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1. Horizontaler Gentransfer bei Prokaryonten

Seit etwa 3,5 Milliarden Jahren besiedeln Bakterien die Erde, und ihre derzeitige Diver-
sitét ist beeindruckend. Prokaryonten sind iiberall dort zu finden, wo physikalische und
chemische Bedingungen prinzipiell die Existenz von Leben erlauben, angefangen von
Habitaten mit idealen Bedingungen bis hin zu extremen 6kologischen Nischen beziig-
lich chemischer Zusammensetzung, pH-Wert, Temperatur und Druck. Viele Spezies
leben als Symbionten oder Parasiten und haben sich an das Leben in enger Gemein-
schaft mit anderen Organismen angepallt. Angesichts der Tatsache, daf sich Prokary-
onten von Art zu Art in ihrer GenomgroBe lediglich um etwas mehr als den Faktor zehn
unterscheiden, zeigen diese einzelligen Organismen unglaubliche Variationen beziiglich
ihrer metabolischen Fahigkeiten, zelluldren Strukturen und Lebensarten. Selbst inner-
halb einer taxonomischen Gruppe, die in ihrer Gesamtheit viele Gemeinsamkeiten
aufweist, was wiederum als Hinweis auf einen gemeinsamen Vorldufer gewertet werden
kann, verfiigt jede Spezies iiber physiologische Eigenschaften, die charakteristisch fiir
das Uberleben in ihrer 6kologischen Nische sind.

Fiir die Anpassung an verschiedene Lebensrdume und die daraus resultierenden Unter-
schiede zwischen bakteriellen Spezies sind verschiedene Mechanismen verantwortlich.
Punktmutationen, intragenische Rekombination und mobile genetische Elemente, die
zur Modifikation, Inaktivierung oder Verdnderung der Regulation existierender Gene
fithren, haben Anteil an der Divergenz und der Evolution von Organismen. Fiir die
Eroberung neuer Habitate scheint die Ansammlung solcher genetischer Verdnderungen
allein jedoch nicht ausreichend. Genomanalysen haben gezeigt, dall Escherichia coli
seit seiner getrennten Entwicklung von Salmonella enterica vor etwa 100 Millionen
Jahren ca. 1600 Kilobasen neuer Gene angesammelt hat (Lawrence und Ochman, 1998).
Ein solcher Zuwachs an neuer genetischer Information ist zwar durchaus quantitativ mit
der Akkumulation genetischer Variationen vereinbar, qualitativ jedoch sind die erwor-
benen Sequenzen allein durch diesen Mechanismus nicht erkldrbar (Lawrence und
Ochman, 1997). Der Austausch von Nukleotiden durch Mutation oder Umordnung
innerhalb eines Genoms fiihrt auf lingere Sicht zu Verdnderungen des Phinotyps, je-
doch nicht zum plétzlichen Erwerb grundlegend neuer Eigenschaften. Statt dessen gibt
es eindeutige Anzeichen dafiir, daB horizontaler Gentransfer - die Ubertagung von gene-
tischem Material zwischen Organismen, die nicht in einer Generationenfolge stehen -
eine entscheidende Rolle in der Evolution bakterieller Genome spielt.

Unter der Annahme, daf3 bakterielle Differenzierung und Spezialisierung von der erfolg-
reichen Besiedelung dkologischer Nischen abhingt, stellt ein Gewinn neuer, durch hori-

zontalen Transfer erworbener Gene zusammen mit der Verdnderung der genetischen
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Information durch Mutation und Selektion einen hocheffektiven Mechanismus zur

Adaptation an neue Umweltbedingungen dar.

1.1. Die Entdeckung des horizontalen Gentransfers

Bereits 1928 lieferte Fred Griffith den ersten Beweis fiir den Transfer von genetischem
Material durch die Ubertragung der Virulenz von smooth- auf rough-Stimme von
Streptococcus pneumoniae, zu einer Zeit, zu der die Natur des von ihm postulierten
"transformierenden Prinzips" noch génzlich unbekannt war (Griffith, 1928). Erst 16
Jahre spiter brachten weiterfithrende Versuche von O. T. Avery, C. M. MacLeod und
M. McCarthy die Erkenntnis, daf "eine Nukleinsdure vom Desoxyribosetyp die funda-
mentale Einheit des transformierenden Prinzips von Pneumococcus Typ III ist" (Avery
et al., 1944). J. Lederberg und E. L. Tatum gelang es 1946 erstmals, die Ubertragung
genetischer Information zwischen Bakterienzellen zu zeigen, indem sie durch Kokulti-
vierung zweier auxotropher E. coli-Stimme das Auftreten prototropher Bakterien nach-
wiesen (Lederberg und Tatum, 1946). 1952 schlieBlich entdeckten N. D. Zinder und J.
Lederberg beim Versuch, die bei E. coli gewonnenen Erkenntnisse auf Salmonella
typhimurium zu ubertragen, durch Zufall ein DNase-resistentes filtrierbares Agens, das
die Fahigkeit besitzt, genetische Information zwischen Bakterienzellen zu transferieren,
den Bakteriophagen P22 (Zinder und Lederberg, 1952).

Die enorme Bedeutung des lateralen Gentransfers wurde erstmals in den 50er Jahren
des letzten Jahrhunderts realisiert, als multiple Antibiotikaresistenzen als ein weltweit
zunehmendes Problem erkannt wurden. Die Geschwindigkeit, mit der bestimmte Bak-
terien Resistenzen gegen dasselbe Spektrum verschiedener Antibiotika entwickelten,
zeigte deutlich, dafl diese Eigenschaften zwischen taxonomischen Gruppen weiter-
gegeben wurden und nicht in jeder Linie de novo entstanden waren (Davies, 1996). Seit
ihrer Entdeckung haben diese DNA-Transfermechanismen, bekannt als Transformation,
Konjugation und Transduktion, entscheidenden Beitrag bei der Aufkldrung der moleku-
laren Abldufe der Vererbung geleistet und dienen heute als grundlegende Werkzeuge
der Gentechnik.

1.2. Mechanismen des horizontalen Gentransfers

Obwohl unser momentanes Wissen iiber die Diversitdt der Prokaryonten und deren
Interaktionen bei weitem nicht vollstidndig ist, gelang es, grundlegende Fragestellungen
beziiglich des horizontalen Transfers von genetischem Material in Laborversuchen wie
in verschiedenen natiirlichen Systemen aufzukldren. Erfolgreicher horizontaler Gen-
transfer zwischen Prokaryonten in der Natur ist von einer Vielzahl von Faktoren abhén-

gig. Die Fahigkeit einer Bakterienzelle, DNA zu {ibertragen bzw. aufzunehmen, Fakto-
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ren, die den Wirtsbereich des Transfers regulieren, die Verfiigbarkeit sowie die Be-
schaffenheit transferierter DNA und nicht zuletzt der Selektionsdruck, der auf eine
Rezipientenzelle wirkt, haben Einfluf} auf die Transfereffizienz.

Drei Mechanismen der Geniibertragung bei Bakterien sind beschrieben: Transforma-
tion, Konjugation und Transduktion. Aussagen iiber die Haufigkeit, mit der die horizon-
tale Ubertragung von genetischem Material in der Natur stattfindet, und dariiber, wel-
chen Anteil jeder einzelne Transfermechanismus dabei am gesamten Genaustausch hat,
sind jedoch momentan nur eingeschrankt moglich. Eines der Haupthindernisse stellt die
Tatsache dar, daB derzeit in den meisten Okosystemen wahrscheinlich ein Anteil von
weniger als einem Prozent der vorkommenden Bakterien mit den verfligbaren Techni-
ken kultivierbar sind (Amann et al., 1995) und sich somit der Untersuchung mit eta-

blierten Methoden entziehen.

1.2.1. Gentransfer durch Transformation

Transformation bezeichnet die aktive Aufnahme nackter DNA durch kompetente Emp-
fangerzellen und die stabile Integration ihrer genetischen Information. Die Fahigkeit,
DNA aus der Umwelt aufzunehmen, konnte bereits fiir mehr als 40 Bakterienspezies
nachgewiesen werden (Lorenz und Wackernagel, 1994; Paget und Simonet, 1994;
Williams et al., 1996; Palmen und Hellingwerf, 1997). Da bisher jedoch nur wenig iiber
die Voraussetzungen fiir eine natiirliche Kompetenzentwicklung bei Bakterien bekannt
ist, stellt diese Zahl sicherlich nur eine Zwischenbilanz dar. So konnte zum Beispiel fiir
die Spezies E. coli, bei der natiirliche Kompetenzentwicklung lange Zeit nicht nachzu-
weisen war, natiirliche Transformierbarkeit in Quellwasser gezeigt werden (Baur et al.,
1996). Weitere Hinweise darauf, daB Kompetenz in der Natur weitaus mehr verbreitet
ist als bisher angenommen, lieferten Untersuchungen sogenannter Mosaikgene augen-
blicklich als nichttransformierbar eingestufter Bakterien, die durch Rekombination mit
der DNA verwandter Spezies entstanden sind (Matic et al., 1996).

Studien zur Transformation unter laborexperimentellen Bedingungen mit langen expo-
nentiellen Wachstumsphasen, unlimitierter Nahrstoffzufuhr und selektiver klonaler Ver-
mehrung erlaubten die Kldrung grundlegender Fragestellungen iiber die Mechanismen
der Aufnahme freier DNA und deren Schicksal in der Rezipientenzelle (Lorenz und
Wackernagel, 1994). Riickschliisse auf Ausmafl und Bedeutung der Transformation in
der Natur lassen diese Untersuchungen jedoch nur eingeschriankt zu. Neuere Studien be-
fassen sich daher in weit grosserem Umfang mit der Aufklarung der Rolle der Transfor-
mation unter natiirlichen oder naturnahen Bedingungen, um diese Wissensliicke zu

schlieBen.
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1.2.2. Gentransfer durch Konjugation

Konjugation, die Ubertragung von genetischem Material durch direkten Zell-Zell-Kon-
takt, ist wohl derzeit der am besten untersuchte Mechanismus des horizontalen Gen-
transfers. Konjugation findet hdufig zwischen Bakterien statt, und Gene, die dabei tiber-
tragen werden, liegen in vielen Féllen auf selbstiibertragenden Plasmiden, die mit
Transfer- und Mobilisierungsgenen ausgestattet sind.

Nichtselbstiibertragende Plasmide, die einen Replikationsstartpunkt fiir den Transfer
(oriT) tragen, konnen durch konjugative Plasmide mobilisiert werden. Plasmide, die
weder Gene fiir den Transfer noch flir die Mobilisierung besitzen, fusionieren mit
selbstiibertragenden Vektoren und kdnnen nach dem Transfer ihre Selbstindigkeit durch
die Auflosung des Fusionsproduktes in der Rezipientenzelle zuriickerlangen. Eine spe-
zielle Form dieser Kointegratbildung stellt z. B. die Integration des F-Plasmids in das
Genom von E. coli unter Bildung sogenannter Hfr-Stimme dar (high frequency of re-
combination), die die Fahigkeit besitzen, chromosomale Gene auf eine Rezipientenzelle
zu iibertragen.

Konjugative Transposons, eine weitere Gruppe selbstiibertragender DNA, ermdglichen
ebenfalls die Mobilisierung von Plasmiden und die Bildung von Kointegraten (Salyers
et al., 1995). Eine Besonderheit dieser lateral tibertragbaren Elemente stellt die Tatsache
dar, daB ihre Transferrate in Anwesenheit von Agentien (wie zum Beispiel Antibiotika),
die eine positive Selektion ihrer Wirtszellen bewirken, erhoht wird. Viele Plasmide und
konjugative Transposons besitzen ein sehr weites Wirtsspektrum. So gehdren etwa zum
Wirtsbereich nichtkonjugativer mobilisierbarer Plasmide der Inkompatibilititsgruppe
IncQ nahezu alle bekannten Gram-negativen und eine Reihe von Gram-positiven Bakte-
rien, wie Streptomyceten, Actinomyceten, Synechococcus und Mycobacterien (Davison
et al., 1990). Transposons der Tn9/6- Familie besitzen die Fahigkeit, in iiber 50 Bak-
terienspezies aus 24 verschiedenen Genera zu replizieren (Clewell et al., 1995; Salyers
und Shoemaker, 1996). Sogenannte Shuttle-Plasmide konnen z. B. von E. coli auf Hefe
(Heinemann et al., 1989) oder von Agrobacterium auf Hefe und Pflanzen (Bundock und
Hooykaas, 1996) iibertragen werden. Retrotransfer, die Riickiibertragung eines Plasmids
von der Rezipientenzelle auf die urspriingliche Donorzelle durch Konjugation, wobei
zusétzlich DNA des Rezipienten ilibertragen wird, scheint ebenfalls am Genaustausch in
der Natur beteiligt zu sein (Ronchel et al., 2000).

1.2.3. Ubertragung genetischer Information durch Bakteriophagen

Transduktion bezeichnet den virusvermittelten Transfer von nichtviraler genetischer
Information von einer Donor- auf eine Rezipientenzelle. DNA der Wirtszelle wird dabei

in eine Hiille aus Virusproteinen verpackt und via Infektion in die Rezipientenzelle
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transferiert. Transduktion wird traditionell in zwei Klassen eingeteilt, die sich grundle-

gend in der Bildung transduzierender Partikel unterscheidet.

1.2.3.1. Spezielle Transduktion

Die Bezeichnung "spezielle Transduktion" hat ihren Ursprung in der Eigenheit des Coli-
phagen Lambda, des ersten untersuchten Vertreters der speziellen Transduzierer, nur
eine begrenzte Auswahl von Wirtsgenen zu iibertragen (Morse, 1954; Morse et al.,
1956). Der Phage Lambda gehdrt zur groen Familie der temperenten lambdoiden
Bakteriophagen, die sich durch eine gemeinsame Chromosomenorganisation und die
Moglichkeit des genetischen Austauschs zwischen ihren Mitgliedern auszeichnet
(Highton et al., 1990; Baker et al., 1991).

Der GroBteil dessen, was wir heute iiber spezielle Transduktion wissen, stammt aus
Untersuchungen von Lambda. Das derzeitige Verstdndnis der speziellen Transduktion
basiert auf Campbells Modell der Lambda-Lysogenie (Campbell, 1962). Demnach ist
die Aufnahme von Wirtsgenen in das Genom des Virus das Resultat zweier aufein-
anderfolgender Rekombinationsereignisse. Bei der lysogenen Vermehrung eines tempe-
renten Phagen erfolgt die Integration der zirkularisierten viralen DNA durch Rekombi-
nation zwischen den Anheftungsregionen (attachment sites) des Phagen (a#tP) und des
Bakterienchromosoms (a#/B). Bei der fiir diesen Schritt notwendigen Rekombinase
(Integrase) handelt es sich um ein phagenkodiertes sequenzspezifisches Protein. Diese
Integrase ist zudem, im Fall der lytischen Vermehrung, fiir die Exzision des Prophagen
notwendig, wobei die beiden attachment sites attP und at/B wiederhergestellt werden.
Als Substrat fiir die Verpackung dient iiblicherweise ein aus mehreren Kopien des
Phagengenoms bestehendes oligomeres DNA-Molekiil (Konkatemer), das iiber den
Mechanismus der "rolling-circle"-Replikation synthetisiert wird (Furth und Wickner,
1983). Ein Phagengenom, das von zwei cos sites (cohesive end site) eingerahmt ist,
wird von dem konkatemeren DNA-Molekiil abgeschnitten und mit Hilfe einer Batterie
von Proteinen, die teils von Lambda, teils von der Wirtszelle codiert werden, in
Viruspartikel verpackt. Da beim Schneiden des Konkatemers versetzte Schnitte inner-
halb der cos site gesetzt werden, ist das verpackte DNA-Molekiil linear mit kurzen
komplementiren einzelstringigen Enden (Hershey und Burgi, 1965). Nach der Injektion
der Phagen-DNA in eine Wirtszelle erfolgt der Ringschlul des Phagengenoms iiber
komplementire Basenpaarung, und Einzelstrangbriiche werden durch die DNA-Ligase
geschlossen (Gallert, 1967). Das zirkularisierte Phagen-DNA-Molekiil kann nun in das
Genom der infizierten Zelle integrieren.

