Extrachromosomale DNA in Bakterien

Von Werner Goebell*]

In vielen Bakterienzellen treten zusiitzlich zur chromosomalen DNA, welche die genetische
Information der Zelle enthilt, kleinere ringlérmige DNA-Faktoren auf, die als Plasmide
oder Episomen bezeichnet werden. Diese genetischen Elemente verleihen der Zelle zusiitzliche
biochemische Fahigkeiten. Beschrieben werden die Fertilititsfaktoren (F und F "), die Antibio-
tika-Resistenz-Faktoren (R), die Colicinogenen Faktoren (Col), die Himolytischen Faktoren
(Hly) und andere extrachromosomale DNA-Systeme. Diese kleinen DNA-Molekiile lassen
sich isolieren und eignen sich somit besonders, um Fragen der DNA-Replikation und
der stabilen Etablierung von genetischem Material in der Bakterienzelle zu untersuchen.

1. Einleitung

Desoxyribonucleinsdure (DNA) enthilt die genetische In-
formation jeder teilungsfihigen Zelle und determiniert da-
mit die biochemischen Fihigkeiten der Zelle. Wiihrend
in Zellen hoherer Organismen (eukaryotische Zellen) die
DNA in der komplizierten Struktur des Chromosoms im
Zellkern vorliegt!'!, existiert sie in der Bakterienzelle in
Hreier Form (prokaryotische Zellen), wobei das DNA-
Molekiil vermutlich an die Zellmembran gebunden ist!2l.
Obwohl Bakterien keine Chromosomen besitzen, bezeich-
net man die bakterielle DNA hzufig auch als chromosoma-
le DNA. Die in der DNA enthaltene Information, niederge-
legt in Form der Basensequenz (genetischer Code)l®), wird
durch ,, Transkription” in Messenger-Ribonucleinsiure (m-
RNA) iibertragen!*l, Die Information der m-RNA wird
an den Ribosomen!®! in einem komplizierten, heute aber
weitgehend aufgekldrten Vorgang!®! in Protein iibersetzt
(Translation). Diese Proteine katalysieren einerseits als En-
zyme sdmtliche chemische Vorgédnge in der Zelle und tragen
andererseits als Strukturproteine zum Aufbau der Zelle
bei.

Sofern sich die chromosomale DNA der Zelle nicht durch
spontane oder mit Chemikalien, UV-Strahlung etc. indu-
zierte Mutationen dndert, bleiben die genetische Informa-
tion und damit die biochemischen Fiahigkeiten der Zelle
konstant. Alle Zellen einer Bakterienart sollten sich dem-
nach vollkommen gleich verhalten. Tatsichlich findet man
jedoch, daB gelegentlich Individuen auftreten, die zusitz-
liche biochemische Fihigkeiten zeigen: Manche E.-coli-
Zellen kénnen in Gegenwart eines oder mehrerer Antibioti-
ka wachsen, andere scheiden Proteine ab, die bakterizid
aufandere E.-coli-Bakterien wirken, etc. Diese zusitzlichen
Eigenschalten unterscheiden sich von chromosomalen
Merkmalen in folgenden Punkten: Sie konnen bei der
Zellteilung spontan verloren gehen, allerdings schr selten.
Sic lassen sich durch Behandlung mit Agentien wie Acridin-
orange!”’, Ethidiumbromid®! oder Natriumdodecylsul-
fati®! eliminieren. Umgekehrt konnen sie in vielen Fillen
durch Zellkontakt auch auf andere Bakterien {ibcrtragen
werden, die bislang diesc Merkmale noch nicht besaBen.
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Wie man heute weil, werden diese Eigenschaften nicht
von der chromosomalen DNA determiniert, sondern von
zusitzlichen DNA-Elementen, die physikalisch getrennt
von der chromosomalen DNA in der Bakterienzelle vorlie-
gen und deshalb als ,,extrachromosomale DNA-Elemente*
oder als Episomen oder Plasmide bezeichnet werden!!?l,
Diese genetischen Zusatzelemente konnen der Zelle unter
besonderen Wachstumsbedingungen entscheidende Selek-
tionsvorteile verleihen. Im iibrigen ist aber eine Bakterjen-
zelle nicht auf diese Plasmide angewiesen. Man bezeichnet
die bakteriellen Plasmide daher als ,nicht-essentiell“.

In diesem Fortschrittsbericht soll ein allgemeiner Einblick
in die Mannigfaltigkeit dieser extrachromosomalen DNA-
Systeme in Bakterien vermittelt werden. Besonderes Ge-
wicht wird dabei auf die physiologische Bedeutung dieser
zusitzlichen genetischen Elemente fiir die Bakterienzelle
und auf ihre biochemischen Eigenschaften gelegt. Da die
Literatur auf diesem Gebiet sehr umfangreich geworden
ist, kann hier nur eine Auswahl geboten werden (Zusam-
menfassungen siehel !0~ 13),

2. Der Fertilitits- oder Sex-Faktor (F)
von Escherichia coli

Die erste Beobachtung, die darauf hindeutete, dal bakte-
rielle DNA von einer Bakterienzelle in eine andere iibertra-
gen werden kann, machte Lederberg beim Darmbakterium
Escherichia colil'®. Bei diesem als ,,K onjugation* bezeich-
neten Vorgang lagern sich zwei Bakterienzellen zusammen,
von denen die eine als ménnliche oder Donorzelle, die
andere als weibliche oder Empfingerzelle (Rezipient) be-
zeichnet wird. Dieser ProzeB wird determiniert durch ein
extrachromosomales DNA-Element, den F- (Fertilitdts)-
oder Sex-Faktor. Durch diese F-DNA werden Merkmale
ausgepragt, die fir die Konjugation wesentlich sind. Die
F*-Zelle (= minnliche Zelle) bildet spezifische
Zellwandanhinge aus, die als Sex- oder F-Pili bezeichnet
werden (Abb. 1). Durch diese kommt der Kontakt mit
dem weiblichen F~-Bakterium zustande. UngewiB ist im-
mer noch, ob die F-Pili auch beim Transfer der DNA
beteiligt sind.

Die F-Pili besitzen zwei Eigenschaften: Sie prdgen eine
neue Antigen-Eigenschaft bei der mannlichen Bakterienzel-
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le aus!! 3}, und sie sind spezifische Rezeptoren fiir bestimmte
Bakteriophagen!*®,

/
[A943.1] \

Abb. 1. Ménnliche (F*-) Zelle von Escherichia coli (nach [7]), S=Sex-
oder F-Pili, C=gewdhnliche Pili, F =Flagellen. VergroBerung ca. 2500-
fach.

Wihrend der Konjugation wird in erster Linie die extra-
chromosomale F-DNA mit hoher Wahrscheinlichkeit
(=~ 100 %) von der ménnlichen auf die weibliche Zelle iiber-
tragen; gelegentlich kann es dabei auch zu einer Ubertra-
gung von chromosomalen Genen kommen. Die Transferie-
rungder F-DNA erfolgt vermutlich nach dem in Abbildung
2 dargestellten ,,Rolling-circle-Mechanismus®. Dabei wird
einer der beiden Stringe der Plasmid-DNA aus der Donor-
zelle in die Empféngerzelle geschoben. Der komplementére
DNA-Strang bildet sich erst in der Empfingerzelle. Der
komplementire Strang zum zuriickgebliebenen DNA-
Strang in der Donorzelle wird ebenfalls nachrepli-
ziert!!7 18],

Abb. 2. ,Rolling—circle-Modell* fiir die Ubertragung von Plasmid-DNA
bei der Konjugation. Der schwere DNA-Strang des extrachromosomalen
Faktors rollt am kovalent geschlossenen komplementiren leichten Strang
ab und wird durch eine Plasmabriicke (F-Pilus?) in die Empfingerzelle
geschoben. In der Empfingerzelle erfolgt die Synthese des komplementi-
ren DNA-Stranges (nach [17, 18]).

