennoch ei-
nen signifikanten Beitrag zur genetischen
Diversitat, weil die Vermehrungsraten
wegen der kurzen Generationszeiten
sehr groB sind. Diese Diversitat wieder-
um beeinflusst die Evolution bakterieller
Populationen: Individuelle Bakterien, die
genetisch flr eine bestimmte Umweltsi-
tuation gut ausgestattet sind, kdnnen
sich schneller vermehren als solche, die
weniger gut angepasst sind.

Fragen:

1. Bakterien sind wahrscheinlich die er-
sten Organismen, welche die Erde
besiedelten. Sie gelten als die "primi-
tivsten" Lebewesen.

Weshalb werden Bakterien auch als
Prokaryonten bezeichnet? Warum
sind sie immer noch auf dieser Erde
anzutreffen, wéhrenddessen andere
Organismen schon ldngst ausgestor-
ben sind?

2.1 Transformation

2. Durch Rekombination entstehen
neue Bakterienstamme

Die natlrliche Selektion hangt von der
erblichen Variation der Individuen einer
Population ab. Neben der Mutation tragt
genetische Rekombination zur Diversitat
bakterieller Populationen bei. Wir wollen
hier "Rekombination" als die Kombination
genetischen Materials von zwei Individu-
en im Genom eines einzelnen Indivi-
duums definieren.

Fragen:

1. Studieren Sie die unten aufgeflihrten
Methoden zum Nachweis genetischer
Rekombination bei Bakterien.

Was wurde mit diesen Versuchen
nachgewiesen?

2. Wie hat der Austausch der Gene
wahrscheinlich stattgefunden?

3. Worin unterscheidet sich der Vorgang
der Rekombination der Bakterien von
uns Menschen?

Methoden: Nachweis genetischer Rekombination bei Bakterien
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Jede der beiden E. coli-Mutanten in
diesem Experiment ist nicht mehr in
der Lage, eine bestimmte Aminosiure
— entweder Arginin oder Tryptophan —
zu synthetisieren. Dies wird bei beiden
Stimmen durch die folgenden geneti-
schen Symbole ausgedriickt: arg™ trp-
(Befahigung zur Argininbiosynthese,
Defekt in der Tryptophanbiosynthese)
und arg” trp* (Synthese von Trypto-
phan, nicht aber von Arginin). Diese
Bakterienmutanten konnen nicht auf
einem Minimalmedium wachsen,
sondern nur auf einem Medium, dem
diejenige Aminosédure zugefiigt
wurde, welche die Mutante jeweils
nicht mehr selbst synthetisieren kann.
Das Rohrchen in der Mitte enthélt ein
Gemisch aus den zwei Mutanten, die
zusammen in einem mit Arginin und
Tryptophan supplementierten Medium
gezogen werden. Proben mit gleicher
Zellzahl wurden aus den drei Kulturen
auf Petrischalen mit Agar-haltigem
(Agar ist eine gelatindse Substanz)
Minimalmedium (MM) ausgestrichen.

Die Ausgangsmutanten waren nicht
zur Koloniebildung fihig. Einige Zel-
len aus der Mischkultur waren jedoch
in der Lage, Kolonien auf Minimal-
medium zu bilden. Diese Zellen sind

arg* trp~-Stamm

Mischkultur

rekombinante arg* trp*-Bakterien, die
durch einen Austausch von Genen
zwischen den beiden Mutanten ent-
standen sind.

arg” trp*-Stamm

keine Kolonien

arg™ trp*-Kolonien als Ergebnis
genetischer Rekombination

keine Kolonien
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Transformation ist die Veranderung
des Genotyps einer Bakterienzelle durch
die Aufnahme fremder, nackter DNA aus
der Umgebung. Wie Sie friher gehdrt
haben, kénnen harmlose Bakterien der
Art Streptococcus pneumoniae, die keine
Schleimkapsel besitzen, durch Aufnahme
nackter DNA aus einem Medium, welches
tote Zellen des infektidsen Stammes mit
Kapsel enthielt, zu Individuen transfor-
miert werden, die Lungenentziindung
hervorrufen. Diese Transformation er-
eignet sich, wenn lebende Zellen ohne
Kapsel ein Stick DNA absorbieren, das
zufalligerweise das Gen flur die Produkti-
on der schitzenden Kapsel tragt. Das
fremde Allel wird in das Bakterienchro-
mosom eingebaut und ersetzt das dort
befindliche Allel (fir die kapselfreie Ver-
sion) durch einen DNA-Austausch, der
dem Crossing-over in der Meiose der
Eukaryoten &hnelt. Die transformierte
Zelle besitzt nun ein Chromosom, das
DNA einer anderen Zelle enthalt: dies
entspricht unserer Definition von geneti-
scher Rekombination.