Bei der Bildung von speziell transduzierenden Partikeln wird dagegen ein Segment des
Prophagen zusammen mit einem an die a#/B site angrenzenden Segment der Wirts-DNA

ausgeschnitten (abnorme Exzision) und repliziert. Unter der Voraussetzung, daf} ein




Einleitung

durch abnorme Exzision entstandenes DNA-Molekiil eine cos site besitzt und in seiner
GroBe in etwa einer Lambda-Verpackungseinheit von ca. 36 bis 51 Kilobasen (Weil et
al., 1972; Sternberg et al., 1979) entspricht, konnen Kopien dieses Molekiils in
Viruspartikel verpackt und durch Infektion in die ndchste Wirtszelle transferiert werden
(Feiss und Backer, 1983). Da Lambda immer zwischen den E. coli-Genen bio und gal
integriert und die GroBe des verpackten DNA-Molekiils limitiert ist, kann der Phage
auch nur diese Gene transduzieren. Gehen bei der falschen Exzision des Phagengenoms
essentielle Gene verloren, konnen deren Genprodukte im Falle einer lytischen Vermeh-
rung bei gleichzeitiger Infektion mit einem Wildtyp-Phagen, der auch als Helferphage
bezeichnet wird, zur Verfiigung gestellt werden. Auch cis-aktive Sequenzen, wie der
Replikationsstartpunkt oder die attachment site, konnen durch Rekombination des Pro-

phagen mit einem Helferphagen ersetzt werden (Weisberg, 1996).

1.2.3.2. Generelle Transduktion

Generelle Transduktion wurde erstmals beim Sa/monella-Phagen P22 (Zinder und
Lederberg, 1952), einem Verwandten von Lambda, und spéter beim Coliphagen P1
(Lennox, 1955) beschrieben. Im Gegensatz zu speziell transduzierenden Partikeln, die
ein Hybridmolekiil aus viraler und Wirts-DNA tragen, enthalten generell transduzieren-
de Partikel DNA, die ausschlieBlich von ihrer Wirtzelle stammt. Die Bezeichnung
"generelle Transduktion" leitet sich aus der Tatsache ab, daf3 iiber diesen Mechanismus
prinzipiell jeder beliebige Abschnitt des Wirtsgenoms ebenso wie Plasmide der
Wirtszelle verpackt und transferiert werden konnen.

Die Ursache fiir den Unterschied der durch spezielle oder generelle Transduktion
iibertragenen DNA liegt in der Natur der Mechanismen, die die Vertreter der beiden
Phagengruppen fiir die Verpackung ihrer Genome benutzen. Das Substrat hierfiir ist,
wie bei den meisten Doppelstrang-DNA-Phagen, ein konkatemeres DNA-Molekiil.
Wihrend jedoch bei speziellen Transduzierern wie Lambda die Linge eines Genoms
durch die Sequenz der cos sites begrenzt wird, erfolgt die Verpackung der Phagen-DNA
bei generell transduzierenden Phagen iiber den sogenannten headful -Verpackungsme-
chanismus (Steisinger et al., 1967). Der sequentiell in einer Richtung fortschreitende
Verpackungszyklus eines Konkatemers beginnt mit dem Schnitt einer spezifischen Se-
quenz, der sogenannten pac site. Die Menge an verpackter DNA wird dabei ausschlieB3-
lich durch die Kapazitit des Viruskapsids begrenzt. Da ein Kapsid flir gewohnlich eine
DNA-Menge aufnehmen kann, die etwas groBer ist als die eines Genoms, weisen die
verpackten Sequenzen eine terminale Redundanz von einigen Prozent auf. Nachdem der
erste DNA-Abschnitt vom Konkatemer abgetrennt wurde, beginnt die nichste Ver-
packungseinheit an dem von einer Terminase produzierten Ende und fiihrt damit zur

zirkuldren Permutation der Phagengenome innerhalb einer Population. Allgemein trans-
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duzierende Partikel entstehen immer dann, wenn bei der lytischen Vermehrung eines
Phagen anstelle der viralen DNA das Genom der Wirtszelle in die Phagenkdpfe einge-
schleust wird. Fiir den Salmonella-Phagen P22 wurde die Existenz von bis zu zehn
Sequenzen auf dem Wirtschromosom nachgewiesen, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur
pac site von P22 als Startpunkte der DNA-Verpackung dienen konnen (Schmieger,
1982; Vogel und Schmieger, 1986). Andere Bakterienviren, wie der E. coli-Phage P1,
zeigen dagegen keine ausgesprochene Priferenz filir bestimmte Sequenzen des Wirts-
genoms (Hanks et al., 1988). Da nach der Initiation der Verpackung keine weitere Uber-
priifung der Sequenz erfolgt, kommt es in diesem Fall zur sequentiellen Verpackung der
DNA der Wirtszelle. Nach der Freisetzung der Phagenpartikel kann die transduzierende
DNA in die nichste Wirtszelle injiziert werden. Ihr Schicksal unterscheidet sich jedoch
wesentlich von dem der durch spezielle Transduktion {libertragenen Sequenzen. Da sie
keine attachment site besitzt, muf} die so transferierte DNA durch Rekombination in das
Genom der Wirtszelle eingebaut werden. Andernfalls geht sie durch Degradation ver-
loren oder wird, als nichtreplizierbares DNA-Fragment, bei der Vermehrung der Rezipi-
entenzelle durch Zellteilung ausverdiinnt (abortive Transduktion) (Stocker, 1956).
Studien an P1 und P22 haben gezeigt, daB nur ein Anteil von ein bis zwei Prozent der
transduzierten Sequenzen stabil in die Rezipienten-DNA integriert wird (Masters,
1996).

1.3. Natiirliche Barrieren des horizontalen Gentransfers

Eine Reihe von Barrieren, die den Austausch von genetischem Material zwischen ent-
fernt verwandten Bakterien in der Natur einschrianken, sind bekannt. Dabei scheinen
Faktoren, die den Transfer und die Etablierung fremder DNA behindern, besonders effi-
zient zu sein (Heinemann, 1991). Zusitzlich spielen die Verfiigbarkeit der DNA, die
Kompetenz der Bakterienzellen, die Mdglichkeit der Expression aufgenommener Gene

und nicht zuletzt die Selektion eine entscheidende Rolle.

1.3.1. Verfiigbarkeit der DNA

Transformation kann in der Natur nur dann stattfinden, wenn die dafiir notwendigen
Voraussetzungen, freie DNA und kompetente Bakterienzellen, zur selben Zeit und am
selben Ort gegeben sind. Informationen iiber das Schicksal der freigesetzten DNA sind
momentan nahezu ausschlieBlich auf terrestrische Okosysteme begrenzt. In verschie-
denen Studien konnte gezeigt werden, dall Fragmente chromosomaler bakterieller DNA
im Boden mehrere Wochen iiberdauern (Recorbet et al., 1993, England et al., 1997).
Diese physikalische Stabilitdt kann jedoch nicht mit der biologischen Verfiigbarkeit von
DNA gleichgesetzt werden. Wie Mikrokosmos-Experimente gezeigt haben, bleibt iso-
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lierte DNA im Boden lediglich fiir einige Stunden via Transformation iibertragbar
(Nielsen et al., 1997a). Versuche mit Gesamtzellysaten zeigten, da3 die Anwesenheit
von Zellresten die Halbwertszeit nackter DNA im Boden wesentlich erhoht (Nielsen et
al., 2000a). Uberreste lysierter Zellen scheinen einen gewissen Schutz freigesetzter
Sequenzen vor enzymatischer Hydrolyse und irreversiblen Interaktionen mit verschie-
denen Bodenbestandteilen zu bieten. Mineralischen Oberfldchen kommt eine besondere
Bedeutung beim Gentransfer extrazelluldrer DNA im natiirlichen Milieu zu. Mineralad-
sorbierte DNA vermag aufgrund ihrer Resistenz gegen DNasen zu iiberdauern und steht
gleichzeitig fiir eine wirksame Aufnahme in Bakterienzellen zur Verfiigung (Lorenz
und Wackernagel, 1994). Eine ebenfalls nicht zu unterschéitzende Rolle spielt zudem die
natlirliche mikrobielle Zusammensetzung eines Habitats. Wie von Nielsen und Kollegen
(2000b) gezeigt werden konnte, bleibt die Transformationsaktivitit von Zellysaten in
sterilen Boden iiber einen Zeitraum von drei Tagen erhalten, wéahrend sie in nichtsteri-
len Boden bereits nach vier Stunden nicht mehr nachweisbar ist. Vergleichbare Resulta-
te lieferten Transformationsstudien in Wassersdulen und Sedimentmikrokosmen mit

marinen Vibrio-Stimmen (Paul et al., 1991a).

1.3.2. Aufnahme von Fremd-DNA in Bakterien

Fiir die erfolgreiche Aufnahme fremder DNA in Bakterienzellen werden drei Faktoren
als maflgeblich angesehen: die Abhdngigkeit des lateralen Gentransfers von (1) der
bakteriellen Kompetenz zur aktiven Aufnahme freier DNA durch Transformation, (2)
der aktiven Ubertragung genetischen Materials, bei Konjugation und Transduktion, und
(3) der Degradation aufgenommener DNA durch Restriktionsendonukleasen im Zyto-
plasma der Rezipientenzelle.

Die Aufnahme nackter DNA durch Transformation ist ein durch genetische und um-

weltbedingte Faktoren gesteuerter ProzeB. Sie bedarf einer physiologisch regulierten
Kompetenz, die im Normalfall transient ist (Solomon und Grossman, 1996). Eine Aus-
nahme von dieser Regel stellen z.B. Bakterien der Gattung Neisseria gonorrhoeae dar,
deren Kompetenz konstitutiv ist (Sparling, 1966). Kompetenz ist bei verschiedenen
Gram-positiven Bakterien durch Polypeptide geringer Masse (Kompetenzfaktoren) oder
bakterielle Pheromone induzierbar (Smith et al., 1981; Havarstein et al., 1995, Wirth et
al., 1996), wihrend sie bei Gram-negativen endogen reguliert, hdufig in der spiten
exponentiellen oder frithen stationdren Wachstumsphase auftritt (Lorenz und Wacker-
nagel, 1994; Paget und Simonet, 1994). Kompetenz konnte bisher nur bei einem Teil
der darauthin untersuchten Bakterien unter natiirlichen Wachstumsbedingungen nachge-
wiesen werden (Rochelle et al., 1988; Nielsen, et al., 1997b), und das Wissen {iber die
Regulation der Kompetenz durch Umweltfaktoren ist augenblicklich noch gering (Veal
et al., 1992; Frischer et al., 1996).
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Konjugativer Transfer ist abhdngig vom Zusammentreffen physiologisch aktiver Donor-
und Rezipientenzellen und wird daher durch eine hohe Dichte exponentiell wachsender

Zellen begiinstigt. Die molekularen Mechanismen des plasmidvermittelten Zell-Zell-

Kontakts und der Ubertragung von DNA wurden ausfiihrlich unter Laborbedingungen
untersucht (Frost et al., 1994; Dunny et al., 1995). Die derzeitigen Erkenntnisse iiber die
Auswirkungen biotischer und abiotischer Umweltfaktoren auf die Regulation dieses
Transfermechanismus sind dagegen gering.

Bakteriophagen injizieren das in ihnen enthaltene Erbgut nach irreversibler Anheftung

an die Wirtszelle, die eine Interaktion wirtsspezifischer Oberflichenstrukturen mit dem
Rezeptorsystem des Phagen zur Voraussetzung hat. In Phagenkopfe verpackte DNA ist
geschiitzt vor verschiedenen DNA-schddigenden Einfliissen chemischer, physikalischer
und biologischer Natur, wie Sduren, ionisierender Strahlung und Nukleasen. Im Gegen-
satz zu Bakterienzellen sind Phagen unempfindlich gegeniiber einer Reihe von Umwelt-
faktoren mit bakteriostatischer oder bakterizider Wirkung, wie Antibiotika, extremen
pH-Werten und Temperaturen sowie organischen Losungsmitteln und osmotischem
Schock. Bakterienviren iiberdauern daher hiufig lange Zeitraume unter ungiinstigen Be-
dingungen, ohne ihre Infektiositét einzubiiflen.

Generell geht man davon aus, dal Fremd-DNA, die in das Zytoplasma einer Bakterien-
zelle eindringt, schnell von Restriktionsendonukleasen abgebaut wird. Dieser Infek-
tionsschutz der Zellen ist jedoch bei weitem nicht vollstdndig, unabhéngig davon, iiber
welchen Mechanismus genetische Information in eine Rezipientenzelle eingeschleust
wird. Infektiose DNA, die das gleiche Modifikationsmuster aufweist wie die DNA der
Rezipientenzelle, wird von vornherein nicht als fremd identifiziert und daher nicht
enzymatisch abgebaut. DNA, die durch Transformation {iibertragen wird, ist einzel-
stringig und entgeht deshalb ebenfalls dem Abbau durch die meisten Restriktions-
systeme (Lorenz und Wackernagel, 1994). Konjugative Plasmide sind hdufig durch
Mutation und Selektion resistent gegen Restriktionsendonukleasen vom Typ I (Guiney,
1984) oder tragen mitunter sogenannte ard-Gene (alleviation of restriction of DNA), die
fiir Antirestriktionsproteine kodieren (Belogurov et al., 1985). Einen ebenfalls effekti-
ven Mechanismus stellt die Aufnahme groer DNA-Mengen durch verlidngerte Paarung
dar, die eine Absittigung in der Zelle vorhandener Restriktionsenzyme zur Folge hat
(Matic et al., 1995). Viele Bakteriophagen haben spezifische Mechanismen entwickelt,
um dem Restriktionssystem ihrer Wirtszelle zu entgehen. Die Eliminierung oder Mas-
kierung von Restriktionsschnittstellen sowie die Inaktivierung oder Modulation der
wirtseigenen Restriktions-Modifikations-Maschinerie schiitzen Phagen-DNA vor dem
Abbau (King und Murray, 1994). Doch selbst bei hoher Aktivitit der Restriktions-
endonukleasen bleiben statistisch nach Restriktion durch Enzyme mit einer Erkennungs-
sequenz, die lediglich vier Basenpaare umfafit, noch DNA-Fragmente von ca. 250

Basenpaaren, bei mehr Basenpaare umfassenden Restriktionsstellen entsprechend

10



Einleitung

grofere Fragmente erhalten, die in das Genom der Rezipientenzelle aufgenommen wer-

den konnen.