Die F-DNA kann gelegentlich in die chromosomale DNA
des Bakteriums integriert werden!!®! und ist dann kovalent
gebundener Bestandteil (Abb. 3). In diesem Hfr-Zustand
(Hfr=high frequency of recombinants) besitzt die ménn-
liche Zelle die Fahigkeit, wihrend der Konjugation auch
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Abb, 3. Integration (I) und Dissoziation (D) des F-Faktors. 1. Minnliche
(F*-) Zelle, autonomer F-Zustand; oben: Chromosom, unten: F-Faktor.
2. Die Integration der F-DNA in die chromosomale DNA fiihrt zum
Hfr-Zustand. Bei der Dissoziation kann entweder der Ausgangszustand
(1) wiederhergestellt werden, oder es entsteht ein F'-Faktor. 3. Minnliche
(F'-) Zelle, autonomer F'-Zustand. Der F'-Faktor trigt neben der F-DNA
noch einen Abschnitt der chromosomalen DNA.

die chromosomale DNA teilweise oder vollstindig auf
eine Empfingerzelle zu {ibertragen.

Durch Dissoziation kann die F-DNA aus dem integrierten
Hfr-Zustand wieder in den autonomen extrachromosoma-
len F*-Zustand iibergehen. Dabei kann der F-Faktor gele-
gentlich Abschnitte der chromosomalen DNA mitneh-
men!2%, Auf diese Weise entstehen F’-Faktoren (Abb. 3),
die auBer den F-Eigenschaften (z. B. Pilusbildung, Phagen-
spezifitiit, Transfereigenschaften) chromosomale Merkma-
le tragen. So besitzt z. B. der F'-lac-Faktor alle Gene, die
zur Ausprigung und Regulierung der Enzyme fiir den
Lactose-Abbau notwendig sind. F'-gal codiert neben den
F-Eigenschaften alle Enzyme fiir den Abbau der Galaktose.

Der F-Faktor und ecinige F'-Faktoren sind mittlerweise
nach Methoden, die in Abschnitt 9 ausfiihrlich besprochen
werden, isoliert worden. Es handelt sich um groBe ringf6r-
mige DNA-Molekiile.

Freifelder bestimmte aufgrund der Umwandlungsge-
schwindigkeit von ,;supercoiled* F-DNA in ringoffene F-
DNA (siehe Abschnitt 9) durch Rontgenstrahlen das Mole-
kulargewicht von F-DNA zu 45x 10° Daltons (D) und
die von F'-DNAs zu 51 x 10° bis 81 x 10° DI2!1, Andere
Autoren, die vor allem Elektronenmikroskopie und Sedi-
mentationsanalyse zur Bestimmung des Molekularge-
wichts der F-DNA heranzogen, fanden 62 x 10% D22}, F'-
Faktoren sind, wie zu erwarten, groBer. Fiir den F'-Faktor
F’-Col-V-Col-B-trp-cys, der auler der F-DNA die Colici-
nogenen Faktoren Col V und Col B (siehe Abschnitt 5)
sowie die Gene fiir die Enzyme der Tryptophan- und
Cysteinbiosynthese tréigt, haben sorgfiltige Messungen ein
Molekulargewicht von 107 x 105 D ergeben!?*. F'-lac-
DNA besitzt nach der Sedimentationsanalyse ein Moleku-
largewicht von 130 x 10 D. Die Zahl von F- und F'-Fakto-
ren in der E.-coli-Zelle ist klein und diirfte nicht mehr
als eine bis zwei Kopien pro Bakterienzelle betragen!?4.

3. Antibiotika-Resistenz-Faktoren (R) von
Enterobakterien

Extrachromosomale DNA-Faktoren, die besondere Beach-
tung wegen ihrer potentiellen Gefahr fiir den Menschen

Angew. Chem. | 85. Jahrg. 1973 / Nr. 13



gefunden haben, sind die Antibiotika-Resistenz-Faktoren,
kurz R-Faktoren genannt. Das Phinomen der iibertragba-
ren multiplen Antibiotika-Resistenz in Enterobakterien
wurde erstmals von Watanabe beschrieben!?*- 28! und hingt
mit dem Auftreten der R-Faktoren zusammen. Diese besit-
zen, dhnlich wie die F- und F’-Faktoren, Fertilitits- und
Transfer-Eigenschaften und konnen damit das Merkmal
der muitiplen Antibiotika-Resistenz durch Konjugation
auf geeignete Rezipienten iibertragen. Als Empfiangerzellen
fiir die Ubertragung von R-Faktoren dienen dabei vor
allem die Bakterien, die zur Klasse der Enterobacteriaceae
gehoren. Dazu zihlt als bekanntester Vertreter das im
allgemeinen harmlose Darmbakterium Escherichia coli.
Unter ihnen befinden sich aber auch Bakterien, die als
ausgesprochen pathogen anzusehen sind, wie Salmonella
typhimurium, der Erreger der Gastroenteritis, S. typhi, der
Typhuserreger, S. paratyphi, der Erreger des Paratyphus;
ferner die Shigella-Stimme, die ebenfalls zu den pathogenen
Enterobakterien zu zihlen sind (z. B. Shigella dysenteriae,
Erreger der Ruhr und der schweren Diarrhoe). Diese
Krankheiten, allgemein als Salmonellosen und Shigellosen
bezeichnet, konnen endemisch auftreten. Wie gefihrlich
der Verlauf dieser Krankheiten sein kann, wenn die Erreger
R-Faktoren tragen, hat sich bereits in einigen Fillen gezeigt
(Tabelle 1).

nannten Rezipienten iibertragen werden; iiber die Hiufig-
keit der Ubertragungen von R-Faktoren von Bakterienzelle
zu Bakterienzelle im menschlichen oder tierischen Organis-
mus weill man relativ wenig!33. Prinzipiell ist aber nicht
auszuschlieBen, daB z. B. im Darmtrakt des Menschen die
Ubertragung von multipler Antibiotika-Resistenz auf Sal-
monellen oder Shigellen durch R-Faktoren tragende Esche-
richia-coli-Bakterien moglich ist. Selbst eine geringe Uber-
tragungshéufigkeit in dieser Richtung kann sich, bei gleich-
zeitiger Anwendung von Antibiotika, durchaus negativ aus-
wirken, da unter diesem Selektionsdruck nur die Antibioti-
ka-resistenten Salmonellen oder Shigellen iiberleben.

R-Faktoren werden heute wegen ihrer Wirkung, die sie
auf den F-Faktor ausiiben, in zwei Gruppen eingeteilt:
Rfi*-Faktoren und Rfi~-Faktoren.

Transferiert man Rfi*-Faktoren in einen F +-Stamm, so
werden die F-Eigenschaften, wie Pilus-Bildung und damit
die Fahigkeit zur Konjugation und zur Transferierung,
gehemmt (fi* = fertility inhibition* positiv)3*3%1, Man
nimmt an, daB die DNA derartiger R-Faktoren einen cyto-
plasmatischen Repressor codiert, der auch auf F-DNA
einwirken kann. Rfi~-Faktoren dagegen hemmen nach
Ubertragung in einen F*-Stamm die F-Eigenschaften
nicht. Sie hemmen aber die Pilus-Bildung und die Transfe-

Tabelle 1. Nachweis von R-Faktor tragenden Salmonellen in vier Epidemien (modifiziert nach [27]). A = Ampicil-
lin. § = Streptomycin. K = Kanamycin, C = Chloramphenicol, T = Tetracyclin, Su=Sulfonamide.