2.2 Transduktion

Eine Gruppe von Viren, die Bakteri-
ophagen (kurz Phagen genannt) befallt
Bakterien. Bringt man Phagen und Bak-
terien zusammen, so heften sich die
Phagen an bestimmten Stellen der Zell-
wand an. Durch die Endplatte des
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Schwanzstliicks wird ortlich die Bakteri-
enwand aufgeldést und durch das ent-
standene Loch die Nucleinsaure des Virus
in die Bakterienzelle injiziert.

Bei dem als Transduktion bekannten
Rekombinationsmechanismus transferie-
ren Bakteriophagen Gene von einer
Wirtszelle auf eine andere. Das Genom
von Viren kann aus ein- oder doppel-
strangiger DNA oder RNA bestehen. Bei
den Bakteriophagen besteht es aus DNA.
Hat ein Phage ein Bakterium infiziert, so
muss er zur Erzeugung von Nachkom-
men seine DNA replizieren. Da das bak-
terielle Chromosom bei diesen Vorgan-
gen in Bruchsticke zerfallt, kommt es
vor, dass Teile davon in die virale DNA
eingebaut werden. Ein Virus kann da-
durch in den Besitz eines Bakteriengens
kommen. Infiziert ein solches Virus dann
eine andere Wirtszelle, wird das mitge-
nommene Bakteriengen in den neuen
Wirt Ubertragen und zusammen mit der
Prophagen-DNA ins Bakterienchromosom
integriert. Dadurch werden Gene von
einem Bakterium auf ein anderes Ulber-
tragen. Eine solche Genulbertragung wird

Virale DNA wird
repliziert
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Prinzip der Transduktion

Genetik der Bakterien



als Transduktion bezeichnet.

Man unterscheidet allgemein transdu-
zierende Phagen, die jeden beliebigen
DNA-Abschnitt des Bakterienchromo-
soms weitergeben kdénnen, von speziali-
siert transduzierenden Phagen, die nur
ganz bestimmte Chromosomenabschnitte
des Wirtsbakteriums mitnehmen.

Fragen:

1. Weshalb kénnen Viren nicht als Le-
bewesen bezeichnet werden?

2. Welche Bedeutung kénnten Viren in
der Gentechnologie haben?

3. Wodurch unterscheidet sich das
AIDS-Virus von einem Bakteriopha-
gen?

2.3 Konjugation und Plasmide

Konjugation ist der direkte Transfer
genetischen Materials zwischen zwei
Bakterienzellen, die sich voribergehend
verbunden haben. Der Mechanismus der
genetischen Rekombination, die bakteri-
elle Version von Sexualitat, ist bei E. coli
am dgenauesten erforscht. Der DNA-
Transfer verlauft gerichtet: eine Zelle
fungiert als Spender (Donor) der DNA
und ihr "Partner" als Empfanger. Der
DNA-Donor, als "mannlicher" Partner
bezeichnet, besitzt Zellfortsatze, die so-
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genannten Sexpili (Singular Sexpilus) mit
denen er den "weiblichen" Partner bin-
det. Dann bildet sich eine temporare Cy-
toplasmabriicke zwischen den beiden
Zellen aus, die fir den DNA-Transfer ge-
nutzt wird. "Mannlichkeit", die Befahigung
Sexpili auszubilden und bei der Konjuga-
tion DNA zu spenden, hangt von der An-
wesenheit eines speziellen Plasmids ab,
das als "F-Plasmid" bezeichnet wird.
Dies ist eines der verschiedenen Typen
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von Plasmiden, die man in Bakterien
entdeckt hat. Bevor wir uns naher mit
der speziellen Aufgabe des F-Plasmids
bei der Konjugation auseinandersetzen,
sollten Sie Uber Plasmide im Allgemeinen
informiert sein.

Fragen:

1. Welche Unterschiede stellen Sie zwi-
schen der "Sexualtat" von Bakterien
und derjenigen des Menschen fest?

2. Sie haben in den vorhergehenden Ab-
schnitten drei Mébglichkeiten der Re-
kombination bei Bakterien kennenge-
lernt. Fassen Sie diese Moéglichkeiten
zusammen.