1.3.3. Etablierung von Fremd-DNA in Bakterien

Voraussetzung fiir den stabilen Erhalt heterologer DNA in einer Rezipientenzelle ist
deren Replizierbarkeit. Plasmide, die durch Konjugation {ibertragen werden, besitzen
einen eigenen Replikationsstartpunkt und daher die Fiahigkeit, autonom in der Zelle zu
replizieren. Andere transferierte DNA-Sequenzen dagegen konnen nur dann stabil in
einer Zelle etabliert werden, wenn sie in ein Replikon der Wirtszelle integrieren. Die er-
folgreiche Initiation der Integration in das Genom der Wirtszelle ist dabei mafgeblich
von der Sequenzhomologie der aufgenommenen DNA und der DNA des Rezipienten
abhingig. Die minimale Linge einer Homologiesequenz, die eine Rekombination ein-
leiten kann, ist speziesabhingig und umfalit etwa bei E. coli ca. 20 Basenpaare (Shen
und Huang, 1986). Nach der Initiation unterliegt die weitere Uberpriifung des Strang-
austauschs dem Fehlpaarungs-Reparatur-System der Wirtszelle. Wie Studien gezeigt
haben, bewirkt eine Inaktivierung dieses Systems durch Mutation einzelner mut-Gene
(Gene des Fehlpaarungs-Reparatur-Systems) eine Erhohung der Rekombinationsrate
zwischen E. coli und S. typhimurium um das Hundert- bis Tausendfache (Rayssiguier et
al., 1989). Von Bedeutung erscheint vor diesem Hintergrund die Tatsache, da3 es sich
bei ca. 0,1 - 1% aller Zellen in natiirlich vorkommenden Populationen von E. coli um
mut-Mutanten handelt (Matic et al., 1995). Solche Subpopulationen in natiirlichen
Bakteriengemeinschaften konnen, bedingt durch ihre erhdhte Bereitschaft zur illegi-
timen Rekombination, das Ausgangsmaterial fiir die Entstehung neuer Spezies darstel-
len. Des weiteren gibt es Hinweise darauf, dafl Bakterien unter ungiinstigen Lebensbe-
dingungen, wie zum Beispiel in der spiten stationdren Wachstumsphase, die Expression
der mut-Gene verringern, was ebenfalls die Erhdhung der Einbaurate transferierter
Fremd-DNA zur Folge hat (Feng et al., 1996; Harris et al., 1999).

Wihrend die Komponenten des Fehlpaarungs-Reparatur-Systems als potentielle Inhibi-
toren der interspezifischen Rekombination agieren, arbeitet das SOS-System als indu-
zierbarer positiver Regulator. Eine starke SOS-Induktion, die unter anderem bei der
Konjugation zwischen E. coli und S. typhimurium beobachtet wurde, stimuliert die
Rekombination in der Rezipientenzelle durch hohe Konzentrationen an RecA- und
RuvAB-Proteinen. Auch unter diesen Umstidnden kann ein Strangaustausch liber mehre-
re Basenfehlpaarungen sowie grofere Insertionen oder Deletionen hinweg stattfinden
(DasGupta und Radding, 1982; Bianchi und Radding, 1983).

11
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1.3.4. Expression und Selektion heterologer DNA in Bakterien

Die tatsdchlich in natiirlichen Bakterienpopulationen beobachtbare Rekombinationsfre-
quenz ist letztendlich das Resultat des auf die Wirtszelle wirkenden Selektionsdrucks.
Voraussetzung fiir die Selektion ist die Expression der Fremdgene in der Wirtszelle, die
ithrerseits der funktionellen Assoziation dieser Gene mit regulatorischen Sequenzen
bedarf. Im Gegensatz zu plasmidkodierten Genen, die als funktionelle Einheit von
Strukturgenen und Kontrollelementen {ibertragen werden, ist die Expression fremder
Gene, die in das Genom der Wirtszelle integrieren, vom Ort ihres Einbaus abhédngig.
Nur wenn diese Gene ein in der Rezipientenzelle funktionsfahiges Operon bilden oder
so integriert werden, daB sie Teil einer endogenen regulatorischen Einheit werden, fiihrt
der Transfer von Strukturgenen auch zur Bildung neuer Genprodukte. Eine weitere
Moglichkeit bietet die Wiederherstellung endogener Sequenzen, die durch Mutation
oder Deletion ihre Funktion verloren haben, durch Rekombination mit transferierten
Sequenzen. Zudem kann die Aufnahme fremder DNA auch Auswirkungen auf die
Expression wirtseigener Gene haben. Dies ist zum Beispiel dann der Fall, wenn kodie-
rende Sequenzen durch ein Integrationsereignis unterbrochen oder einer anderen
Kontrolle unterstellt werden. Rekombinationsereignisse, die zu einer Schidigung des
Rezipienten fiihren, gehen in der Population verloren und schmélern somit die beobach-
tete Transferfrequenz. Fiir die Selektion neutrale Ereignisse bleiben entweder erhalten
oder gehen durch genetische Drift verloren (Nelson et al., 1991; Nelson und Selander,
1992; Boyd et al., 1994). Haben die rekombinanten Bakterien jedoch einen Selektions-
vorteil, bleiben sie der Population in vollem Umfang erhalten. Selbst wenn der tatséchli-
che Anteil der erfolgreichen stabilen Ubertragung von genetischem Material zwischen
verschiedenen Spezies gering ist, kann dies durch positive Selektion einzelner trans-
gener Organismen zu weitreichenden Verdnderungen in der Zusammensetzung einer
Population fithren. Die Wahrscheinlichkeit einer Verdnderung des Genpools ist dabei
groBer, wenn diese Organismen neue Habitate besiedeln oder mit einem Wechsel der

Umweltbedingungen konfrontiert werden.

1.4. Horizontaler Gentransfer in der Umwelt

Fiir die Untersuchung des lateralen Gentransfers stehen heute eine Reihe verschiedens-
ter Methoden zur Verfiigung. Lange Zeit beruhten die meisten von ihnen auf der Suche
nach spezifischen genetischen Markern oder Phianotypen, wie zum Beispiel Genen fiir
Antibiotika- oder Schwermetallresistenzen oder fiir den Abbau seltener Kohlenstoff-
quellen. Eine solch selektive Betrachtung fiihrte zweifellos zu einer starken Unterschit-
zung der in der Natur stattfindenden Transferereignisse. Zudem wurden die untersuch-

ten Gene hédufig von selbstiibertragenden Plasmiden oder konjugativen Transposons
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kodiert, was eine einseitige Betrachtungsweise beziiglich des Anteils der verschiedenen
Mechanismen an der Geniibertragung zur Folge hatte. Vielversprechend erscheint vor
diesem Hintergrund der Einsatz neuer Methoden, wie der Transfer von GFP-Marker-
genen (griin fluoreszierendes Protein), sowie von Methoden, die auf der Untersuchung
von Nukleinsduren (DNA, RNA) basieren. Wie verschiedene Studien gezeigt haben,
ermdglichen diese Anwendungen unter anderem den Nachweis von Genaustausch-
ereignissen zwischen Mikroorganismen ohne Kultivierung der Rezipienten (Strétz et al.,
1996; Christensen et al., 1998; Dahlberg et al., 1998), was vor dem Hintergrund, daf3
wahrscheinlich ein Anteil von tiber 99 Prozent aller in der Natur vorkommenden Bak-
terien mit den heute géngigen Methoden nicht kultivierbar sind (Amann et al., 1995),
von entscheidender Bedeutung ist. Da Untersuchungen in der Natur technisch aufwen-
dig sind, werden Studien zum lateralen Gentransfer hdufig in Form von Mikrokosmos-
experimenten durchgefiihrt, wobei versucht wird, natiirliche Okosysteme z.B. beziiglich
Temperatur, pH-Wert, Feuchtigkeit, Kohlenstoff-, Nitrat- und Phosphatgehalt zu simu-
lieren. Trotz aller Anstrengungen bleiben kiinstliche Mikrokosmen nur eine Annéhe-
rung an die natiirlichen Gegebenheiten. Gerade im Bezug auf Gentransferexperimente
konnten deutliche Unterschiede hinsichtlich der Transferfrequenz bei der Betrachtung
natiirlicher mikrobieller Lebensgemeinschaften im Vergleich zu isolierten Untersuchun-
gen einzelner Bakterienspezies festgestellt werden (Top, et al., 1990; Stotzky et al.,
1991; Licht et al., 1999).

Unter Beriicksichtigung dieser Einschriankungen soll der ndchste Abschnitt einen kurzen
Einblick in den momentanen Wissensstand beziiglich des lateralen Transfers von gene-

tischem Material in der Natur geben.

1.4.1. Aquatische und terrestrische Okosysteme

Wasser und Boden sind zum iiberwiegenden Teil charakteristischerweise oligotroph, so
daBl Bakterien dieser Habitate fast stindig unter Néhrstoffmangelbedingungen leben
(van Veen et al., 1997). Weitreichende Studien beziiglich der Faktoren, die die Trans-
formation beeinflussen, wurden von Nielsen und Kollegen (1997a; 1997b) in Boden mit
unterschiedlicher Beschaffenheit an Acinetobacter calcoaceticus durchgefiihrt. Dabei
konnte gezeigt werden, daB die Kompetenz von Bakterien bei deren Uberfiihrung in
ndhrstoffarme Boden rapide abnimmt, wohingegen die Féhigkeit von Zellen, DNA auf-
zunehmen, durch eine Zufithrung von Nihrstoffen verlingert bzw. wieder induziert
werden kann. Ebenso fiihrt einen Erhohung der Phosphatkonzentration zu einer Steige-
rung der Transformationsfrequenz. EinfluB auf den Gentransfer hat zudem die Beschaf-
fenheit und die Zusammensetzung des Bodens. Untersuchungen hinsichtlich der Feuch-
tigkeit von Boden zeigten, dall bei einem Feuchtigkeitsgehalt von 35% die hochsten

Transformationsraten erzielt werden konnten.
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In aquatischen Systemen scheint besonders die starke Verdiinnung freier DNA ein
Transferhindernis darzustellen. Transformation wird hier durch die Bildung von Biofil-
men begiinstigt, wobei die rdumliche Néhe von Donor- und Rezipientenzellen die Auf-
nahme von DNA, die aktiv oder bei der Lyse von Zellen freigesetzt wird, erleichtert
(Baur et al., 1996; Williams et al., 1996). Transformation konnte zudem in nichtsterilen
marinen Wassersdulen (Paul et al., 1991) und marinen Sedimenten (Stewart und
Sinigalliano, 1991) nachgewiesen werden.

Ein erhohtes Nahrstoffangebot wirkt sich ebenfalls positiv auf die Effizienz der Gen-
iibertragung durch Konjugation aus. So fiihrte zum Beispiel die Diingung eines Feldes
zu einer mindestens zehnfachen Erhohung der Konjugationsrate bei Pseudomonas
putida (Gotz und Smalla, 1997). Ebenso wurde in Abwassersammelbecken von Klédran-
lagen mit hohem Gehalt an leicht assimilierbarem Kohlenstoff ein im Vergleich zu
natilirlichen aquatischen Systemen erhdhter Transfer von Antibiotikaresistenz-Plasmiden
sowie dem das Tetracyclin-Resistenzgen tragenden konjugativen Transposon Tn97/6
festgestellt (Marcinek et al., 1998). Wahrend E. coli im Meerwasser, das einen extrem
niedrigen Gehalt an assimilierbarem Kohlenstoff aufweist, nur unter Zugabe von Luria-
Bertani-Medium zur Konjugation fahig ist (Serensen et al., 1993), sind marine Vibrio-
Stimme selbst nach ldngeren Hungerperioden in der Lage, untereinander Plasmide zu
iibertragen (Goodman et al., 1993). Ein weiterer Nachweis dafiir, dal3 ein Transfer von
Plasmiden auch ohne Zufiihrung von Néhrstoffen stattfindet, konnte von Dahlberg und
Kollegen (1998) durch den Einsatz eines bei marinen Bakterien hiufig vorkommenden
Plasmids, das mit der DNA-Sequenz des griin fluoreszierenden Proteins markiert wur-
de, erbracht werden. Der Einflul der Umgebungstemperatur auf die Transferfrequenz
eines Quecksilber-Resistenzplasmids bei Pseudomonas aeruginosa auf FluBlsteinen
wurde von Bale und Kollegen (1987/1988) untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dafl die Frequenz der Gentransfers bei Erhohung der Wassertemperatur mit dekadi-
schem Logarithmus ansteigt. Gentransfer durch Konjugation in marinen Sedimenten
wurde in Mikrokosmosexperimenten durch die Ubertragung eines Plasmids von dem
fischpathogenen Bakterium Aeromonas salmonicida auf verschiedene fiir dieses Habitat
typische Bakterien nachgewiesen (Sandaa und Enger, 1994).

Friihe Arbeiten von Zeph und Kollegen (1988) belegen eindeutig die Ubertragung von
genetischem Material zwischen E. coli-Zellen via Transduktion durch den Phagen P1 in
sterilen und nichtsterilen Boden. Phagenvermittelter Transfer von chromosomalen und
plasmidkodierten Markern in Frischwasserbiotopen bei Pseudomonas aeruginosa wurde
in zahlreichen Studien der Gruppe um Miller (Saye et al., 1990; Ripp et al., 1994) nach-
gewiesen. Die Ubertragung eines Plasmids mit weitem Wirtsbereich durch einen mari-
nen Phagen auf verschiedene marine Bakterien wurde jiingst von Jiang und Paul (1998)

gezeigt. Mit Hilfe eines auf diesen Untersuchungen basierenden mathematischen Mo-
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dells ermittelten sie eine Zahl von ca. 1,3 x 10" Transduktionsereignissen in der Miin-

dung der Tampa Bay pro Jahr.

1.4.2. Rhizosphire Okosysteme

Die symbiotische Stickstoffixierung in Wurzelkndllchen, deren Bildung durch Bakteri-
en der Gattung Rhizobium bei Leguminosen und durch Actinomyceten bei einigen Ver-
tretern der Nicht-Leguminosen (Erle, Sanddorn, Olweide, u. a.) induziert wird, hat
groBBen Anteil an der globalen Fixierung von Stickstoff. Jéhrlich werden durch diesen
ProzeB3 ca. 50 Millionen Tonnen Stickstoff fiir das Pflanzenwachstum verfiigbar ge-
macht, wodurch Knollchenbakterien besonders fiir die Landwirtschaft von enormer
Bedeutung sind. Dieser Umstand hat sicherlich dazu beigetragen, da3 die Rhizosphére
ein heute in vieler Hinsicht gut untersuchtes System darstellt, welches auch weitreichen-
de Studien iiber den horizontalen Gentransfer bei Rhizobien mit einschlief3t.