Erreger- Ausbruch Dauer nachgewiesene 9 resisten- Hiufigkeit
stimme der Epidemie der R-Faktoren ter Stimme der Uber-
in Epidemie mit folgenden tragung
von Resistenzen auf sensitive
E.coliin
24h
S. Oranien- Paris 1963-1968 ASKCTSu 66 1073
burg SKCTSu 17 10~
R-4-5 AS 3 107!
S. Derby Lyon 1963-1964 ASK TSu 30 1071
R7 AS TSu 10 107!
A 3 107!
S. Panama Paris 1965-1968 AK T 24 1071
R 11 A T 32 107!
A 3 1071
S. Stanley- Dakar 1966-1967 ASKCTSu 78 104
ville
R 32

Neben den Enterobakterien kdnnen in vitro auch Pseudo-
monas-Arten, Pasteurella-Stimme (z. B. Pasteurella pestis,
Pesterreger) und Vibrio-Stamme (z. B. Vibrio cholerae, Cho-
leraerreger) als Rezipienten fiir R-Faktoren auftreten(28- 291,
Allerdings haben neuere Untersuchungen an R-Faktoren
tragenden Vibrio-cholerae-Staimmen gezeigt, daB3, mit einer
Ausnahme (R-ts-1-Faktor), alle iibertragenen R-Faktoren
in diesem Wirt instabil sind und nach einigen Generationen
wieder verloren gehen!3%L,

Neben Enterobakterien hat man auch natiirlich vorkom-
mende R-Faktoren-tragende Pseudomonas-Stimme iso-
liert!3!- 321, Bedingt durch die intensive Anwendung von
Antibiotika in der Medizin und in der Tierernihrung sind
Antibiotika-resistente Enterobakterien heute sehr weit ver-
breitet!*%!, Unter Laborbedingungen konnen die R-Fakto-
ren mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit in alle ge-
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rierbarkeit des Fertilitdtsfaktors Col 1 (siche Abschnitt
5).

In einigen Fillen hat man zeigen konnen, daf der vollstin-
dige R-Faktor aus zwei DNA-Abschnitten zusammenge-
setzt ist, die man als Resistenz-(R-)Determinante und Resi-
stenz-Transfer-Faktor (RTF) bezeichnet. So findet bei der
Ubertragung von R-Faktoren aus R *-E.-coli-Bakterien in
das Enterobakterium Proteus mirabilis eine Dissoziation
der zuniichst einheitlichen R-DNA in zwei unterscheidbare
ringformige DNA-Molekiile statti>¢-371 (Abb. 4 und 5).
Das kleinere DNA-Molekiill (MG 10x 10° bis 12 x 10°
D) hat die Eigenschaften der R-Determinante: Es prigt
multiple Antibiotika-Resistenz aus, besitzt aber keine
Transfereigenschaften. Bakterienzellen, die dieses Plasmid
tragen, sind Antibiotika-resistent, konnen diese Resistenz
aber nicht weiter iibertragen. Das groBere DNA-Molekiil
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(MG 55 x 108 D) ist vermutlich der RTF-Teil: Es besitzt
Transfereigenschaften, prégt aber keine Antibiotika-Resi-
stenz aus. Bakterienzellen, die nur dieses Plasmid tragen,
sind nicht mehr Antibiotika-resistent, k6nnen aber dhnlich
wie F*-Bakterien dieses Plasmid auf Empfangerzellen
iibertragen.

RTF
0
ORs
RTF R
R
1

2

Abb, 4. Dissoziation (D)) und Rekombination (Rc) cines kompletten R-
Faktors (1) in RTF-Teil und R-Determinante (2).

Abb. 5. Llektronenmikroskopische Aufnahmen von DNA-Molekiilen
nach Aufspaltung eines R -Faktors in RTF-Teil (oberes Bild) und R-Deter-
minante (unteres Bild) bei der Ubertragung in Proteus mirabilis (nach

(377

Die DNA der R-Determinante tragt Gene, welche die
Produktion von spezifischen Antibiotika-inaktivierenden
Enzymen codieren. Chloramphenicol wird durch eine R-
spezifische Acetylase inaktiviert[*8-3%1 die das Antibioti-
kum an den Hydroxygruppen der Seitenkette acetylieren
kann und es dadurch fiir die Zelle inaktiv macht (Abb.
6). Weitere R-spezifische Enzyme sind fiir die Inaktivierung
von Ampicillin (B-Lactamase), Streptomycin (Phosphoryla-
se), Neomycin und Kanamycin (Acetylasen) nachgewiesen
worden!*C~ 42l Eine Resistenz gegen Tetracycline und Sul-
fonamide wird dadurch hervorgerufen, daB die Aufnahme
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Abb. 6. Inaktivierung von Chloramphenicol durch die von einem R-Fak-
tor determinierte Acetylase.

dieser Antibiotika unter dem EinfluB von R-Faktoren in
dic Zelle gehemmt wird!** *¥, Dic molek ulare Natur dieser
Permeabilititsbarriere ist noch unbekannt. Das AusmaB
dieser multiplen Antibiotika-Resistenz, hervorgerufen
durch R-Faktoren, hidngt von der Zahl dcr Resistenzgene
und damit von der Zahl der inaktivierenden Enzyme ab.
Ein R-Faktor kann also einer Zelle iibertragbare Antibioti-
ka-Resistenz gegen ein einziges Antibiotikum (z. B. Tetra-
cyclin) oder gegen sechs und mehr Antibiotika zugleich
{z. B. Chloramphenicol, Streptomycin, Ampicillin, Sulfon-
amide, Neomycin, Kanamycin usw.) verleihen.

4. Penicillinase-Plasmide von Staphylococcen

Penicillin-resistente Staphylococcen-Stamme sind weit ver-
breitet. Diese Resistenz wird durch das Aulftreten der ,,Pcni-
cillinase-Plasmide” hervorgerufen. deren molekulare Ei-
genschaften vor allem Novick sowie M. If. Richmond bei
S. aureus untersuchten!*® 4%, Diese Penicillinasc-Plasmide
sind eine Klasse von extrachromosomalen DNA-Elemen-
ten, die dcm als Resistenz-(R-)Determinante bezeichneten
Teil von R-Faktoren in Enterobakterien (siche Abschnitt
3) dhneln. Das Molekulargewicht dicscr Plasmide liegt
zwischen 15 x 10° und 18 x 10° D47, Zusitzlich zur Resi-
stenz gegen Penicillin determinieren sie hiufig auch Resi-
stenz gegen Erythromycin und gegen Schwermetall-lonen
wie Cd?*, As3*, Hg? 1148l

Die Resistenz gegeniiber Penicillin beruht auf der Bildung
von Penicillinasen, Enzymen, die durch Penicillin induzier-
bar sind'*°!, Penicillinase-Plasmide lassen sich aufgrund
ihrer gegenseitigen Vertriglichkeit in eincr Bakterienzelle
in zwei Kompatibilitdtsgruppen (siche Abschnitt 8) eintei-
len, Diese Plasmide k6nnen nicht nur im extrachromoso-
malen, autonomen Zustand existicren, sondern sic konnen
auch gelegentlich in das Wirtschromosom oder in ein ande-
res in der Wirtszelle vorhandenes Plasmid integriert wer-
den!®9]. Diese Plasmide sind nicht selbst iibertragbar wie
die R-Faktoren von Enterobakterien, sondern werden ver-
mutlich durch Bakteriophagen von Baktcrienzelle zu Bak-
terienzelle iibertragen. Eincn derartigen Ubertragungsvor-
gang bezeichnet man als Transduktion.