Ein Plasmid ist ein kleines ringférmi-
ges, vom Chromosom unabhdangiges
DNA-Molekil. Plasmide replizieren sich
unabhangig, aber doch in etwa synchron
mit dem Chromosom. Andere Plasmide
replizieren nach ihrem eigenen Pro-
gramm, und dies kann die Plasmidzahl in
der Zelle zeitweise andem.

Bestimmte Plasmide zeigen ein ande-
res interessantes Verhalten: Sie kdnnen
sich reversibel in das Chromosom der
Zelle einbauen. Solch ein genetisches
Element, das sich wahlweise als extrach-
romosomales Molekill replizieren oder
Teil des Hauptchromosoms sein kann,
wird Episom genannt.

Jedes Plasmid tragt nur wenige Gene,
und diese werden unter normalen Bedin-
gungen nicht fir das Uberleben oder die
Reproduktion des Bakteriums bendtigt.
Doch kénnen die Plasmidgene von Vor-
teil sein, wenn die Bakterien in unginsti-
ge Umweltbedingungen geraten. Das F-
Plasmid ermoglicht Rekombination, die
von Vorteil sein kann, wenn wechselnde
Umweltbedingungen die existierenden
Bakterienstdmme einer Population nicht
langer foérdern.

Das F-Plasmid (F steht flar Fertilitat)
enthalt rund 25 Gene, die Uberwiegend
fur die Herstellung der Sexpili bendtigt
werden. Genetiker benutzen das Symbol
F* fur eine Zelle, die ein F-Plasmid ent-
halt (eine "mannliche" Zelle). Der F'-
Zustand ist erblich: Das F-Plasmid repli-
ziert sich synchron mit der chromosoma-
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len DNA, und bei der Zellteilung einer F-
Zelle entstehen zwei Tochterzellen, die
beide F" sind. Zellen ohne F-Plasmid
werden als F bezeichnet und fungieren
bei der Konjugation als DNA-Empfanger
("weiblich"). Der F-Zustand ist in dem
Sinne "ansteckend", dass eine F'-Zelle
eine F-Zelle in den F*-Zustand umwan-
deln kann, wenn die beiden Zellen kon-
jugieren. Das F"-Plasmid repliziert sich in
der "mannlichen" Zelle, und eine Kopie
des Plasmids wird durch die Konjugati-
onsbricke zwischen den beiden Zellen in
die "weibliche" Zelle hintibergeschoben
(siehe Abbildung). In solch einer F* x F -
Paarung wird ein F-Plasmid Ubertragen.

3. Antibiotika-Resistenz

R-Plasmide und Antibiotika-Resistenz
In den FUnfziger Jahren bemerkten japa-
nische Arzte, dass einige Krankenhaus-
patienten an einer bakteriellen Dysente-
rie litten, die von schweren Durchfallen
begleitet war und nicht durch Antibiotika
geheilt werden konnte, die normalerwei-
se bei dieser Art von Infektion wirksam
waren. Anscheinend hatten bestimmte
Stamme von Shigella, einem Pathogen,
das bakterielle Dysenterie hervorruft,
eine Resistenz gegen diese Antibiotika
entwickelt. Viele Jahre spater begannen
Forscher die spezifischen Gene zu unter-
suchen, die nicht nur bei Shigella, son-
dem auch bei vielen anderen pathogenen
Bakterien zur Antibiotika-Resistenz filh-
ren. Einige dieser Gene codieren Enzy-
me, die bestimmte Antibiotika selektiv
zerstoren, wie zum Beispiel Tetracyclin

oder Ampicillin. Die Gene flur diese Resi-
stenzen liegen jedoch nicht auf dem
Chromosom, sondern auf einer speziel-
len Klasse von Plasmiden, die man als R-
Plasmide bezeichnet (R steht flr Resi-
stenz).