Bei Rhizobium leguminosarum liegen alle Gene, die bei der Symbiose, der Stickstoff-
fixierung und der Wirtsspezifitidt eine Rolle spielen, auf einem selbstiibertragenden
Plasmid (Sym-Plasmid). Erste Hinweise fiir die Ubertragbarkeit dieses Sym-Plasmids
lieferten Kinkle und Kollegen (1991) durch die Entdeckung des Plasmidtransfers von
Sinirhizobium fredii auf R. leguminosarum. Wie Louvrier und Kollegen (1996) zeigen
konnten, sind identische Sym-Plasmide einerseits in natiirlichen Populationen von R.
leguminosarum mit unterschiedlichen chromosomalen Genotypen assoziiert, anderer-
seits tragen Stimme mit demselben chromosomalen Genotyp verschiedene Sym-Plas-
mide, was fiir einen Austausch von Plasmiden innerhalb dieses Bakterienstammes
spricht. Andere Bakterienspezies wie Maesorhizobium lothi tragen auf ihrem Chromo-
som sogenannte Symbiose-Inseln. Diese Inseln konnen auf andere, nicht symbiotische
Rhizobien iibertragen werden, wodurch diese die Fiahigkeit zur Induktion von Wurzel-
knollchen und zur wirtsspezifischen Symbiose erhalten (Sullivan et al., 1995). Mole-
kulargenetische Untersuchungen dieser Symbiose-Inseln haben gezeigt, dall diese durch
sequenzspezifische Rekombination in das Phenyl-tRNA-Gen der Wirtszelle integrieren
und zudem das Gen fiir eine Integrase vom Typ des Coliphagen P4 tragen (Sullivan und
Ronson, 1998). Durch welchen Mechanismus die Ubertragung dieser Sequenzen
erfolgt, konnte bisher jedoch nicht geklért werden.

Vergleichende Studien mit selbstiibertragenden Antibiotika- und Quecksilber-Resis-
tenzplasmiden in nichtsterilen Proben von Erde und Wurzelboden zeigten, daf} die
Frequenz des Gentransfers in Anwesenheit von Wurzeln deutlich erh6ht wird, was
wahrscheinlich durch intensiven Zell-Zell-Kontakt bei deren Besiedelung und die,
durch Ausscheidungen der Wurzeln, erhdhte metabolische Aktivitit der Bakterien her-

vorgerufen wird (Kinkle et al., 1991).
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In einer Serie von Freilandversuchen, bei denen ein genetisch markierter Stamm von
Pseudomonas fluorescens als Rezipientenstamm auf Zuckerriibenfelder ausgebracht
wurde, wurde die Ubertragung eines endogenen Quecksilberresistenz-Plasmids, welches
in der natiirlichen Bakterienpopulation dieses Habitats vorkommt, {iber einen Zeitraum
von zwei Jahren untersucht (Smith et al., 1998). Im Vergleich zu anderen Studien ist in
diesem Fall der Nachweis des Plasmidtransfers unabhéngig von der Kultivierbarkeit der
Donorzellen. Bei der Untersuchung von Wurzel- und Blattproben konnte der Plasmid-
transfer auf den Rezipientenstamm nachgewiesen werden. Erhohte Gentransferraten in
verschiedenen rhizosphidren Lebensgemeinschaften im Vergleich mit wurzellosen Erd-
proben wurden auch in anderen Studien belegt (Lilley und Bailey, 1997), was die

besondere Bedeutung der Rhizosphére fiir den horizontalen Gentransfer unterstreicht.

1.4.3. Phylloplane Okosysteme

Aufgrund der stindig wechselnden Temperatur, Feuchtigkeit und Strahlung scheinen
Blattoberfldachen auf den ersten Blick einen eher schwierigen Lebensraum fiir Bakterien
darzustellen. Bisher konnte jedoch bei mindestens zehn Bakterienarten, die die Blatt-
oberfliche besiedeln, die Ubertragung von Plasmiden via Konjugation mit hoher Effizi-
enz nachgewiesen werden (Lacy et al., 1984; Lilley et al., 1994; Bjorklof et al., 1995;
Normander et al., 1998). Dabei scheint die Bildung von Biofilmen auf Blattoberfldchen
ebenso wie ein hoher Feuchtigkeitsgehalt den Zell-Zell-Kontakt und damit die Konjuga-
tion zu erleichtern. In vergleichenden Studien konnte zudem gezeigt werden, dall Kon-
jugation auf der Blattoberfldche um das bis zu Dreifligfache effizienter ist, als Versuche
auf Polycarbonatfiltern unter gleichen Bedingungen erwarten lieBen. Transkonjuganten
scheinen sich um die hydrophilen Verbindungen zwischen den Epidermiszellen und in
den Spaltoffnungen zusammenzulagern und Ausscheidungen der Blattoberflache als
Energiequelle zu nutzen. Studien mit dem Bakteriophagen F116 brachten erste Hin-
weise auf den Gentransfer durch Transduktion bei Pseudomonas aeruginosa auf Blatt-
oberflachen. Durch die Simulation von Feldbedingungen, wie geringer Pflanzenabstand,
Wind und mechanische Bearbeitung, konnte gezeigt werden, dal3 Transduktion auch
dann stattfindet, wenn lysogene Donorstimme und potentielle Rezipienten auf verschie-
denen Pflanzen ausgebracht wurden (Kidambi et al., 1994). Fiir verschiedene typischer-
weise auf Blattoberflichen vorkommende Bakterien, wie Pseudomonas sp. und Erwinia
sp., ist die Fahigkeit zur aktiven Aufnahme freier DNA belegt. Direkte Untersuchungen
zur Ubertragung von genetischem Material durch Transformation auf der Oberfliiche
von Blittern liegen bisher nicht vor. Es kann jedoch angenommen werden, dal dieser

Mechanismus des Gentransfers auch hier von Bedeutung ist.
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1.4.4. Xenobiotisch kontaminierte Okosysteme

Die Forschung in diesem Bereich hat vor allem das Ziel, durch die Ausbringung
geeigneter degradativer Bakterienstimme Umweltverschmutzungen schonender und
kosteneffizienter zu beseitigen, als dies mit konventionellen Methoden moglich ist. Zu
diesem Zweck wurden Bakterienstimme isoliert, die die Fahigkeit besitzen, spezielle
Schadstoffe abzubauen. Wie Van der Meer und Kollegen (1992) zeigen konnten, liegen
die meisten dieser degradativen Gene auf Plasmiden mit weitem Wirtsbereich.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der Ubertragbarkeit dieser Plasmide
auf die in einem Biotop natiirlich vorkommende Bakterienpopulation bei der Ausbrin-
gung spezialisierter Stimme und den daraus resultierenden Folgen fiir die Umwelt.
Studien eines kontaminierten Flusses in Estland haben die Ausbreitung eines Plasmids,
das die Gene fiir den Phenolabbau tragt, vom Donorstamm Pseudomonas putida PaW85
auf endogene Bakterienstimme durch horizontalen Gentransfer belegt (Peters et al.,
1997). Urspriinglich wurde dieser plasmidtragende Stamm zur Bekdmpfung einer
schweren industriellen Kontamination des FluBwassers mit Phenol ausgebracht. Sechs
Jahre spéter konnte zwar der urspriingliche Stamm nicht mehr reisoliert werden, das fiir
den Phenolabbau kodierende Operon wurde jedoch in verschiedenen natiirlichen
Pseudomonas-Stimmen noch 22 Kilometer fluBabwirts der betroffenen Stelle gefun-
den. Obwohl keine Daten {iber das natiirliche Vorkommen dieser Gene im betroffenen
FluBbereich vor der Phenolkontamination vorliegen, scheint auf Grund der extremen
Seltenheit dieser Gene in natiirlichen Habitaten horizontaler Gentransfer und Selektion
die Ursache fiir deren Verbreitung zu sein.

Verschiedene Untersuchungen belegen die Ubertragung degradativer Gene auf die
natiirlichen Bakterienpopulationen in Habitaten, wie Kldrschlamm, Grundwasser, Bo-
den (NuBlein et al., 1992; Wyndham et al., 1994; Nakatsu et al., 1995; DiGiovanni et
al., 1996; Matheson et al., 1997). Uber die Auswirkungen einer Ausbreitung dieser neu-

en Stimme kann jedoch im Augenblick nur spekuliert werden.

1.4.5. Tierische Okosysteme

Unzihlige Studien der letzten Jahre beschiftigten sich mit der Untersuchung der Rolle
des konjugativen Gentransfers bei der Ubertragung von Genen zwischen Bakterien, die
symbiotisch oder parasitir in hoheren Organismen leben. Konjugativer Gentransfer
zwischen Prokaryonten konnte im Verdauungstrakt von Insekten (Hoffmann et al.,
1996; Watanabe und Sato, 1998), Saugetieren (Gruzza et al., 1993) und Vogeln
(Netherwood et al., 1999) nachgewiesen werden. Andere Studien weisen darauf hin, daf3
es im menschlichen Darm zum Austausch von Antibiotikaresistenz-Genen zwischen

verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterienspezies kommt (Gruzza et
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al., 1994; Nijsten et al., 1995; Scott et al., 1995). Auch Untersuchungen der Plasmid-
profile klinischer Isolate legen die Vermutung nahe, dal im Darm des Menschen Gen-
transfer stattfindet (Bratoeva und John, 1994; Balis et al., 1996). Nahezu identische
Sequenzen der auf konjugativen Transposons kodierten fefQ-Gene wurden bei
Bacteroides sp., einem Bewohner der menschlichen Darmflora, der entfernt verwandten
Spezies Prevotella ruminicola, einem Magen- und Darmbewohner von landwirtschaftli-
chen Nutztieren, und Prevotella intermedia, die aus dem Rachenraum von Menschen
isoliert wurden, festgestellt (Nikolich et al., 1994).

Ob der Konjugation bei der Aufkldarung der Epidemiologie von arzneimittelresistenten
Bakterien besondere Bedeutung zukommt oder ob die Rolle, die dieser Ubertragungs-
mechanismus dabei einnimmt, durch die geringe Anzahl an Studien, die sich mit Trans-
formation und Transduktion befassen, iiberschitzt wird, ist derzeit unklar. In Anbetracht
der Tatsachen stellt sich jedoch auf jeden Fall die Frage nach dem Zusammenhang des
Antibiotikaeinsatzes als Wachstumsforderer in der landwirtschaftlichen Tierzucht mit
dem zunehmenden Auftreten humanpathogener Bakterien mit multiplen Antibiotika-
resistenzen, unabhéngig davon, durch welchen der drei Mechanismen der Gentransfer
erfolgt. Ebenfalls von Bedeutung fiir die medizinisch relevante Mikrobiologie ist die
Tatsache, daB3 einige Bakteriophagen fiir Virulenzfaktoren kodieren, die in lysogenisier-
ten Zellen exprimiert werden (lysogene Konversion). Transduktion scheint fiir die
Ausbreitung des phagenkodierten Entziindungen hervorrufenden Exotoxins C in ver-
schiedenen phylogenetischen Entwicklungslinien von Streptococcus pyogenes verant-
wortlich zu sein (Kapur et al.,, 1992). Der Bakteriophage CTXphi kodiert fiir das
Choleratoxin von Vibrio cholerae (Lazar und Waldor, 1998). Phagen, die fiir das Shiga-
Toxin kodieren, sind in die pathogene Wirkung des E. coli O157:H7-Stammes invol-
viert (Schmidt et al., 1999).

2. Das Problem des Nachweises generell transduzierender Bakteriophagen in

natiirlichen Habitaten

Bedingt durch den Einsatz traditioneller Methoden sind derzeit nur wenige Vertreter
generell transduzierender Bakteriophagen bekannt, bei deren Wirten es sich um gut
etablierte Laborstimme handelt. Dies hatte unter anderem zur Folge, da3 der Anteil der
phagenvermittelten Ubertragung genetischen Materials am horizontalen Gentransfer in
der Natur hdufig als zu vernachldssigender Faktor beurteilt und die Bedeutung der
Transduktion, verglichen mit den gut untersuchten Mechanismen der Konjugation und
Transduktion, als gering eingeschitzt wird. Ein Uberblick iiber die Defizite traditionel-
ler Methoden soll im folgenden die Notwendigkeit eines neuen molekularbiologischen

Ansatzes zum Nachweis generell transduzierender Bakteriophagen verdeutlichen.
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(1) Der traditionelle Nachweis eines Bakteriophagen durch die Lyse seiner Wirtszelle
sowie seine zur weiteren Charakterisierung notwendigen Vermehrung ist abhéngig von
der Verfiigbarkeit eines sensitiven Wirtsstammes (Indikator). Die Infektiositit von
Bakterienviren ist in hohem MalBle wirtsspezifisch, wobei der Wirtsbereich primér durch
definierte molekulare Interaktionen zwischen dem Phagen und der Oberfliche der
Wirtszelle determiniert wird. Da derzeit wahrscheinlich weniger als 1% aller Bakterien
eines Biotops unter Laborbedingungen kultivierbar sind (Amann et al., 1995), ist jede
Untersuchung einer Umweltprobe auf das Vorhandensein von Phagen von vornherein
der Selektion durch die Auswahl der zur Verfligung stehenden Indikatorstimme unter-
worfen. Die Zahl verfiigbarer Indikatoren wird zudem dadurch eingeschrinkt, daf3 Bak-
terienzellen hiufig iiber Mechanismen verfiigen, die eine erfolgreiche Phageninfektion
verhindern. Eine Verdnderung der Phagenrezeptoren auf der Zelloberfldche, hervorge-
rufen durch Mutation (Lindqvist, 1998), lysogene Konversion (Uetake et al., 1972) oder
den Erwerb bestimmter Plasmide (Olsen et al., 1974) konnen die erfolgreiche Infektion
und damit den Nachweis eines bestimmten Phagen verhindern.

Beobachtet wurde auch die Inaktivierung eingedrungener Fremd-DNA durch die Wir-
kung der Restriktions-Modifikations-Systeme (Meselson et al., 1972) sowie der "Selbst-
mord" infizierter Zellen (abortive Infektion) bei Stimmen, die Prophagen, colicinogene
Plasmide (Fields, 1969) oder den F-Faktor (Condit, 1975) tragen. Zellen, die einen Pro-
phagen tragen, sind generell vor der Infektion mit einem superinfizierenden Phagen
geschiitzt, der in seiner Repressor-Operator-Spezifitdit dem lysogenen Phagen gleicht
(homoimmuner Phage) (Botstein et al., 1975). Wie etwa Untersuchungen von Naturiso-
laten von Salmonella gezeigt haben, sind solche lysogenen Zellen in der Natur weit ver-
breitet und konnen mehrere heteroimmune Prophagen tragen (Schicklmaier und
Schmieger, 1995). Zudem ist der Erfolg einer Phageninfektion von experimentellen Be-
dingungen wie Temperatur, pH-Wert, lonenstirke und Zusammensetzung verwendeter
Wachstumsmedien, organischen oder anorganischen Kofaktoren fiir die Phagen-Wirts-
Interaktion und nicht zuletzt vom Wachstumszustand der Wirtszellen abhédngig. All
diese Einschrinkungen fiihren dazu, daB selbst unter enormem experimentellen Auf-
wand lediglich ein Bruchteil der in einer Umweltprobe mutmaBlich vorhandenen Pha-

gen detektiert werden konnen.