5. Colicinogene Faktoren (Col) von Escherichia coli

Eine groBe Anzahl natiirlich vorkommender E.-coli-Stdm-
me triagt extrachromosomale DNA-Elemente, Col-Fakto-
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ren genannt, welche u.a. die Produktion von Colicinen
determinieren. Die Colicine sind extrazellulir auftretende,
antibiotisch wirksame Proteine!3!! mit interessanten Wir-
kungsweisen. Thre Wirkung beschrinkt sich auf Colicin-
sensitive E.-coli-Stdimme und eng verwandte Enterobacte-
riaceae, bei denen sie die Proteinbiosynthese, die RNA-
und DNA-Synthese sowie die oxidative Phosphorylierung
hemmen konnen. Fiir die Wirkungsweise der Colicine ist
ein Modell vorgeschlagen worden, das eine indirekte Beein-
flussung des biochemischen Wirkungsortes durch das Coli-
cin vorsieht!>2~ 34, Diese Vorstellung beruht auf folgenden
experimentelien Befunden:

Colicin-Molekiile adsorbieren sich an spezifische Rezepto-
ren an der Zelloberfldche. Die Abtétungskurve von sensiti-
ven Bakterien durch Colicine folgt einer Ein-Treffer-Kine-
tik, d.h. ein adsorbiertes Colicinmolekiil kann mit einer
bestimmten Wahrscheinlichkeit die letale Wirkung hervor-
rufen. Die Wirkung der gebundenen Colicinmolekiile 1483t
sich aufheben, wenn die Zellen kurz nach der Adsorption
mit Trypsin behandelt werden.

Aus diesen experimentellen Befunden ist gefolgert worden,
daB alle Colicine an der AuBenseite der cytoplasmatischen
Membran bleiben und von dort indirekt die biochemischen
Wirkungsorte beeinflussen. Alle biochemischen Verénde-
rungen, die nach der Adsorption von Colicin in sensitiven
Zellen zu beobachten sind, betreffen die Biosynthese von
Makromolekiilen wie DNA, RNA und Proteinen oder
die oxidative Phosphorylierung. Alle diese Prozesse sind
mit der Zellmembran verkniipft. Daraus hat man geschlos-
sen, daB die Bindung eines Colicinmolekiils an die Mem-
bran primér an der Rezeptorstelle eine Verdnderung verur-
sacht, die ihrerseits dic Ubertragung eines Signals an den
Wirkungsort (Proteinbiosynthese, Nucleinsduresynthese,
oxidative Phosphorylierung) auslost. Der Mechanismus
dieser indirekten Ubertragung ist unbekannt. Nach dieser
Vorstellung gelangt das Colicin nicht in das Zellinnere.

Neuere Untersuchungen iiber die Wirkungsweise von Coli-
cin Ej, welches die Proteinbiosynthese blockiert, deuten
allerdings auch auf eine direkte Wirkung des Colicins auf
den biochemischen Wirkungsort hin: In vitro kann Colicin
E, die 165-r-RNA fragmentierent3- ),

Ein Teil der colicinogenen DNA-Faktoren hat dhnlich
wie der F-Faktor und die R-Faktoren Transfereigenschaf-
ten!37-381_ Ejinige dieser Faktoren prigen dhnliche Pili aus
wie der F-Faktor. Der colicinogene Faktor I (Col I) dage-
gen ist ein vllig anderer Transferfaktor. Auch er determi-
niert die Produktion von Pili (I-Pili), die sich aber morpho-
logisch, durch ihre Antigeneigenschaften und durch ihre
Adsorptionsfihigkeit fiir spezifische Bakteriophagen von
F-Pili unterscheiden?®®:¢°1,

6. Andere extrachromosomale DNA-Faktoren
mit Transfereigenschaften

Neben den drei grolen Klassen von gut untersuchten ex-
trachromosomalen DNA-Elementen [F (F’)-, R- und Col-
Faktoren] gibt es einige weitere extrachromosomale Fak-
toren mit Transfereigenschaften.
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6.1. Hiimolytische Faktoren (Hly) von E. coli

Einige pathogene E.-coli-Stdimme zeichnen sich durch ihre
Fahigkeit aus, Hamolysine zu produzieren. (Himolysine
sind Proteine, die Erythrocyten lysieren konnen, siche Abb.
7.) Zwischen der Fahigkeit zur Hamolysinbildung und
der Pathogenitit dieser Stimme scheint eine direkte Bezie-
hung zu bestehen!®!l. H. W. Smith wies als erster nach,

Abb. 7. Blutagar-Platte mit hamolytischen und nichthdmolytischen Kolo-
nien von Escherichia coli. Links: Nichthdmolytischer Wildstamm, rechts:
Himolytischer Wildstamm.

daf} zumindest in einigen himolytischen E.-coli-Stimmen
die Fihigkeit zur Hamolysinbildung transferierbar ist und
demnach vermutlich ebenfalls durch extrachromosomale
DNA determiniert wird!®%. Wir konnten kiirzlich aus hi-
molytischen E.-coli-Bakterien zwei extrachromosomale
DNA-Elemente (Hly-Faktoren) isolieren'¢3-94, die entwe-
der getrennt oder zusammen auftreten konnen. Thre Mole-
kulargewichte sind verschieden (40 x 106 bis 45 x 10° und
60 x 10% bis 65 x 10° D); beide tragen die Determinante
fir die Himolysinproduktion. Die groBere hdamolytische
DNA besitzt dereprimierte Transfereigenschaften, wéhrend'
die Ubertragung der kleineren himolytischen DNA meist
reprimiert ist.

In Anwesenbheit der kleineren DNA werden auch die Trans-
fereigenschaften der grofieren gehemmt. Vermutlich wird
von der kleineren DNA ein cytoplasmatischer Transfer-Re-
pressor codiert, der auch auf die groBere DNA wirken
kann. Beide himolytische DNA-Faktoren zeigen weitge-
hende Homologien in ihrer Nucleotidsequenz, wie Hybridi-
sierungsexperimente ergaben. Es ist daher zu vermuten,
daf die kleinere DNA entweder durch Abspaltung einiger
DNA-Abschnitte aus der groBeren hervorging oder die
groBere DNA durch Integration von zusétzlicher DNA
aus dem kleineren Faktor entstand.