Wird eine Bakterienpopulation mit ei-
nem bestimmten Antibiotikum behandelt
- sei es nun im Labor oder innerhalb ei-
nes Wirts, zum Beispiel eines Menschen -
so werden die gegenlber Antibiotika
sensitiven Bakterien abgetdtet, nicht
aber diejenigen, welche ein R-Plasmid
enthalten, das dieses Antibiotikum un-
schadlich machen kann. Nach der Evolu-
tionstheorie sollte unter diesen Umstan-
den eine zunehmende Zahl von Bakteri-
en die Gene flur AntibiotikaResistenz be-
sitzen, und genau dies passiert tatsach-
lich. Die medizinischen Konsequenzen
sind ebenfalls vorhersagbar: Resistente
pathogene Stamme verbreiten sich im-
mer mehr und machen dadurch die Be-
handlung bestimmter bakterieller Infek-
tionen immer schwieriger. Das Problem
wird noch erschwert, indem die R-
Plasmide, ahnlich den F-Plasmiden, Uber
Konjugation von einer Zelle auf die an-
dere Ubertragen werden koénnen. Was
dieses Problem aber wirklich brisant
macht, ist die Tatsache, dass manche
Plasmide bis zu zehn verschiedene Resi-
stenzgene flr verschiedene Antibiotika
tragen kénnen.

F-Plasmid Bakterienchromosom

F*-Zelle ' .

Plasmabriicke =
F-Zelle
Konjugation zwischen einem F*-

mosomalen Fertilitatsfaktor, das
F-Plasmid, tragen, werden F*-Zellen

genannt. Sie sind ,mannlich” in dem
(,mannlichen”) und F-(,,weiblichen”) Sinne, dass sie bei der Konjugation ein
Bakterium. Zellen, die einen extrachro- F-Plasmid auf eine ,,weibliche” F-Zelle
tibertragen konnen. Auf diese Weise wird
aus einer F~-Zelle eine F*-Zelle.

Der F-Faktor repliziert sich, bevor er
transferiert wird, so dass die Donorzelle
F* bleibt. Der Pfeil markiert die Stelle,
an der die Replikation beginnt.
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Fragen:

1. Gehen Sie in eine Apotheke und in-
formieren Sie sich Uber die Wirkungs-
weise von Antibiotika. Weshalb sind
diese Stoffe fir uns Menschen in der
Regel unschéadlich?

2. Weshalb sind Antibiotikarestistenzen in
Spitdlern sehr hdufig?

3. Weshalb darf eine Antibiotikumbe-
handlung nicht frihzeitig abgebrochen
werden?

Biologie
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Antibiotikaresistente Keime
Alarmierende Studie aus Japan

Die Zahl der antibiotikaresistenten Bakterien ist in
den letzten Jahren stark angestiegen. Waren in den
USA 1975 gerade 2 Prozent der Staphylococcus-
aureus-Bakterien =~ gegeniiber = dem  Standard-
Antibiotikum Methicillin resistent, sind es heute be-
reits 35 Prozent. Immerhin lassen sich solche resi-
stenten Keime aber noch mit dem Breitspektrum-
Antibiotikum Vancomycin erfolgreich behandeln. Im
vergangenen Jahr trat dann aber das ein, was man
schon lange befiirchtet hatte: In einem japanischen
Spital entdeckte man bei einem Knaben einen S.-
aureus-Stamm, der auf keines der heute verfiigbaren
Antibiotika mehr reagierte. Ahnliche Fille sind un-
terdessen auch aus den USA gemeldet worden.

Ein Forscherteam hat sich jetzt die Miihe gemacht,
die Verbreitung der Vancomycin-Resistenz in rund
200 japanischen Spitdlern zu ermitteln. S.-aureus-
Stamme, die gegeniiber sdmtlichen Antibiotika un-
empfindlich waren, liessen sich keine auffinden.
Doch als die Wissenschafter die Kolonien der Methi-
cillin-resistenten Stimme nédher untersuchten, ent-
deckten sie, dass etwa jedes millionste Bakterium auf
Vancomycin nicht mehr ansprach. In der Universi-
tatsklinik in Tokio liessen sich solche «heteroresi-
stenten» Keime in 20 Prozent der untersuchten Fille
nachweisen, in sieben anderen Universititskliniken in
etwa 9 Prozent der Fille. In anderen Kliniken lag die
Zahl bei etwa einem Prozent. Die Autoren der Studie
vermuten, dass diese unterschwellige Resistenz die
Vorstufe zur Totalresistenz darstellt: Werden diese
Patienten nur lange genug mit Vancomycin behan-
delt, so diirften unempfindliche Keime selektioniert
werden. Die Wissenschafter pladieren dafiir, den
Einsatz von Vancomycin strikter zu regulieren.
Gleichzeitig miissten aber auch Methoden entwickelt
werden, mit denen sich solche resistenten Stimme
moglichst rasch aufspiiren lassen.

Quelle: The Lancet 350, 1644; 1670-1674 (1997).
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