(2) Traditionelle Methoden zum Nachweis der Fahigkeit eines Bakteriophagen, generell
zu transduzieren, basieren auf der Selektion stabiler Transduktanten, Rezipientenzellen
also, die infolge der Ubertragung eines definierten genetischen Markers einen rekombi-
nanten Phédnotyp aufweisen (Abbildung 1). Transduktionsstudien erfordern daher zu-
sitzliche Empfanger- und Spenderstimme, die fiir den zu priifenden Phagen sensitiv
sind und sich in selektierbaren Markern unterscheiden. Der Nachweis, daf3 ein Phage

die Fahigkeit zur allgemeinen Transduktion besitzt, stellt jedoch auch hiufig dann ein
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Problem dar, wenn, wie etwa im Fall von Sal/monella, gut charakterisierte Vermeh-
rungsstimme und Mutantensammlungen zur Verfiigung stehen. Der Erfolg einer Trans-
duktionsstudie mit chromosomalen Markern ist dabei maBgeblich von den durch die
Wahl der Spender- und Empféngerstimme determinierten Markergenen abhéngig.
Studien mit dem Phagen P22 zeigten eindeutige Unterschiede in der Transduktions-
frequenz verschiedener chromosomaler Marker auf dem Chromosom von Salmonella.
Diese Unterschiede resultieren aus dem Abstand der Markergene zu den als Ver-
packungssignale dienenden pac-dhnlichen Sequenzen (Schmieger, 1982). Die Héufig-
keit, mit der ein bestimmtes Gen iibertragen wird, ist abhingig von der Anzahl pac-
dhnlicher Sequenzen und deren Verteilung auf dem Chromosom der Wirtszelle. Zudem
wirkt sich die DNA-Menge, die ein Phagenpartikel aufnehmen kann, sowie die Zahl
sequentiell aufeinanderfolgender Verpackungsereignisse, die an einer pac-dhnlichen
Sequenz starten, auf die Ubertragungseffizienz aus. Markergene, die auf dem bak-
teriellen Chromosom weit entfernt von einer pac-dhnlichen Sequenz liegen, werden nur
selten verpackt, so dafl ein Transduktionsereignis nur mit grolem experimentellen
Aufwand nachweisbar ist und daher unter Umstinden unerkannt bleibt. Der
iiberwiegende Anteil generell transduzierter DNA-Stiicke, die in eine Wirtszelle
injiziert werden, werden nicht in das Chromosom integriert, sondern verbleiben als
nichtreplizierende DNA-Fragmente in der Zelle (abortive Transduktion) (Benson und
Roth, 1997). Auf diesen Fragmenten liegende Gene kdnnen zwar exprimiert werden,
werden jedoch aufgrund ihrer Nichtreplizierbarkeit bei der Zellteilung nur an eine
Tochterzelle weitergegeben. Die Verteilung der Genprodukte auf beide Tochterzellen
ermOglicht zwar auch der "genlosen" Zelle ein voriibergehendes Wachstum auf selek-
tivem Medium, dadurch entstehende Mikrokolonien sind jedoch haufig schwer zu
erkennen und entgehen meist dem Nachweis. Vermindert wird die Zahl nachweisbarer
Transduktionsereignisse zudem durch Nichtexpression iibertragener Markergene sowie
die Lyse von Transduktanten durch gleichzeitige oder nachfolgende Infektion mit intak-
ten Phagen des transduzierenden Lysats.

In der Summe fiihrt dies dazu, dall ein Grofiteil der erfolgten Geniibertragungen dem
Nachweis entgeht. Es ist daher anzunehmen, daf3 die tatsdchliche Frequenz, mit der ein
untersuchter Phage eine bestimmte DNA-Sequenz seiner propagierenden Zelle verpackt
und auf eine Rezipientenzelle iibertrdgt, weit {iber der experimentell ermittelbaren
Transduktionsfrequenz fiir diesen bestimmten Marker liegt. Erfolglose Transduktions-
experimente sind damit kein eindeutiger Beweis fiir die Unfdhigkeit eines getesteten
Bakteriophagen, generell zu transduzieren. Es liegt auf der Hand, da3 die Suche nach
generell transduzierenden Bakteriophagen in natiirlichen Habitaten unter dem Einsatz

traditioneller Methoden praktisch unméglich ist.
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Infektion der B-Zellkultur.

[ ]

A

Freigesetzte Phagen und

transduzierende Partikel.

B*-Zellen

wachsen.

B™-Zellen

wachsen nicht.

Diese B'-Zellen kénnen

auf dem Selektivmedium Bakteriophagen werden mit

wachsen. B'-Zellen gemischt und

injizieren ihre DNA.

Bei ca. 2% dieser Zellen,
wird das B'- durch das B*- d B’ ] p
Gen ersetzt.

Ca. eine von 1500 B-
Zellen erhilt das B-Gen.

Abb. 1: Uberblick iiber den Nachweis der Transduktion mit traditionellen Methoden.

Dargestellt ist die Herstellung eines Phagenlysats auf einem prototrophen Wirtsstamm und dessen Einsatz
zur Transduktion des Markergens B* auf einen B-Rezipienten. Alle Zahlenangaben beziehen sich auf das
P1-E. coli-System (nach Masters, 1996).

Zur Erweiterung des Wissens iiber die Verbreitung dieser Gruppe von Bakterienviren in
der Natur und den Anteil genereller Transduktion am horizontalen Gentransfer scheint
es daher notwendig, Nachweissysteme zu etablieren, die im Gegensatz zu traditionellen
Methoden unabhingig von Indikatorstimmen fiir Nachweis und Vermehrung sowie von

Mutantensammlungen fiir Transduktionsexperimente ist.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Neben seiner Bedeutung fiir die Evolution der Prokaryonten hat vor allem die Risikoab-
schidtzung bei der Freisetzung gentechnisch veridnderter Mikroorganismen in die Um-
welt zu einem gesteigerten Interesse an Mechanismen und Auswirkungen des horizon-
talen Gentransfers in der Natur gefiihrt. Der bei weitem iiberwiegende Anteil bisher
durchgefiihrter Studien auf diesem Gebiet konzentrierte sich dabei auf die Ubertragung
von genetischem Material durch Konjugation und Transformation. Transduktion, der
phagenvermittelte Transfer von DNA, wurde dagegen weitgehend vernachléssigt. Einen
Hinweis darauf, mit welcher Haufigkeit transduzierende Phagen in natiirlichen Bakte-
rienstimmen vorkommen konnen, lieferten Studien an Naturisolaten des S. typhimu-
rium-Komplexes. Von 85 Isolaten setzten 65 (76,5%) 71 verschiedene temperente Pha-
gen frei, und 43 (93,5%) von 46 getesteten Phagen dieser Kollektion besallen die Fahig-
keit generell zu transduzieren (Schicklmaier und Schmieger, 1995). Untersuchungen
dieser Art unterliegen jedoch letztlich der Einschrankung, da8 der Nachweis freigesetz-
ter Phagen aus lysogenen Bakterienstimmen eines sensitiven Indikatorstammes bedarf
und eine Transduktion genetischer Marker nur mit Hilfe mutanter Rezipientenstimme
nachweisbar ist. Vor diesem Hintergrund wird offensichtlich, da3 dhnliche Studien mit
weniger gut etablierten und charakterisierten Bakterienstimmen, als S. typhimurium und
deren Mutantenkollektionen es sind, erfolglos bleiben. Studien zur Aufklérung des An-
teils der Transduktion am horizontalen Gentransfers sind zudem von vornherein auf den
geringen Anteil an Bakterienspezies beschrinkt, die derzeit unter Laborbedingungen
kultivierbar sind. Verglichen mit den Kenntnissen, die man heute iiber Konjugation und
Transformation hat, besteht ein erhebliches Wissensdefizit hinsichtlich der phagenver-
mittelten Geniibertragung, obwohl dieser Mechanismus des DNA-Transfers in vieler
Hinsicht besonders leistungsfihig erscheint. Phagen sind hiufig immun gegen Agenzien
mit bakteriostatischer oder bakteriozider Wirkung. Die Verpackung transportierter DNA
in Phagenkopfe bietet Schutz vor biologischer Inaktivierung und Abbau durch chemi-
sche und biologische Einfliisse. Und jeder Kontakt eines biologisch aktiven Phagen-
partikels mit einer potentiellen Wirtszelle fiihrt zur Injektion der transportierten DNA,
wihrend konjugativer Gentransfer, ebenso wie die Aufnahme nackter DNA im betricht-
lichem MaB3 vom physiologischen Zustand der beteiligten Zellen abhédngig ist.

Vor diesem Hintergrund war es das Hauptziel der vorliegenden Arbeit, eine molekular-
genetische Methode zu etablieren und auf ihre Anwendbarkeit zur Untersuchung von
Umweltproben zu tberpriifen, die es ermdglicht, transduzierende Phagenpartikel in
natilirlichen Habitaten ohne die Einschridnkungen bisher eingesetzter Methoden durch
die notwendige Verfiigbarkeit potentieller Wirtszellen und definierter Mutanten-

kollektionen fiir Phagenvermehrung und Transduktionsexperiment nachzuweisen.
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Die Entwicklung der letzten Jahrzehnte auf dem Gebiet der Molekularbiologie erdftnet
ungeahnte Einsatzmoglichkeiten dieser Techniken zum Vorteil von Mensch und Natur.
Insbesondere die Freisetzung gentechnisch verdnderter Organismen in die Umwelt
konnte jedoch ein heute unvorhersehbares Risikopotential darstellen und ist daher
Gegenstand kontroverser Debatten iiber die Sicherheitsbestimmungen in bezug auf den
Umgang und Einsatz genmanipulierter Organismen. Die Gefahr der Beeinflussung des
Okologischen Gleichgewichts natiirlicher mikrobieller Lebensgemeinschaften durch
Veridnderungen ihrer genetischen Ausstattung auf dem Weg der horizontalen Ubertra-
gung rekombinanter DNA kénnte eine groBere Gefahr fiir die Integritit eines Okosy-
stems darstellen als die freigesetzten Organismen selbst. Aufgrund der intensiven
Beschéftigung mit Konjugation und Transduktion ist heute sehr viel iiber deren Bedeu-
tung fiir den Genaustausch in der Natur, das betroffene Organismenspektrum und die
Randbedingungen bekannt. Die erlangten Erkenntnisse fanden Berticksichtigung bei der
Konstruktion von Sicherheitsstimmen und -vektoren. An Sicherheitsvektoren wird die
Forderung gestellt, da3 sie weder selbstiibertragbar noch durch andere Plasmide mobili-
sierbar sind. Das Potential der generellen Transduktion bleibt dabei jedoch unberiick-
sichtigt. Ein Ansatz, die Transduktion von Plasmiden zu unterbinden, konnte darin lie-
gen, die Verpackung von Vektoren in Phagenkdpfe zu verhindern. Die Féahigkeit eines
generell transduzierenden Phagen, bakterielle DNA zu verpacken, ist eine Folge der
fehlerhaften DNA-Erkennung beim Verpackungsvorgang. Unabdingbare Voraussetzung
fiir die Verpackung jeglicher DNA in einen Phagenpartikel ist ein Erkennungssignal fiir
die Terminase, die sogenannte pac site (Schmieger, 1984). Es stellt sich daher die
Frage, ob alle oder ein Teil der transduzierenden Phagen einer Bakteriengruppe die glei-
che Terminase mit identischer pac site-Erkennung benutzen. Dies wiirde die Moglich-
keit eréffnen, durch die Eliminierung pac-dhnlicher Sequenzen Sicherheitsvektoren fiir
eine Bakteriengattung oder -spezies zu konstruieren. Durch die Charakterisierung dreier
bisher unbekannter Salmonella-Phagen, 7D, PS79 und A12, mittels mikrobiologischer
und molekularbiologischer Methoden sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu
bereits beschriebenen allgemein transduzierenden Bakteriophagen aufgezeigt werden,
um weitere Informationen iiber den Mechanismus der generellen Transduktion zu
erhalten. Obwohl sich diese Studien ausschlieBlich mit der Situation bei Sa/monella und
thren Phagen beschiftigen, darf angenommen werden, da3 die gewonnenen Erkennt-
nisse als exemplarisch, zumindest auch fiir die gentechnisch weitaus bedeutendere

Spezies Escherichia coli, gewertet werden konnen.
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Material und Methoden

1. Material

1.1. Bakterienstimme

Art Stamm Genotyp Referenz
Wildt; h .
C P ome Bertani et al. (1953)
Restriktionssysteme
recAl, endAl, gyrA96,
hsdR17, reldl, thi Yanisch-Perron et al.
IM109 supE44,4(lac proAB), F'
T (1985)
Escherichia (traD36, proAB™, lacl’,
. lacZAM15)
coli -
[lacl’ Tn10(Tet')] mcrA A
(mrr-hsdRMS-mcrBC) @
TOP10F" 80lacZ A M15 A lacX74 recAl Invitr'ogen,
deoR araD139 (ara-leu)7697 Groningen, NL
galU galK rpsL (Str') endAl
nupG
prototropher Wildtyp von LT2,
DB21 enthilt den kryptischen Laborkollektion
Prophagen Felsl
. Wildtyp, lysogen flir P22 .
DB21(P22 L kollek
(P22sic) (sied, sieB, ts12.1,152.1) aborkollektion
DB21(7D) Wildtyp, lysogen fiir 7D diese Arbeit
DB21, enthélt das T . .
DB21::Tnj5 enthatl Gas Transposon diese Arbeit
Tn5
DB21, enthilt das T . .
DB21::Tnl0 cnthall das Transposon diese Arbeit
Tnl0
. hisAB22, 1 flir P22- .
Salmonella HisHB22(H1) . ysogen it Laborkollektion
Wildtyp
enterica serov. . trpBS (sied’, sieB, .
. . TYRSE(sie) pB8 (sied, sie Laborkollektion
typhlmurlum ts12.1,ts2.1)
(Salmonella metA22, metE551, trpD2, leu,
] . LB5000 iv452,r7myr’, rsamsa’, sy Bullas et al. (1983)
typhimurium) N
msp
LB5000trp” LB5000, trp* diese Arbeit
LB5000(PS79) LB5000, lysogen fiir PS79 diese Arbeit
metA22, metE551, trpD2, leu,
LB5010 iv452,r rmyr’, rsimsy’, sy Bullas et al. (1983)
msz", galEP]
Sanderson und Roth
TA3092 zel 608::Tn10
(1983)
Sanderson und Roth
TT8038 zip'1040::Tn5
(1983)
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1.2. Bakteriophagen
Bakteriophage Genotyp Referenz
7D Wildtyp Laborkollektion
Al2 Wildtyp Laborkollektion
ES18 ¢ Kuo et al. (1970)
Lambda Wildtyp Lwoff (1953)
Mu Wildtyp Taylor (1963)
P1 Wildtyp Bertani (1951)
) Zinder und Lederberg
P22 HS c2’, Klarplaquemutante von P22
(1952)
PS79 Wildtyp Laborkollektion
1.3. Vektoren
Vektor Grofle Selektionsmarker Referenz
pBR322 4,4 kb Amp~, Tet® Bolivar et al. (1977)
pBR325 6,1 kb Amp~, Tet®, CmI® Bolivar et al. (1977)
pCR2.1-TOPO 3,9 kb Amp® Invitrogen, Groningen, NL
pET32b 5,9 kb Amp"® Novagen
pHapC 4,3 kb Amp" Laborkollektion
pIC19H 2,7kb Amp"® Marsh et al. (1984)
pICI9R 2,7 kb Amp® Marsh et al. (1984)
pIC20H 2,7 kb Amp" Marsh et al. (1984)
pIC20R 2,7 kb Amp"® Marsh et al. (1984)

1.4. In dieser Arbeit entstandene und verwendete Plasmide

1.4.1. Plasmide mit aus Phagenpartikeln isolierter 16S rDNA im Vektor pCR2.1

Bezeichnung (Accession Nr.)