6.2. Andere Faktoren

Weitere genotypische Merkmale, die vermutlich durch
libertragbare Plasmide vererbt werden, sind die Fihigkeit
zur Enterotoxinbildung!®*! sowie zur Produktion von K-
88-Antigen!®® in E. coli. Auch die H,S-Produktion in
E. coli'®™ und der Abbau von D-Campher und Octan
durch Pseudomonas-Arten'®® sollen durch extrachromoso-
male iibertragbare DNA-Elemente determiniert werden.
Interessanterweise scheinen auch beim Pflanzentumor-er-
zeugenden Bakterium Rhizobium trifolii die genetischen
Elemente, welche die Effektivitdt (Eff*) und die Infektiosi-
tit (Inf*) determinieren, extrachromosomaler Natur zu
sein!®],
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7. Plasmide mit unbekannten Eigenschaften

Aus der Fiille von Plasmiden, denen bisher keine biochemi-
schen Eigenschaften zugeordnet werden konnten, sei hier
nur eine interessante Gruppe herausgegriffen, nimlich die
der minicirculiren DNA-Plasmide. Diese DNA-Molekiile
zeichnen sich durch ihre ungewdhnliche Kleinheit aus.
Ihre Molekulargewichte schwanken zwischen ca. 1 x 10°
und 3 x 10° D. Eine mogliche genetische Information dieser
DNA-Molekiile wire damit auf ein bis sechs Gene be-
schrénkt. Das erste Plasmid dieser Gruppe isolierten Co:z-
zarelli et al. aus E. coli 15179, Weitere Plasmide mit dhn-
licher GroBe wurden aus Wildstimmen von E. coli isoliert
und charakterisiert!’! (Abb. 8). Interessanterweise zeigen
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Abb. 8. Minicirculare DNA, isolicrt aus zwei Wildstimmen von E. coli.
a-d: ,Supercoiled” (a) und ringoffene (b—d) DNA aus E. coli SC 78
(Konturkinge 1.2+40.05pm). e—h: Supercoiled () und ringoffene (f-h)
DNA aus E. coli SC 79 (Konturldnge 0.9540.05 pm) (nach [71]).

diese minicirculidren Plasmide aus E. coli weitgehende Se-
quenzhomologien untereinander wie auch mit dem bereits
besprochenen kleinen colicinogenen Faktor E 1 (Col
E 171

8. Kompatibilitit zwischen bakteriellen Plasmiden

Eine Bakterienzelle kann gleichzeitig als Wirt fiir mehrere
verschiedene éxtrachromosomale DNA-Faktoren dienen,
wenn diese Plasmide miteinander vertriglich sind. Es hat
sich aber gezeigt, dal zwei sehr eng verwandte DNA-Ele-
mente nicht stabil nebeneinander zu existieren vermégen.
So konnen in einer E.-coli-Zelle zwei verwandte F-Fakto-
ren, R-Faktoren, Col-Faktoren, Penicillinase-Plasmide,
aber auch ein F-Faktor in einer Hfr-Zelle, nicht gleichzeitig
stabil etabliert werden.
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Man unterteilt aufgrund dieses Phinomens die Plasmide
in Inkompatibilitits-Gruppen. Vertreter einer solchen
Gruppe sind miteinander unvertriglich, wihrend zwei
Plasmide, die verschiedenen Gruppen angehdren, von dem-
selben Wirt getragen werden kénnen!72-73-451 Als Grund
fir die. Inkompatibilitit nimmt man an, daB Plasmide
iiber spezifische Anheftungs- oder Replikationsstellen, ver-
mutlich an der Membran!”4, verfiigen, die eine Vorausset-
zung fiir die stabile Etablierung von Plasmiden sind (siehe
Abschnitt 11).

Von S. aureus konnten temperatursensitive Mutanten iso-
liert werden, die nicht mehr in der Lage waren, Plasmide
einer Kompatibilitdtsgruppe bei der héheren Temperatur
stabil zu etablieren, wohl aber solche einer anderen und
umgekehrt!”>!. Man nimmt an, daB diese Mutanten bei
der restriktiven Temperatur keine funktionsfahigen
Membranstellen fiir die Plasmide der betroffenen Kompati-
bilitdtsgruppe besitzen. Offensichtlich steht in der Bakte-
rienzelle nur eine begrenzte Anzahl derartiger Anheftungs-
oder Replikationsstellen fiir eine bestimmte Gruppe von
Plasmiden zur Verfiigung. Ein Plasmid, das in eine Zelle
eindringt, in der diese Stelle(n) bereits von einem anderen
Plasmid derselben Kompatibilitidtsgruppe besetzt ist (sind),
kann deshalb in diesem Wirt nicht repliziert und bei der
Zellteilung nicht weitergegeben werden.

9. Physikalische Eigenschaften und Isolierungsme-
thoden

Der Gehalt an extrachromosomaler DNA in Plasmid-tra-
genden Bakterienzellen betrdgt im allgemeinen ungefihr
0.5-3% bezogen auf die chromosomale DNA. Die meisten
Methoden zur Abtrennung von extrachromosomaler DNA
von chromosomaler DNA gehen von der Tatsache aus,
daB alle bisher gefundenen bakteriellen Plasmid-DNA-Mo-
lekiile in einer kovalent geschlossenen, verdrillten, ,,super-
coiled“ Konformation vorliegen. Durch einen Bruch in
einem der beiden DNA-Stringe (,nick™), der entweder
mechanisch (z.B. durch Scherkriifte) oder enzymatisch
durch ,.nickende“ Endonucleasen!’® 771 erfolgen kann, geht
diese kompakte Konformation in die weitrdumigere ringof-
fene Konformation iiber (Abb. 9). In der ,supercoiled”
Konformation besitzt das ringformige DNA-Molekiil phy-
sikalische Eigenschaften, die es von ringoffenen und line-
aren DNA-Molekiilen unterscheiden:

Die Anfilligkeit gegeniiber Scherkriften ist geringer; die
Sedimentationsgeschwindigkeit in einem neutralen Dichte-
gradienten ist héher!’8., Die beiden Striinge eines ,super-
coiled“ DNA-Molekiils lassen sich unter Denaturierungs-
bedingungen (pH=11.5-12.5 oder Erhitzen iiber den
Schmelzpunkt) nicht voneinander trennen, da sie topolo-
gisch verbunden sind. Dadurch erfolgt bei der Neutralisie-
rung auf pH=7.0-8.0 bzw. der Abkiihlung eine rasche
Renaturierung!7°-8%! Bei pH = 12.5 nimmt das denaturierte
Molekiil, mit noch immer topologisch verbundenen Stridn-
gen, eine sehr komplizierte Struktur an!®®, in der es eine
ungefihr doppelt so hohe Sedimentationsgeschwindigkcit
wie in neutraler Losung in der ,supercoiled“ Konformation
besitzt!® ). AuBerdem ist bei pH = 12.5 die Schwimmdichte
der DNA in dieser kompakten Konformation um
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0.08 g/cm?® gegeniiber der Schwimmdichte der ,supercoi-
led“ DNA-Konformation in neutraler Losung erhoht, wéih-
rend die Schwimmdichte der denaturierten Striinge der
ringoffenen Form gegeniiber derjenigen der nativen Form
nur um 0.06 g/cm? ansteigt!®2~ 84,

Abb. 9. Ubergang einer DNA aus der ,supercoiled* Konformation in
die ringoffene Konformation. Der Einstrangbruch oder ,,Nick* (N) kommt
durch Endonucleasen oder mechanische Einwirkung zustande.

wsupercoiled” DNA bindet intercalierende, d.h. sich ein-
schiebende Farbstoffe (z.B. Ethidiumbromid) schwiicher
als ringoffene und lineare DNA!85:861 Da mit der Bindung
von Ethidiumbromid an DNA eine Erniedrigung der
Schwimmdichte der DNA verbunden ist, nimmt die Dichte
von ,supercoiled” DNA relativ weniger ab als die einer
entsprechenden ringoffenen oder linearen Formi®%1,

Die meisten Methoden zur Isolierung von extrachromoso-
maler DNA machen von den beschriebenen Eigenschaften
Gebrauch. Im folgenden kann nur eine kurze Beschreibung
der Prinzipien der wichtigsten Methoden gegeben werden.