Grofite Homologie zur Datenbanksequenz (Accession Nr.)

pBio I uz K1 (AF324532)

Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)

pBio Iuz K2 Aeromonas media (X60410)

pBio I uz K3 Aeromonas media (X60410)

pBio Tuz K4 Arcobacter cryaerophilus (L14624)
pBio I uz K5 Aeromonas media (X60410)

pBio I uz K6 Arcobacter cryaerophilus (U34387)
pBio Tuz K8 Pseudomonas sp. (AB013253)

pBio I uz K9 Arcobacter cryaerophilus (L14624)
pBio I uz K30 (AF324530) Aeromonas veronii Stamm B1 (AF099024)
pBio Tuz K32 (AF324537) Acinetobacter johnsonii (X81663)
pBio I uz K33 (AF324531) Aeromnas allosaccharophila (S39232)
pBio I uz K34 (AF324539) Arcobacter cryaerophilus (U34387)
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Bezeichnung (Accession Nr.)

Grofite Homologie zur Datenbanksequenz (Accession Nr.)

pBio I uz K38 (AF324538)

Acinetobacter johnsonii (X81663)

pBio I uz K39 (AF324533)

Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)

pBio I uz K40 (AF324534)

Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)

pBio I uz K41 (AF324535)

Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)

pBio I uz K43 (AF324536)

Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)

pBio Is K2 Sphingobacterium multivorum (AB020205)

pBio I s K3 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
pBio Is K4 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio I s K5 Haemophilus piscium (AJ009860)

pBio I s K9 Pseudomonas sp. (AB013253)

pBio Is K10 Pseudomonas sp. (AB013253)

pBio Is K11 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio Is K14 Leminorella grimotii (AJ233421)

pBio Is K15 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio Is K17 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
pBio Is K19 Haemophilus piscium (AJ009860)

pBio I s K20 Pseudomonas sp. (AB013253)

pBio I s K22 Haemophilus piscium (AJ009860)

pBio Is K23 Stenotrophomonas maltophilia ((AJ293463)

pBio I s K24 Haemophilus piscium (AJ009860)

pBio Is K27 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio Is K3 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
pBio I s K4 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio Is K5 Haemophilus piscium (AJ009860)

pBio Is K9 Pseudomonas sp. (AB013253)

pBio ITuz K1 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 11 uz K2 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 11 uz K3 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 11 uz K4 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 11 uz K5 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio ITuz K11 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio T uz K17 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il uz K24 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio ITuz K31 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 11 uz K32 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 11 uz K33 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 1T uz K34 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il uz K35 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio I uz K37 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio lTuz K 38 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il uz K 39 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il uz K 45 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio lTuz K 48 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio 1 uz K 49

Polynucleobacter necessarius (X93019)
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Bezeichnung (Accession Nr.)

Grofite Homologie zur Datenbanksequenz (Accession Nr.)

pBio Il uz K 50

Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il s K1 Dehalospirillum multivorans (X82931)

pBio I s K2 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio I s K3 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il s K5 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio I s K6 Herbaspirillum sp. (AJ012069)

pBio II s K7 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio II s K10 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pBio Il s K11 Acinetobacter johnsonii (X81663)

pBio I s K12 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il s K14 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio Il s K15 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio II s K18 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio II s K19 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio II s K23 Polynucleobacter necessarius (X93019)

pBio I s K24 Polynucleobacter necessarius (X93019)

PAW 1 K2 Sphingomonas parapaucimobilis (D84525)

pAW 1 K3 Bakterium der CDC Gruppe IVc-2 str. JHH 1448 (AF067657)
pAW 1 K4 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
pPAW 1 K7 Herbaspirillum frisingense (AJ238359)

PAW 1 K8 Ralstonia thomassi RAL13 (AJ270256)

pPAW 1 K9 Flavobacterium balustionum (M58771)

pAW 1 K10 Gamma Proteobacterium HTB019 (AB010860)
PAW 1 Kl11 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
pAW 1 K15 Sphingomonas parapaucimobilis (D84525)

pAW 1 K16 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
PAW 1 K18 Gamma Proteobacterium HTB019 (AB010860)
PAW 1 K19 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
PAW 1 K20 Aeromonas hydrophilia (ATCC 35654) (X74676)
PAW 1 K21 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
pAW 1 K23 Aeromonas hydrophilia Stamm T20 (AF099022)
PAW 1 K24 Gamma Proteobacterium HTB019 (AB010860)
PAW 2 K1 Dehalospirillum multivorans (X82931)

pAW 2 K3 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
PAW 2 K4 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
PAW 2 K5 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pPAW 2 K6 Acinetobacter sp. Hop10 (AF015300)

PAW 2 K8 Acinetobacter sp. Hop10 (AF015300)

PAW 2KIl11 Acinetobacter sp. Hop10 (AF015300)

PAW 2 K18 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
PAW 2 K21 Campylobacter sp. (L14632)

pAW 2 K23 Acinetobacter sp. Hop10 (AF015300)

PAW 2 K24 Dehalospirillum multivorans (X82931)

PAW 2 K27 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
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Bezeichnung (Accession Nr.)

Grofite Homologie zur Datenbanksequenz (Accession Nr.)

PAW 2 K29

Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)

PAW 2 K36 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)

PAW 2 K47 Dehalospirillum multivorans (X82931)

pHeu K1 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pHeu K2 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pHeu K3 Acinetobacter Iwoffii (X81665)

pHeu K4 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pHeu K11 Acinetobacter Iwoffii (X81665)

pHeu K15 Acinetobacter Iwoffii (X81665)

pHeu K17 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)

pHeu K18 Pseudomonas synxantha (AF267911)

pHeu K19 Acinetobacter Iwoffii (X81665)

pHeu K21 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)

pHeu K25 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)

pHeu K30 Pseudomonas synxantha (AF267911)

pHeu K32 Pseudomonas veronii Stamm INA06 (AB056120)
pMoor K2 nicht kultiviertes Bakterium BOL-130 (AF172896)
pMoor K6 nicht kultiviertes Bakterium BOL-130 (AF172896)
pMoor K12 nicht identifiziertes Bakterium B7-1 (AB015577)
pMoor K17 nicht kultiviertes griines Nicht-Schwefelbakterium (AB015558)
pMoor K20 nicht kultiviertes griines Nicht-Schwefelbakterium (AB031632)
pMoor K22 nicht kultiviertes Bakterium BOL-130 (AF172896)
pMoor K24 nicht identifiziertes Pansenbakterium RF8 (AF001741)
pMoor K30 nicht identifiziertes Pansenbakterium RF39 (AF001770)

1.4.2. Plasmide mit inserierten Phagen-DNA-Fragmenten

Klonierte DNA-Fragmente des Phagen 7D

Bezeichnung InsertgroBe Insert

P32 8600 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
pllg 8000 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
p18g; 3800 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
p20g, 3800 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
p57g 3500 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
P79 3200 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoR1
PFr 2700 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
pl7g 2600 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoR1
ple 1350 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
p3lg 1300 bp EcoRI-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRI
P32y 6300 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P28y 4900 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P29y 4500 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
pllgy 3600 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p4lgy 2500 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
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Bezeichnung InsertgroBe Insert
PS52gy 2400 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P94y 2200 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P8Ev 2100 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P93y 2100 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p40gy 1600 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p10gy 1400 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P9Ev 1300 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P97ey 1100 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P4y 951 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p77ev 900 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
P90ky 850 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p45ey 700 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p27gy 400 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
p13gy 200 bp EcoRV-Fragment aus 7D in pIC19H/EcoRV
EcoRV-Fragment aus DB21(7D) in
P7D1sota 1500 bp pIC19H/EcoRV
Klonierte DNA-Fragmente des Phagen PS79
Bezeichnung InsertgroBe Insert
p36gy 5600 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p15gy 4500 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P28y 4000 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P25y 4000 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p10gy 2600 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p80gy 2450 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P22gy 2450 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p33gy 2200 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p12gy 1800 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p65ey 1650 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P64y 1500 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p75gy 1100 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p24gy 800 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
pldgy 700 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
pl6gy 600 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p47ey 300 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P89y 300 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P95ey 240 bp EcoRV-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P83 5800 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P43t 4700 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P41 4000 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
p12n 4000 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P29\ 3200 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
plln 2400 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
plén 1500 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
plSn 1100 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
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Bezeichnung InsertgroBe Insert

p20n1 950 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P31 550 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P27\ 500 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
P24 400 bp Nrul-Fragment aus PS79 in pIC19H/EcoRV
Klonierte DNA-Fragmente des Phagen A12

Bezeichnung InsertgroBe Insert

pCsi 5200 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

pGlsg; 2500 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

pG2g 2500 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

plst 1300 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

plsi 1120 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

pKsi 948 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

pLsi 472 bp Sall-Fragment aus PS79 in pIC19H/ Sall

PDum 5500 bp HindlIll-Fragment aus PS79 in pIC19H/ HindIIl
PGrum 1700 bp HindlIlI-Fragment aus PS79 in pIC19H/ HindIIl
PHum 1300 bp HindIll-Fragment aus PS79 in pIC19H/ HindIIl

1.5. Oligonukleotide

Primer Nukleotidsequenz (5' - 3")

28F -AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG A-
525F -AAC TCC GTG CCA GCA GC-

1047R -CAG CCA TGC AGC ACC-

1492R -TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-
M13 (-20) forward -GTA AAA CGA CGG CCA GT-

M13 reverse -CAG GAA ACA GCT ATG AC-

Alle Primer wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert.

1.6. Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Alkalische Phosphatase
DNase I, RNase frei
Exonuklease I11
Klenow Polymerase
Lysozym

Mung Bean Nuklease
Proteinase K

RNase A

T4 DNA-Ligase

Tag DNA-Polymerase

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Boehringer, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

New England Biolabs, Schwalbach
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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1.7. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Agar Agar Merck, Darmstadt

Agarose Serva, Heidelberg

Antibiotika Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Merck, Darmstadt

BSA New England Biolabs, Schwalbach

Dialyseschldauche VISKING

Roth, Karlsruhe
(MolekularausschluBgrenze MG 12000-14000)

DNA Gel Extraction Kit QiaEx Qiagen, Hilden
DNA-GroBenstandard: 1 kb-Leiter New England Biolabs, Schwalbach
DNA-GroBenstandard: 100 bp-Leiter New England Biolabs, Schwalbach
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Faltenfilter (@ 185 mm) Schleicher und Schuell, Dassel
HighQ Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Hybond™-N Nylonmembran Amersham-Buchler, Braunschweig
IPTG Sigma, Deisenhofen
Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe

Nonradioactive DNA Labeling and Detection Kit Boehringer, Mannheim

Nukleotide Boehringer, Mannheim

Plasmid Mini Prep Spin Kit Qiagen, Hilden
Polyallomerréhrchen 25 x 89 mm Beckman Instruments,

Jet Quick Clean-Up Kit Genomed, Bad Oeynhausen

Roti Phenol Roth, Karlsruhe

Roti Phenol Chloroform Roth, Karlsruhe

Sterilfilter (Porengrofe 0,45 pm) Schleicher und Schuell, Dassel
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, NL
Whatmann-Papier 3SMM Schleicher und Schuell, Dassel
X-Gal Biomol, Hamburg

Nicht aufgefiihrte Feinchemikalien stammen von den Firmen Merck, Darmstadt, und Roth, Karlsruhe.

1.8. Medien und Losungen

1.8.1. Medien

Alle Ndahrmedienzusitze wurden von der Firma Difco, Detroit, USA bezogen.

LB-Medium Trypton 10¢g
Yeast Extract 5¢g
NaCl 5g
H,O ad 1 Liter

LB-Weichagar enthilt zusétzlich 0,75% Agar, LB-Agar enthélt zusétzlich 1,5% Agar,
LB/IPTG/X-Gal-Agar enthilt zusitzlich 0,04 mM IPTG und 20 pg/ml X-Gal.
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M9-Platten Agar-Agar 15¢g
H,O 890 ml

Nach dem Autoklavieren werden folgende sterile Losungen zugesetzt:
10 x M9-Salze 100 ml
Glucose (20%) 10 ml
MgSO, (1M) 1 ml
Thiamin (10 mg/ml) 1 ml

M09-Salze Na,HPO, x 12 H,0O 150 g
KH,PO, 30g
NaCl 5g
NH,Cl 10g
H,O ad 1 Liter

M9-Weichagar enthilt zusétzlich 0,75% Agar, M9-Agar enthélt zusitzlich 1,5% Agar.

H,0-Weichagar Agar Agar 8¢
H,O ad 1 Liter
1.8.2. Antibiotika
Antibiotikum Stammlosung Losungsmittel Endkonzentration
Ampicillin 10 pg/ml H,0 100 pg/ml
Kanamycin 25 pg/ml H,O 50 pg/ml
Streptomycin 20 pg/ml H,0O 25 pg/ml
Tetracyclin 12,5 pg/ml 50% EtOH 15 pg/ml
1.8.3. Puffer und Losungen
CsCl-Losung (p 1,4 g/lem’®) Céasiumchlorid 39,38 g
H,O 60,17 ml
Brechungsindex n = 1,3721
CsCl-Losung (p 1,6 g/cm’) Cisiumchlorid 51,16 g
H,O 48,84 ml
Brechungsindex n = 1,3902
DNase-Puffer Tris-HCl1 pH 7,5 50 mM
MgCl, 10 mM
Gelauftragspuffer (10x) Glycerin (87%) 5,8 ml
EDTA pH 8.0 (0,5M) 2,0 ml
Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanol 0,25%
H,O ad 10 ml
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Glycerinlésung Glycerin 65%
MgSO0, 100 mM
Tris-HCI pH 8,0 25 mM
Neutralisationspuffer HCI (1 N) 120 ml
Tris-HCI1 pH 7,5 (1M) 125 ml
NaCl (5M) 100 ml
H,O 655 ml
SM-Puffer NaCl 58¢g
MgS0,4x 7 H,O 20¢g
Tris-HCl pH 7,5 (1M) 50 ml
Gelatine (2%) 5 ml
H,O ad 1 Liter
SSC (20x) NacCl 1753 g
Na-Citrat 882¢g
H,O ad 1 Liter
Der pH-Wert der Losung wird mit HCI auf 7,0 eingestellt.
TBE (10x) Tris 108 g
Borsédure 55¢g
EDTA 93¢
H,O ad 1 Liter
TE Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
TE 10.01 Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 0,1 mM
VF Bacto-Trypton lg
NaCl 10g
H,O ad 1 Liter
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2. Methoden

Soweit nicht angegeben, wurden Standardmethoden (Maniatis et al., 1982) verwendet.

2.1. Methoden zur indikatorunabhingigen Identifizierung generell

transduzierender Bakteriophagen in natiirlichen Habitaten

2.1.1. Entnahme und Aufbereitung von Umweltproben

Bezeichnung .
Herkunft Entnahmezeit
der Probe
Kldranlage "Gut Marienhof",
) Miinchen, Belebtschlammbecken
Bio ] ) o Dezember 1998
der biologischen Abwasserreinigung
Stufe 1
Klaranlage "Gut Marienhof",
) Miinchen, Belebtschlammbecken
Bio II ) ) o Dezember 1998
der biologischen Abwasserreinigung
Stufe 2

Kléranlage des
lebensmittelverarbeitenden Betriebs
Aldinger GmbH u. Co KG, .
AW 1 . Mairz 1999
Pforzheim, Belebtschlammbecken
der biologischen Abwasserreinigung
Stufe 1

Kléranlage des

lebensmittelverarbeitenden Betriebs
Aldinger GmbH u. Co KG, .
AW 2 . Mirz 1999
Pforzheim, Belebtschlammbecken
der biologischen Abwasserreinigung
Stufe 2

Sulfidhaltige Quelle des Sippenauer
Moor Moors, 20 km stidlich von Februar 2000

Regensburg

Es wurden je 2 Liter Probevolumen entnommen. Die Aufbereitung der Proben erfolgte
direkt nach der Entnahme. Grobe Verunreinigungen wurden durch Zentrifugation ent-
fernt (Sorvall, SS34, 3000 rpm, 30 min).
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In der Moor-Probe enthaltene filamentds wachsende Konsortien von Mikroorganismen
wurden vor der Zentrifugation durch kriftiges Riihren zerkleinert. Zentrifugationsiiber-
stinde wurden mittels Filtration durch bakteriendichte Filter (Schleicher & Schuell,
Porengrofle 0,45 um) sterilisiert. Die Keimfreiheit der Proben wurde durch Verteilung
von je 3 ml Probevolumen auf LB-Agarplatten und Inkubation bei 15°C und 30°C fiir
48 Stunden, fiir Moorproben bei 10°C fiir 96 Stunden, iiberpriift. Die Proben wurden bis
zur Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.

2.1.2. Herstellung und Aufbereitung eines Heuaufgusses

300 g Heu wurden mit 2 Liter VF versetzt und fiir 5 Stunden bei Raumtemperatur ge-
schiittelt. Heureste wurden mittels Passage durch ein grobes Sieb abgetrennt. Grobe
Verunreinigungen wurden durch Zentrifugation entfernt (Sorvall, SS34, 3000 rpm, 30
min). Der Uberstand wurde durch Filtration durch bakteriendichte Filter (Schleicher &
Schuell, Porengrofle 0,45 um) sterilisiert und bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C
gelagert. Die Keimfreiheit der Probe wurde durch Verteilung von je 3 ml Probevolumen
auf LB-Agarplatten und Inkubation bei 15°C und 30°C fiir 48 Stunden tiberpriift.

2.1.3. Konzentrierung der Phagenpartikel aus Umweltproben

2.1.4. Konzentrierung von Phagenpartikeln durch Ultrazentrifugation

Phagenpartikel wurden aus je einem Liter gereinigter steriler Umweltprobe angerei-
chert. Dazu wurden sechs sterile Polyallomerréhrchen (Beckman, 25 x 89 mm) befiillt.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die Réhrchen erneut be-
fiillt. Das Gehinge des Rotors (TST 2838) wurde jeweils vor der ersten Zentrifugation
mit IM NaOH gereinigt, um eine Kontamination der Proben mit Phagen des Laborbe-
triebs zu verhindern. Die Zentrifugation erfolgte fiir zwei Stunden bei 22000 rpm
(Kontron TGA-50). Das Sediment jedes Zentrifugenréhrchens wurde in 500 pul DNase-

Puffer unter Zugabe von 1 pg des linearisierten Kontrollplasmids pHpaC resuspendiert.

2.1.5. Konzentrierung von Phagenpartikeln iiber HighQ-Saulen

Séulen mit einem Packungsvolumen von 10 ml wurden nach Angaben des Herstellers
mit HighQ-Saulenmaterial (BioRad) gefiillt, mit 1M NaOH sterilisiert und mit sterilem
Leitungswasser dquilibriert. Ein Liter gereinigter steriler Umweltprobe wurde mit einer
Durchfluflirate von 3 ml/min aufgetragen. Die Elution gebundener Phagenpartikel er-
folgte mit 10 ml NaCl IM. Nach der Konzentration wurden die Proben dreimal fiir je
eine Stunde gegen DNase-Puffer dialysiert, die Dialysate in 15 ml-Falkon-Réhrchen
tiberfiithrt und mit je 20 pg des linearisierten Kontrollplasmids pHpaC versetzt.
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2.1.6. Enzymatischer Abbau nicht in Phagenpartikel enkapsulierter DNA

Die konzentrierten Proben wurden mit DNase- (35 pl/ml Probevolumen), RNase- und
Lysozym-Losung (je 10 pl/ml Probevolumen) versetzt und iiber Nacht bei 6°C unter
leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 1 Vol Chloroform
extrahiert und fiir 30 min bei 3000 rpm (Heraeus Minifuge) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und mit Lysozym-Losung (10 pl/ml Probevolumen) fiir 1 Stunde
bei 37°C inkubiert. Nach einer weiteren Chloroformbehandlung und anschlieender
Zentrifugation wurden die Proben ein weiteres Mal mit DNase- (35 pl/ml Probevolu-
men), RNase- und Lysozym-Losung ( je 10 ul/ml Probevolumen) versetzt und iiber
Nacht bei 6°C unter leichtem Schwenken inkubiert. Alle Enzym-Ldsungen hatten eine

Konzentration von 10 mg/ml.

2.1.7. Isolierung von in Phagenpartikeln verpackter DNA

In Phagenpartikel verpackte DNA wurde durch Phenol/Chloroform-Behandlung nach
Maniatis et al. (1982) isoliert. Proben gleicher Herkunft und Anreicherung wurden ver-
einigt und zur Offnung der Phagenpartikel mit 1 Vol Phenol versetzt, 20 min unter
leichtem Schwenken inkubiert und bei 3000 rpm fiir 30 min (Heraeus Minifuge) zentri-
fugiert. Die obere wéssrige Phase wurde abgenommen und dreimal mit Phenol/Chloro-
form extrahiert. Phenolreste wurde durch Behandlung mit 1 Vol CIA entfernt. DNA
wurde unter Zugabe von 0,4 Vol 5M NHiAc und 2 Vol Ethanol absolut iiber Nacht bei
-80°C gefillt und durch Zentrifugation (Sigma 2K15, 30 min, 15000 rpm, 4°C)
sedimentiert. Der Niederschlag wurde mit 70% Ethanol gewaschen, unter Vakuum im
Exikator getrocknet und in 50 pl bidest. H,O unter leichtem Schwenken bei 6°C iiber
Nacht geldst.

2.1.8. PCR-Amplifikation

2.1.8.1. PCR-Amplifikation des Kontrollplasmids pHpaC

Zur Amplifikation des Kontrollplasmids pHpaC wurden die Primer M 13 (-20) universal
und M13 reverse eingesetzt. Die Sequenzen der Primer sind unter 1.5. aufgelistet. Aus
Phagenpartikeln extrahierte DNA wurde in fiinf Kontroll-PCR-Ansédtzen auf Freiheit
von amplifizierbaren Resten des Plasmids iiberpriift. Dazu wurden jeweils 0,1 ul, 0,5 pl,
1 ul, 3 plund 5 pl der DNA-Préparationen als Template eingesetzt. Als Positivkontrolle
wurde jeweils eine PCR-Reaktion mit 10 ng Plasmid-DNA angesetzt. Fiir alle PCR-

Reaktionen wurde die native Tag-Polymerase der Firma MBI Fermentas verwendet.
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PCR-Bedingungen

Anfangsdenaturierung 95°C 5 min

Denaturierung 95°C 1 min

Anlagerung 50°C 1 min 30 Zyklen
Extension 72°C 2 min

Letzte Extension 72°C 7 min

PCR-Ansatz

Template-DNA

1,5 ul je Primer [10 uM]

1,0 pl PCR Nukleotid Mix [10 mM je Nucleotid]
0,5 ul Native-Tag-Polymerase [5 U/ul]

5,0 ul 10 x PCR-Puffer

5,0 ul MgCl,-Losung [25 mM]

bidest. HO ad 50 pl

PCR-Ansitze zur Kontrolle des Plasmidabbaus wurden in der Speed Vac (Servant) auf
20 pl eingeengt und auf einem Agarosegel auf Freiheit von Amplifikationsprodukten

iiberpriift.

2.1.8.2. PCR-Amplifikation der 16S rDNA

Zur Amplifikation der 16S rDNA wurden die Primer 28F und 1492R eingesetzt. Die
Sequenzen der Primer sind unter 1.5. aufgelistet. Als Positivkontrolle wurde jeweils
eine PCR-Reaktion mit 10 ng P22-DNA, als Negativkontrolle eine PCR-Reaktion mit
100 ng Lambda-DNA angesetzt. Fiir alle PCR-Reaktionen wurde die native Tag-Poly-
merase der Firma MBI Fermentas verwendet. Zur Isolierung der 16S rDNA wurden je
100 ng aus Umweltproben gewonnener DNA eingesetzt. PCR-Bedingungen und -An-
sdtze waren identisch mit denen der unter 2.1.8.1. beschriebenen Kontrollamplifikation
mit der Ausnahme, daB} in diesem Fall 3 pl MgCl,-Losung [25 mM] eingesetzt wurden.
PCR-Kontrollansédtze mit Lambda-DNA wurden in der Speed Vac (Servant) auf 20 pl
eingeengt und auf einem Agarosegel auf das Fehlen von Amplifikationsprodukten iiber-

priift.
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2.1.9. Klonierung und Transformation von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden unter Verwendung des TOPO TA Cloning Kits nach den Anga-
ben des Herstellers in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert und in den E. coli-Stamm
TOP10F' transformiert. Transformanten wurden auf LB-Platten mit Ampicllin, IPTG
und X-gal selektioniert.

2.1.10. Praparation und Reinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde nach der Boiling-Methode (Maniatis et al., 1982) pripariert. Zur
Sequenzierung ausgewéhlte Plasmide wurden mit dem Jet Quick Clean-Up Kit der Fir-

ma Genomed nach den Angaben des Herstellers gereinigt.

2.1.11. Sequenzierung

Klonierte 16S rDNA-Sequenzen wurden unter Verwendung des "Dye Terminator
Sequencing Kit AmpliTaq FS" und des Sequenzierautomaten ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (Perkin-Elmer) durchgefiihrt.

Thermocycler-Protokoll Reaktionsansatz

Hot Start Premix 3ul
96°C 10s Plasmid-DNA 1,2 ug
50°C 50s | 30 Zyklen Primer 15 pmol
60°C 4 min bidest. H,O ad 20 pl

Zur Sequenzierung wurden die Primer M13 (-20) universal, M13 reverse und 525F
eingesetzt. Zur Sequenzierung der 16S rDNA-Sequenzen der Moorprobe wurde zusitz-

lich Primer 1047R verwendet. Die Sequenzen der Primer sind unter 1.5. aufgelistet.

2.1.12. Chimérentest und Zuordnung anonymer 16S rDNA-Sequenzen

Um die aus den Klonierungen erhaltenen Sequenzen den Wirten transduzierender
Bakteriophagen zuzuordnen und auf Chimérenbildung zu iiberpriifen, wurde das Pro-
gramm FASTA (Pearson und Lipman, 1988) verwendet. 500 bp grofle Abschnitte, die
die 3'- und 5'-Enden der amplifizierter 16S rDNA-Sequenzen repriasentierten, wurden
zur Suche nach homologen Sequenzen eingesetzt. Sequenzen wurden dann als chimir

eingestuft, wenn den Teilbereichen eines Klons verschiedene Organismen zugeordnet
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wurden. Zur Identifizierung der Wirte transduzierender Phagen wurden nur Sequenzen
eingesetzt, die sich in diesem Test als nicht chimér erwiesen hatten. Mit diesen Sequen-
zen wurde im Anschlul eine weitere Homologiesuche in der Datenbank durchgefiihrt.
Dazu wurden die vollstindig sequenzierten 16S rDNA-PCR-Produkte eingesetzt. Die
Zuordnung wurde nochmals durch Vergleich mit den Ergebnissen der Teilsequenzen
iiberpriift. Zur Feststellung der prozentualen Sequenziibereinstimmung der Klonsequen-
zen mit den zugeordneten Sequenzen der Datenbank wurden die Sequenzen aus der
EMBL-Datenbank entnommen. Der Sequenzvergleich erfolgte unter Verwendung des

Programms McMolly Compare.
2.2. Weitere angewendete Methoden

2.2.1. Phagenvermehrung

Zur Vermehrung von Phage wurden Lysate in groem Mafstab als Fliissiglysate sowie

in kleinem Mafstab als Plattenlysate hergestellt.

2.2.2. Fliissiglysate

Lysate mit einem Volumen zwischen 50 und 200 ml wurden in Form von Fliissiglysaten
hergestellt. Indikatorzellen einer Ubernachtkultur wurden 1 : 100 in LB-Medium inoku-
liert und aerob bei 37°C inkubiert. Die Infektion der Bakterienkultur erfolgt bei Triib-
plaquephagen bei einer Zelldichte von ca. 1 x 10° Zellen/ml (ODsgo = 0,1) mit einer
m.o.i. von 0,1 — 0,3. Geringe Infektionsmultiplizitit soll dabei einer Lysogenisierung
der Wirtszellen entgegenwirken. Zur Vermehrung von Klarplaquephagen erfolgte die
Infektion der Bakterienkulturen bei einer Zelldichte von ca. 2 x 10® Zellen/ml (ODsgp =
0,2) mit einer m.o.i. von > 5. Nach der Lyse der Bakterienzellen, bei Triibplaquephagen
nach ca. 150 — 180 min, bei Klarplaquephagen nach ca. 90 min wurden noch vorhande-
ne Wirtszellen durch Zugabe von 1/10 Vol Chloroform lysiert und Zellreste durch Zen-
trifugation (Sorvall Superspeed RC2-B, Rotor SS34, 15 min, 10000 rpm) abgetrennt.

2.2.3. Plattenlysate

Plattenlysate wurden zur Gewinnung kleiner Lysatmengen mit hohen Phagentitern her-
gestellt. Dazu wurden LB-Platten mit einem Gemisch aus 100 ul Ubernachtkultur des
Wirtsstammes und 100 pl Phagenlysat verschiedener Verdiinnungsstufen in 3 ml
Weichagar tiberschichtet und bei 37°C iiber Nacht bebriitet. Platten geeigneter Verdiin-
nungsstufen, die konfluente Lyse aufwiesen, wurden mit 5 ml LB-Medium unter
leichtem Schiitteln fiir 90 min abgeschwemmt. Durch diese Behandlung ist es moglich,

einen Grofiteil der Phagen aus dem Agar freizusetzen. Der Platteniiberstand wurde an-
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schlieBend abgesaugt. Das Lysat verunreinigende Wirtszellen und Agarreste wurden

durch Zentrifugation (Minifuge Haereus, 10 min, 3000 rpm) entfernt.

2.2.4. Titerbestimmung von Phagenlysaten

Zur Bestimmung des Titers eines Phagenlysats wurde zunéchst eine Verdiinnungsreihe
des Lysats in VF hergestellt. Je 100 ul der Verdiinnungen wurden mit 100 ul einer
Ubernachtkultur des Wirtsstammes in 3 ml Weichagar gemischt. Mit diesem Gemisch
wurden LB-Platten {iberschichtet. Nach dem Erstarren der Weichagardeckschicht wur-
den die Platten liber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Phagenplaques wurden ausgezéhlt
und der Phagentiter berechnet.

2.2.5. Konzentrierung von Phagenlysaten durch Ultrazentrifugation

Phagen aus Fliissiglysaten wurden durch Ultrazentrifugation (Kontron TGA-50, Rotor
TST 2838, 90 min, 22000 rpm) konzentriert. Phagensedimente aus je 38,5 ml Lysat
wurden in 300 pl VF unter Zusatz von je 5 ul DNase- und RNase-Stammldsung (Kon-
zentration = 10 mg/ml) bei 4°C iiber Nacht unter Schiitteln geldst.