Der erste Schritt bei allen Isolierungsmethoden ist eine
schonende Lysis der Bakterienzellen; Scherkriifte miissen
vermieden und nucleolytische Aktivititen gehemmt wer-
den. Dazu werden die Bakterienzellen (z.B. E. coli) in
hypertonischen Pufferlosungen suspendiert und mit Lyso-
zym behandelt. Dieses Enzym bewirkt eine hydrolytische
Spaltung des Mureins, eines wesentlichen Bestandteiles
der Zellwand der Bakterien. Die so entstandenen Sphiro-
plasten (Bakterienzellen, die einen wesentlichen Teil ihrer
Zellwand verloren haben) werden in Gegenwart von Na-
trium-édthylendiamintetraacetat (hemmt durch Komplexie-
rung von Mg2*-, Ca®*- und Mn?*-Ionen die Aktivitit
von Desoxyribonucleasen) meist durch Detergentien, gele-
gentlich auch durch osmotischen Schock, oder durch
Behandlung mit Alkali lysiert. Als Detergentien haben
sich vor allem Natriumdodecylsulfat, Sarkosyl NL-30, Na-
triumdesoxycholat und die nichtionischen Detergentien
Brij 58 und Triton X 100 bewihrt. Letztere sind in der
Lage, Sphiroplasten von E. coli zu lysieren, ohne den
Komplex aus Zellmembran und chromosomaler DNA zu
zerstéren. Dadurch 148t sich dieser Komplex bei relativ
niedriger Geschwindigkeit (6000 x g) abzentrifugieren,
withrend die erheblich kleinere extrachromosomale DNA
weitgehend im Uberstand bleibt. Die erhaitenen Zellysate
werden entweder direkt!®”! oder wie beschrieben nach Ab-
zentrifugieren eines groBen Teiles der chromosomalen
DNAI®® den weiteren Reinigungsschritten unterworfen,

Das wichtigste Verfahren zur Reinigung von ,,supercoiled*
DNA diirfte die von Radloff et al. eingefiihrte Gleichge-
wichtszentrifugation in einem Césiumchlorid-Gradienten
in Gegenwart eines Uberschusses an Ethidiumbromid
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sein!®3!. Dabei wird die DNA in eine Bande hoherer Dichte,
welche die ,supercoiled DNA enthilt, und eine Bande
mit geringerer Dichte, die lineare und/oder ringoffene DNA
enthilt, aufgetrennt.

Ein anderes Verfahren macht von der leichten Renaturier-
barkeit der ,supercoiled“ DNA Gebrauch. Durch alkali-
sche Denaturierung und anschlieBende Neutralisation wer-
den lineare und ringoffene DNA-Molekiile in einstringige
DNA iiberfiihrt, wihrend die kovalent geschlossenen
DNA-Ringe wieder in die ,supercoiled*“-K onformation zu-
riickkehren. Durch Filtration durch Nitrocellulose, an der
die denaturierte einstringige DNA zuriickgehalten wird,
148t sich die ,,supercoiled* DNA abtrennen!®®). Eine ent-
sprechende Trennung kann man auch durch Chromatogra-
phie an benzoylierten oder naphthoylierten DEAE-Siulen
erreichen!®?!,

Infolge der hdheren Anfilligkeit gegeniiber Scherkriften
{siche oben) kann man durch mechanisches Riihren lineare
chromosomale DNA leichter fragmentieren als die ,,super-
coiled* extrachromosomale DNA. Durch anschlieBende
Sedimentation im alkalischen Zuckergradienten (siche un-
ten) konnen vor allem gréBere ,.supercoiled DNA-Mole-
kiile wie F- und F'-Faktoren sowie R-Faktoren von der
chromosomalen DNA abgetrennt werdeni®!92!,

Eine anfinglich hiufig benutzte Methode beruht auf der
Transferierung von Plasmiden in Wirtszellen, deren DNA
eine unterschiedliche Schwimmdichte besitzt (z. B. Proteus
mirabilis). Die beiden DNA-Spezies lassen sich dann entwe-
der durch mehrmalige Gleichgewichtszentrifugation im
CsCl-Gradienten oder durch Chromatographie an Sdulen
trennen, die mit Kieselgur gefiillt sind, das mit methyliertem
Albumin ummantelt ist (MAK-Sgule)l®3!,

10. Besondere Plasmid-DNA-Molekiile

Die beschriebenen DNA-Reinigungsmethoden ermdglich-
ten das Auffinden einer Reibe interessanter Plasmid-DNA-
Formen. Beispiele sind die oligomeren und catenierten
DNA-Formen und die DNA-Replikationszwischenpro-
duktel®4- 1001,

Unter oligomerer DNA versteht man ringférmige DNA-
Molekiile, die aus zwei oder mehr kovalent verbundenen,
identischen Genomen bestehen {Abb. 10), wihrend bei
catenierten DNA-Molekiilen zwei oder mebr Genomie
durch topologische Bindung (dhnlich wie bei Catena-Ver-
bindungen!!°'!) zusammengehalten werden (Abb. 11). Oli-
gomere DNA-Molekiile konnen, wie diz monomere DNA,
in der ,,supercoiled” K onformation und in der ringoffenen
Konformation auftreten. Thre physikalischen Eigenschaf-
ten (mit Ausnahme ihrer GroBe) und damit die Isolierungs-
methoden sind die gleichen wie die der monomeren Form.
Catenierte DNA-Molekiile dagegen kdnnen unterschied-
liche Konformationen und damit unterschiedliche Eigen-
schaften annehmen, die sich auf ihre Isolierung auswirken,
Bei catenierten Molekiilen, die nur aus zwei Partnern beste-
hen, sind bereits drei Mdglichkeiten gegeben.

1. Beide Molekiile liegen in der ,supercoiled* Form vor
(Abb. 11a). Ein solches DNA-Molekiil hat dieselben Eigen-
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Abb. 10. Oligomere DNA des colicinogenen Faktors E 1 aus E. coli.
Oben: Zwei ,supercoiled* monomere Col-E;-DNA-Molekiile und eine

Lsupercoiled* trimere Form, Unten: Ringoffenes trimeres Col-E,-DNA-
Molekiil (nach [99]).

schaften (Sedimentation, Denaturierung, Farbstoflfadsorp-
tion) wie eine ,supercoiled“ oligomere DNA derselben
GroBe. Die Unterscheidung zwischen beiden ist elektro-
nenmikroskopisch moglich.

2. Beide Molekiile liegen in der ringoffenen Form vor
(Abb. 11b). Derartige Molekiile lassen sich durch ihre
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Abb. 11. Catenierte DNA des colicinogenen Faktors E 1 aus E. coli.
a) Catenat aus zwei topologisch verkniipften ,supercoiled“ Col-E,-Mole-
kiilen. b) Catenat aus zwei ringoffenen monomeren Col-E,-DNA-Molekii-
len. c) Catenat aus einem ,,supercoiled* monomeren und einem ringoffenen
dimeren Col-E;-DNA-Molekiil. d) Catenat aus einem ,,supercoiled* tri-
meren und eincm ringoffenen dimeren Col-E ;-DNA-Molekiil {nach [99]).

physikalischen Eigenschaften nicht von entsprechenden
ringoffenen Oligomeren unterscheiden. Auch hier ist eine
Differenzierung nur elektronenmikroskopisch maglich.

3. Ein Molekiil liegt in der ,supercoiled, das andere in
der ringoffenen Konformation vor (Abb. 11c und 11d).
Diese catenierten DNA-Molekiile unterscheiden sich cha-
rakteristisch aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften
von ,supercoiled” und von ringoffener DNA gleicher
Grofe. Ihre Kapazitiit, bestimmte Farbstoffmolekiile (Ethi-
diumbromid) zu binden, liegt logischerweise zwischen der
von ringoffener und der von ,supercoiled“ DNA. Demzu-
folge findet man diese DNA-Molekiile in einem CsCl-Ethi-
diumbromid-Gradienten (siche Abschnitt 9) in einer mittle-
ren Bande zwischen der schweren bzw. leichten Bande
von supercoiled bzw. linearer und ringoffener DNA!®4,
Das Sedimentationsverhalten dieser catenierten DNA-Mo-
lekiile in neutraler und alkalischer Losung unterscheidet
sich ebenfalls charakteristisch von dem der ,.supercoiled”
und der ringoffenen DNAP4, Catenierte DNA-Molekiile
mit drei und mehr topologisch verkniipften Partnern, die
wiederum monomere oder oligomere Formen sein kénnen,
sind ebenfalls isoliert worden. Oligomere und catenierte
DNA-Molekiile treten bei normalem Wachstum der Bakte-
rien bei den meisten Plasmiden nur in sehr geringen Kon-
zentrationen auf. Eine gesteigerte Bildung dieser DNA-

Formen 148t sich jedoch zumindest bei einigen Plasmiden
erreichen[95.98,99, 102-104]

Fiir die Bildung von oligomeren und catenierten DNA-
Formen sind zwei Prozesse vorgeschlagen worden: 1. Re-
kombination!®*! — hierbei werden zwei Plasmid-DNA-
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Abb. 12. Rekombinationsmodell zur Entstehung von oligomeren und
catenierten DNA-Molekiilen (modifiziertes Modell nach [94]). Die circu-
iren DNA-Molekiile werden entweder einmal (a) oder zweimal (&) gebro-
chen. Bei einem einfachen Bruch ergibt eine reziproke Verkniipfung
ein dimeres DNA-Molekiil (b), wihrend bei zwcifachem Bruch und rezi-
proker Verkniipfung ein cateniertes DNA-Molekiil (b") entsteht.

Molekiile durch Bruch und reziproke Wiedervereinigung
verkniipft (Abb. 12) — und 2. fehlerhafte Replikation!®>}
(Abb. 13) (siehe Abschnitt 11). Die Frage nach dem rich-

_,Qa
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Abb. 13. Replikationsmodell fiir die Entstehung von oligomeren DNA-
Formen (modifiziertcs Modell nach [95] - siche dazu auch Abb. 16).
Der ,,Fehler beider Replikation besteht hier darin, daB dic Endonuclease
(N)den linearen Strang nicht nach der ersten Replikationsrunde, sondern
erst nach der zweiten (oder dritten, etc.) Runde schneidet. Durch Ring-
schiufl des linearen Stranges entstehen dann neben einem monomeren
DNA-Molekiil multiple (oligomere) DNA-Molekdle. parentalc
(alte} DNA, {HHHH neu replizierte DNA.

tigen ProzeB kann noch nicht mit Sicherheit beantwortet
werden ; eine Reihe von Befunden scheint fiir fehlerhafte
Replikation zu sprechen!®®- 1951,

11. Replikation extrachromosomaler DNA-Fakto-
ren

Uber den Mechanismus der DNA-Replikation in Bakte-
rien, dessen Details noch weitgehend unverstanden sind,
gibt es eine Reihe neuerer Zusammenfassungen!'®®~ %%,
Hier sollen nur die groben Umrisse skizziert und bisher
bekannte Besonderheiten der Replikation von Plasmid-
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DNA hervorgehoben werden. Die Replikation jeder auto-
nomen genetischen Einheit (Replikon)!”# 148t sich in drei
Teilabschnitte zerlegen:

1. Anheftung der DNA an eine spezifische Replikationsstel-
le, die sich vermutlich an der Zellmembran des Bakteriums
befindet!2l.

2. Start (Initiation) der DNA-Synthese!*?8), fiir den sowohl
ein positiver'™ als auch ein negativer!''®! Regulations-
mechanismus postuliert wurde.

3. Verldngerung (Elongation) der wachsenden DNA-Kette
durch enzymatische Polymerisierung von Desoxyribonu-
cleosidtriphosphaten, wobei die beiden Elternstrange der
DNA als Matrizen dienen (Abb, 14)1*11),

Abb. 14. Semikonservative Replikation eines lincaren DNA-Molekiils.

Sowohl fiir bakterielle chromosomale DNA als auch fiir
Plasmid-DNA gibt es eine Reihe von Hinweisen, daB spezi-
fische Membrananheftungsstellen existieren (siche Ab-
schnitt 8).

Als Start fiir die DNA-Synthese eines kovalent geschlosse-
nen ringformigen Plasmid-DNA-Molekiils ist ein spezifi-
scher Bruch in einem der beiden DNA-Stringe postuliert
worden, der die Trennung der Stringe ermoglicht. Unbe-
kannt ist, ob dieser wichtige Teilschritt von einer positiv
(Initiator) oder von einer negativ wirkenden Substanz (Re-
pressor) reguliert wird. Die laufende Neusynthese von zwei
Proteinen, die durch Chloramphenicol verschieden beein-
fluBt wird" ¢}, ist offensichtlich Voraussetzung fiir die Ini-
tiation der Synthese der chromosomalen DNA in E. coli.
Chloramphenicol hemmt auch die Initiation der DNA-
Synthese von vielen Transferfaktoren. Eine interessante
Ausnahme sind die beiden nichttransferierfahigen Plasmi-
de, der colicinogene Faktor E; und die minicirculdre DNA
von E. coli 15, die beide in Gegenwart von Chlorampheni-
col weiterrepliziert werden!”!-1131 Auch andere Befunde
sprechen dafiir, daB die Initiation von Plasmid-DNA nicht
nach einem einheitlichen Mechanismus abzulaufen
scheint[98- 114}
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Wie die Isolierung und die genetische Charakterisierung
von temperatursensitiven DNA-Replikationsmutanten ge-
zeigt haben, sind an der Kettenverlingerung (Elongation)
von chromosomaler DNA in E. coli mindestens vier
Proteine beteiligt, deren biochemische Natur jedoch weit-
gehend unbekannt ist!! 21, Diese Mutanten zeigen bei 30°C
eine normale Synthese der chromosomalen DNA, wihrend
bei 40--43°C die Replikation dieser DNA eingestellt wird.
Biochemische Untersuchungen iiber die Replikation von
Plasmiden in derartigen Replikationsmutanten, bei denen
die Elongation defekt ist, haben gezeigt, daB dhnlich wie
beider Initiation auch bei der Elongation charakteristische
Unterschiede zwischen den verschiedenen Plasmiden auf-
treten!®8.122-124.127] Begonders interessant ist dabei die
unterschiedliche Abhéngigkeit der Plasmid-Replikation
von den verschiedenen DNA-Polymerasen von E. coli.

Seit der Isolierung ciner Mutante (Pol A), die praktisch
keine DNA-Polymerase-I-Aktivitdt (Kornberg-Polymera-
se) mehr besitzt und trotzdem normales Wachstum und
normale Synthese der chromosomalen DNA zeigt!!!7],
nimmt man an, daB die Polymerase I keine Rolle bei
der semikonservativen Replikation der chromosomalen
DNA in E. ¢oli spielt, sondern ein Reparaturenzym Hir
die DNA ist!! 18 Mittlerweile sind zwei weitere DNA-Poly-
merasen (IT und I11) nachgewiesen worden!!1®~ 1211 Kiirz-
lich konnten Gefter et al. zeigen, daB eine Klasse von
temperatursensitiven DNA-Replikationsmutanten (dna-E-
Mutanten) einc temperatursensitive DNA-Polymerase-111-
Aktivitit besitzt!' 2], Dieser Befund zeigt, daB} der Polyme-
rase 111 eine wescntliche Funktion bei der semikonservati-
ven DNA-Synthese zukommt. Dicses Enzym scheint auch
fir die semikonservative Replikation von Transferfaktoren
verantwortlich zu sein. Einige ex perimentelle Befunde spre-
chen allerdings dafiir, daB3 an der Replikation der bereits
erwihnten Plasmide, des colicinogenen Faktors E; und
der minicirculiren DNA von E. coli 15 die Polymerase
I beteiligt ist’!22~ 124 wiihrend Polymerase 111 nicht not-
wendig zu sein scheint. DNA-Polymerase II ist an der
Replikation von Plasmid-DNA in keinem der bisher unter-
suchten Systeme beteiligt!'2!2),

[A943,35]

Abb. i5. Replikation eines ringférmigen DNA-Molekiils nach Cairns.
Das Modell basicrt aul der Annahme, daf} dic Replikation immer an
derselben Stelle beginnt und in dieselbe Richtung verlduft (modifizicrt
nach [115}).

Fiir die semikonservative Replikation von ringférmiger
Plasmid-DNA sind zwei Modeclle vorgeschlagen worden:
das klassische .,Cairns-Modell* (Abb. 15)!!*3lund das ,,Rol-
ling-circle-Modell* (Abb. 16) 16,

Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen sind fiir
Col-E-DNA und fiir minicirculéire DNA von E. c¢oli 15
sowohl ,.Cairns-Strukturen” als auch ,Rolling-circle"-
Strukturen (ringformige DNA-Molekiile mit doppelstriin-
gigem linearem Schwanz) gefunden worden!®7-103-1041 oo
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Abb. 16. Replikation eines ringformigen DNA-Molekiils nach dem ,,Rol-
ling-circle-Modell“ von Gilbert und Dressler. Ein Strang der ringformigen,
doppelstringigen DNA wird geoffnet und das freie Ende an einer
Membranstelle fixiert. Der gebrochenc Strang wird kontinuierlich am
abrollenden intakten ringférmigen Strang herausgezogen und schrittweise
nachrepliziert (gestrichelte Linie). Bei i beginnt am herausgezogenen
Strang dic Initiation der Synthese des komplementiren Stranges. Line
Endonuclease (N = Nickase") trennt dic replizierende Struktur so, dal
nach RingschluB des linearen Teils zwei ringformige DNA-Molekiile
entstehen (nach [116]).

mit 1dBt sich nicht eindeutig entscheiden, welches der bei-
den Modelle fiir die Replikation von Plasmid-DNA zutrifft.
Moglicherweise konnen beide gleichzeitig vorkommen.

Die Replikationsweise der verschiedenen Plasmide zeigt
deutliche Unterschiede, wenn man das Verhalten der ein-
zelnen Kopien von Plasmid-DNA wihrend eines Zelltei-
lungscyclus verfolgt: Wenn eine Kopie Plasmid-DNA pro
Chromosom vorliegt, wird die Plasmid-DNA synchron
mit der chromosomalen DNA repliziert, d.h. wihrend
die chromosomale DNA einmal repliziert, findet auch ge-
nau eine Replikationsrunde der Plasmid-DNA statt. Bei
Plasmiden, dic in viclen Kopien pro Chromosom vorliegen
(z.B. Col E,;, mimcirculare DNA von E. coli 15, R-Faktor
NR | in P. mirabilis), wird zwar eine konstante Anzahl
von DNA-Kopien repliziert, dic einzelnen Kopien werden
aber statistisch ausgewihlt, d.h. wiihrend ciner Replika-
tionsrunde des Chromosoms werden einige K opien einmal,
andere zweimal oder mehrfach und eine entsprechende
Anzahl von Kopien iiberhaupt nicht repliziert!!25=127],
Diese statistische Selektion der zu replizierenden Kopien
deutet darauf hin, daB entweder weniger spezifische Repli-
kationsstellen an der Zellmembran als DNA-Kopien vor-
handen sind oder da fiir diesc Plasmide iiberhaupt keine
derartigen spezifischen Stellen in der Zelle existieren (siche
Abschnitt 8).

Die hier aufgefiihrten Befunde sprechen dafiir, daB3 die
DNA-Replikation von Plasmiden nicht nach einem einheit-
lichen'Schema abliuft, in dem alle Komponenten gleich
sind. Dies konnte zugleich ein Hinweis daflir sein, dal}
der Bakterienzelle mehr als nur ein einziger DNA-Replika-
tionsmechanismus moglich ist.
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12. Schlubetrachtung

Die Bakterien, allen voran das am besten untersuchte Ente-
robacterium Escherichia coli, verfiigen iiber ein reiches
Angebot an extrachromosomaler DNA, die ihnen auBer
den durch die chromosomale DNA determinierten bioche-
mischen Leistungen zusétzliche Fihigkeiten verleiht. Ob-
wohl diese genetischen Zusatzelemente als ,nicht-essen-
tiell“ bezeichnet werden, kdnnen sie der Zelle einen ent-
scheidenden Selektionsvorteil bieten. Dariiber hinaus soll
hier nochmals daran erinnert werden, daB} einige Plasmide,
vor allem die R-Faktoren, eine nicht zu unterschitzende
potentielle Gefahr fiir den Menschen bilden. Durch ihre
Fahigkeit, Antibiotika zu inaktivieren und diese Eigen-
schaft auch auf andere geeignete Bakterien zu iibertragen,
entstehen — begiinstigt durch die manchmal uniiberlegte
Anwendung von Antibiotika — immer mehr Antibiotika-re-
sistente Keime auch unter den humanpathogenen Bakteri-
en,die dann einer therapeutischen Behandlung durch Anti-
biotika nur noch duBerst schwer zuginglich sind. Die spezi-
fischen Eigenschaften dieser Plasmide, wie die leichte
Transferierbarkeit von Zelle zu Zelle und die Fahigkeit
zur Vergroferung der informativen Kapazitit durch Re-
kombination, machen sie zu variablen genetischen Syste-
men, die zur raschen Verbreitung von genetischer Informa-
tion geeignet sind.

Dariiber hinaus sind die Plasmide allgemein aufgrund ihrer
relativ geringen Grofe geeignete Objekte, um grundlegen-
de Fragen im Zusammenhang mit der Etablierung und
der Selbstduplizierung von genetischem Material in Bakte-
rien zu untersuchen. Noch vollig ungeklirt ist die Herkunft
dieser genetischen Elemente. Hier kann nur auf Spekulatio-
nen verwiesen werden!!2- 281 Unbekannt ist auch die Na-
tur der meisten Genprodukte, die von Plasmiden determi-
niert werden.

Mit Sicherheit wird die Untersuchung dieser DNA-Syste-
me auch in den kommenden Jahren unser Verstindnis
der genetischen und biochemischen Zusammenhinge in
Baktericn bereichern.

Die zitierten eigenen Arbeiten entstanden in Zusammenarbeit
mit Friulein H. Schrempf, Frau B. Royer-Pokora, Frau
W. Schroen und den Herren W. Schiess, J. Kreft und K.
Kapassakalis und wurden in dankenswerter Weise ron der
Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der
Chemischen Industrie unterstiitzt. Herrn Prof. Dr. F. Lingens
danke ich besonders fiir die finanzielle Unterstiitzung und
fiir das Interesse an dieser Arbeit,
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