2.2.6. Reinigung und Konzentrierung von Phagenpartikeln durch CsCl-Dichte-

gradientenzentrifugation

Fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden Phagen aus Fliissiglysaten
durch Dichtegradientenzentrifugation gereinigt und konzentriert. 5 ml CsCl-Losung mit
einer Dichte von p = 1,6 g/cm’ wurden in Polyallomerréhrchen (Beckmann Instruments,
25 X 89 mm, 38,5 ml) gefiillt und mit 10 ml CsCI-Lésung mit einer Dichte von p = 1,4
g/em’ iiberschichtet. Auf den Gradienten wurden 23,5 ml Lysat aufgetragen. Nach der
Zentrifugation (Kontron TGA-50, Rotor TST 2838, 90 min, 22000 rpm) wurde die
phagenenthaltende Schicht, die im Trennbereich der CsCl-Schichten bei einer Dichte
von etwa 1,5 g/cm” als schimmernde Bande zu erkennen ist, mit einer Kaniile abgesaugt

und zur Entfernung des Casiumchlorids gegen TE dialysiert.
2.2.7. Isolierung von Nukleinsiuren

2.2.7.1. Isolierung von Phagen-DNA

Durch Ultrazentrifugation konzentrierte und in VF resuspendierte Phagenlysate wurden
in 1,5 ml-Reaktionsgefifle tiberfithrt. Zum AufschluB3 von Phagenpartikeln wurde der
Ansatz mit 40 pl Pronase P-Losung (Konzentration = 10 mg/ml) gemischt, mit 80 pl
frischem SDS-Mix versetzt und jeweils fiir 1 Stunde bei 30°C sowie bei 70°C inkubiert.
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Nach Zugabe von 100 ul KaAc 8M (ungepuffert, durch Whatmann-Papier filtriert) und
15 min Inkubation auf Eis wurden die denaturierten Proteine durch Zentrifugation
(Sigma 2K15, 15 min, 15000 rpm, 4°C) abgetrennt. Zur weiteren Aufreinigung wurde
der Uberstand mit 1 Vol Phenol/Chloroform versetzt, 20 min geschiittelt und zur Tren-
nung der Phasen zentrifugiert (Eppendorf 5415, 15 min, 15000 rpm, RT). Die DNA-
haltige wiéssrige Phase wurde abgenommen. Je nach Verunreinigung der Probe wurde
die Phenol/Chloroform-Behandlung 3 - 4 mal wiederholt. Phenolreste wurde durch
Behandlung mit 1 Vol CIA entfernt. Die DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Vol 3M
NaAc (ungepuffert) und 1 Vol Isopropanol bei RT gefillt und durch Zentrifugation
(Sigma 2K15, 30 min, 15000 rpm, 4°C) sedimentiert. Das DNA-Sediment wurde mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE gelost.

2.2.8. Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.8.1. Plasmid-DNA-Priparation nach Birnboim und Doly (1979)

Bakterien einer 5 ml-Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation (Heraeus Minifuge,
10 min, 6000 rpm) sedimentiert und in 300 pl TE resuspendiert. Der Ansatz wurde zur
Lyse der Zellen mit 300 ul NaOH (0,3M)/SDS (2%)-Losung unter leichtem Schwenken
gemischt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul KaAc 8M und
Inkubation fiir 20 Minuten auf Eis wurden die denaturierten Proteine abzentrifugiert
(Sigma 2K 15, 15 min, 15000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml-Reaktions-
gefal tiberfiihrt und mit 1 Vol Phenol/Chloroform gemischt. Nach Trennung der Phasen
durch Zentrifugation (Eppendorf 5415, 15 min, 15000 rpm, RT) wurde die obere wéss-
rige Phase abgenommen. Phenolreste wurden durch Behandlung mit 1 Vol CIA ent-
fernt. Die in der wissrigen Phase geloste Plasmid-DNA wurde durch die Zugabe von
0,6 Vol Isopropanol gefillt und durch Zentrifugation (Sigma 2K15, 30 min, 15000 rpm,
4°C) sedimentiert. Der Niederschlag wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet

und in TE gelost.

2.2.8.2. Plasmid-DNA-Priparation iiber Ionenaustauschersiulen

Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde unter Verwen-
dung des "Plasmid Mini Prep Spin Kit" der Firma Qiagen nach den Angaben des Her-
stellers prépariert und in bidest. HO gel6st.

41



Material und Methoden

2.2.9. Isolierung bakterieller chromosomaler DNA nach Pospiech und Neumann
(1995)

Zellen aus 2 ml Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert (Heraeus Minifuge, 10 min,
6000 rpm) und der Niederschlag in 500 pl SET resuspendiert. Der Ansatz wurde zur
Lyse der Zellen mit 10 ul Lysozymldsung (2 mg/ml) versetzt, gut gemischt und fiir 60
min bei 37°C inkubiert. Es wurden 0,1 Vol 10%ige SDS-Losung und 0,5 mg/ml
Proteinase K zugegeben und der Ansatz unter gelegentlichem Schwenken fiir 2 Stunden
bei 55°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,3 Vol NaCl 5M und 1 Vol Chloroform wurde
die Suspension fiir 30 min unter leichtem Schiitteln inkubiert. Proteine wurden durch
Zentrifugation in der Interphase konzentriert. Der Uberstand wurde abgenommen und
mit 1 Vol Phenol/Chloroform (pH 8,0) griindlich gemischt. Die Phasen wurden durch
Zentrifugation getrennt und die DNA-haltige wéssrige Phase in ein neues Gefdl3 iiber-
fithrt. Die Phenol/Chloroform-Behandlung wurde so oft wiederholt, bis keine protein-
haltige Interphase mehr zu erkennen war. Phenolreste wurden durch die Behandlung mit
1 Vol CIA entfernt. Die DNA wurde durch Zugabe von 0,6 Vol Isopropanol gefillt und
durch Zentrifugation sedimentiert. Der DNA-Niederschlag wurde mit 70% Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 100 ul TE geldst. Alle Zentrifugationsschritte wurden in
der Sigma-Zentrifuge 2K 15 fiir 15 min bei 15000 rpm und 4°C durchgefiihrt.

2.2.10. Transduktion

2.2.10.1. Transduktion chromosomaler Markergene

Zur Transduktion chromosomaler Markergene wurden die Phagen zunichst auf dem
Spenderstamm vermehrt. 100 ul einer frischen Ubernachtkultur des Empfiingerstammes
wurden mit 100 pl des sterilfiltrierten verdiinnten Spenderlysats gemischt. Die Verdiin-
nung des Lysats wurde dabei so gewdhlt, da3 die Infektionsmultiplizitit kleiner als 10
war, um die Proportionalitidt zwischen Phagenkonzentration und transduzierten Zellen
zu gewihrleisten. Das Transduktionsgemisch wurde zur Adsorption der Phagenpartikel
bei 37°C inkubiert. Die Dauer der Inkubation richtete sich dabei nach dem jeweiligen
Phagen-Wirtssystem. Zum Test der Transduktion bei Auxotrophiemarkern wurden je
100 ul des Ansatzes auf M9-Platten verteilt und bei 37°C fiir 48 Stunden inkubiert. Zur
Kontrolle wurde der jeweilige Empfangerstamm auf Wachstum auf Minimalmedium
sowie die Sterilitdt des Phagenlysats auf Vollmedium tiberpriift. Bei der Transduktion
chromosomaler Resistenzmarker wurde der Transduktionsansatz nach der Adsorption
mit 400 pul LB-Medium aufgefiillt und zur Expression des Antibiotikaresistenzgens 60
min bei 37°C geschiittelt. 100 pl des Ansatzes wurden auf antibiotikahaltige Vollme-

dienplatten verteilt und iiber Nacht bei 37°C bebriitet. Zur Kontrolle wurde der jeweili-
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ge Empfangerstamm auf antibiotikahaltigen Platten sowie die Sterilitdt des Phagenlysats
auf Vollmedienplatten iiberpriift. Nach der Inkubation der Platten wurden die Transduk-
tanten ausgezihlt und das Verhéltnis von Transduktanten zu infektiosen Partikeln (T/P-
Wert) bestimmt. Da die Empféngerzellen in der stationdren Wachstumsphase transdu-
ziert wurden, war nicht mit einer nennenswerten Verfalschung der T/P-Werte durch

Teilung der Zellen wihrend der Schiittelinkubation zu rechnen.

2.2.10.2. Transduktion plasmidkodierter Markergene

Zur Untersuchung der Plasmidtransduktion wurden Phagen auf dem plasmidhaltigen
Spenderstamm vermehrt. Transduktionsansatz und Kontrollen wurden, wie fiir die

Transduktion chromosomaler Resistenzmarker beschrieben, durchgefiihrt.

2.2.11. Transformation von Bakterienzellen

Die Herstellung kompetenter Zellen von E. coli und Salmonella sowie deren Transfor-

mation erfolgte nach der Methode von Nishimura et al. (1990).

2.2.12. DNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in horizontalen Agarosegelen
(0,5% - 1,0% Agarose) mit 1 x TBE als Laufpuffer bei einer Spannung von 70 - 110
Volt. Zur Anfarbung der DNA wurde der Gellosung sowie dem Laufpuffer Ethidium-
bromid (Endkonzentration = 0,4 pg/ml) zugesetzt. Als Molekulargewichtsmarker
dienten EcoRI-gespaltene P22-DNA sowie die 1 kb und die 100 bp DNA-Leiter (New
England Biolabs).

P22/EcoRI 1 kb DNA-Leiter 100 bp DNA-Leiter
Fragment Grofie (bp) Fragment GroBe (bp) Fragment GrolBie (bp)
A 19510 A 10000 A 1517
B 9278 B 8000 B 1200
C 7322 C 6000 C 1000
D 4077 D 5000 D 900
E 2490 E 4000 E 800
F 1181 F 3000 F 700
G 1114 G 2000 G 600
H 830 H 1500 H 517

I 1000 I 500

J 500 J 400

K 300

L 200

FragmentgroBen der Molekulargewichtsmarker. M 100
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2.3. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden unter Verwendung des DNA-Gelextraktions-Kits "QiaEx" der

Firma Qiagen nach den Angaben des Herstellers aus Agarosegelen isoliert.

2.3.1. DNA-Hybridisierung

2.3.1.1. Southern-Transfer

Mit Restriktionsendonukleasen gespaltene DNA wurde in Agarosegelen (0,8%) elektro-
phoretisch getrennt. Zur Denaturierung der DNA wurde das Gel 15 min bei RT in
NaOH 0,5M inkubiert. Anschliefend wurde das Gel 20 min bei RT in Neutralisations-
puffer neutralisiert und 20 min bei RT in 20 x SSC dquilibriert. Alle Inkubationsschritte
erfolgten unter leichtem Schwenken. Fiir den DNA-Transfer wurde das Gel luftblasen-
frei invers auf 3 mit 20 x SSC-getrankte Lagen Whatman-Papier (3MM) gelegt und die
Rénder des Gels mit Parafilm abgedichtet, um Kriechstrome des Kapillarstroms zu ver-
meiden. Auf das Gel wurden - luftblasenfrei und mit 20 x SSC angefeuchtet - eine
Nylonmembran sowie 3 Lagen Whatman-Papier aufgelegt.

Der DNA-Transfer erfolgte iiber Nacht mittels Kapillarstrom der SSC-Losung, der
durch Auflage von saugfiahigen Papiertiichern erzeugt wurde. Die transferierte DNA
wurde durch UV-Bestrahlung (254 nm, 30 s, 120 mJ) auf der Nylonmembran fixiert.
Fiir den Transfer bakterieller chromosomaler DNA wurde vor der NaOH-Behandlung
eine zusitzliche DNA-Denaturierung mit 0,2%-iger HCl durchgefiihrt (10 min bei

Raumtemperatur).

2.3.1.2. Dot Blot

Ungeschnittene DNA wurde durch 10-miniitige Inkubation bei 95°C denaturiert, auf
einem Eis/Ethanolgemisch abgekiihlt und auf eine Nylonmembran getropft. Die Fixie-
rung der DNA erfolgte durch UV-Bestrahlung (254 nm, 30 s, 120 mJ) der Membran.

2.3.1.3. Herstellung von DNA-Sonden und Hybridisierung

Zur Hybridisierung auf Nylonmembranen fixierter DNA wurden digoxigeninmarkierte
DNA-Sonden eingesetzt. Die Herstellung der Sonden sowie der immunologische Nach-
weis zu den eingesetzten Sonden komplementirer membrangebundener DNA erfolgte
unter Verwendung des "Nonradioactive DNA labelling and detection kit" (Boehringer

Mannheim) nach den Angaben des Herstellers.
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Ergebnisse

1. Ein indikatorunabhiingiges Nachweissystem zur Detektion generell

transduzierender Bakteriophagen in der Natur

1.1. Das Konzept des indikatorunabhingigen Nachweissystems

Das Lysat eines generell transduzierenden Bakteriophagen beinhaltet zu einem gewis-
sen Prozentsatz allgemein transduzierende Partikel, die in ihrer Gesamtheit das vollstin-
dige Genom ihrer Wirtszelle reprasentieren. Aus Phagenkopfen extrahierte DNA stellt
somit ein Gemisch aus Phagengenomen und der Genbank der phagenpropagierenden
Zellen in phagengenomgroflen Bruchstiicken dar. Mittels PCR-Amplifikation sollte es
daher, unter Verwendung spezifischer Primer, mdglich sein, ausgewihlte DNA-Ab-
schnitte des Genoms der Wirtszelle zu isolieren. Auf diese Weise isolierte Sequenzen
sollten einerseits die Anforderungen an einen bakteriellen phylogenetischen Marker er-
fiillen, andererseits eindeutig niemals natiirlicher Bestandteil eines Phagengenoms sein.
Etwa 40 Gene haben sich als geeignete Werkzeuge fiir taxonomische Studien erwiesen,
darunter Sequenzen, die fiir DNA-Polymerasen, Elongationsfaktoren und ribosomale
Proteine kodieren. Der iiberwiegende Anteil der Forschung auf diesem Gebiet konzen-
triert sich aktuell auf Gene, die fiir ribosomale RNAs (rDNA) kodieren, und hier insbe-
sondere auf die Sequenz der 16S rDNA.

16S rDNA-Sequenzen dienen heute in der Prokaryontentaxonomie als wichtige Marker
zur Erstellung hochauflosender Stammbéume sowie zur Identifizierung und Klassifizie-
rung derzeit nicht kultivierbarer Bakterien mittels DNA-Sequenzierung und DNA-
Hybridisierungstechniken. Aufgrund ihrer Zusammensetzung aus iiber alle bakteriellen
Spezies hochkonservierten sowie variablen Sequenzabschnitten stellt ihre Primérstruk-
tur ein optimales Werkzeug fiir die molekulargenetische taxonomische Analyse von
Prokaryonten dar. So ermoglichen konservierte Sequenzabschnitte z. B. den speziesun-
abhédngigen Einsatz von Oligonukleotiden als Primer fiir die Sequenzierung oder PCR-
Amplifikation der 16S rDNA. Variable Sequenzabschnitte dienen quasi als "Fingerab-
driicke" einer Bakteriengattung oder -art zu deren Identifizierung. Die 16S rRNA ist als
Bestandteil der Ribosomen fiir Bakterienzellen essentiell und damit ubiqutir. Die
enorme Zahl von aktuell tiber 22.000 in Genbanken verdffentlichten 16S rDNA-Se-
quenzen ermoglicht die schnelle taxonomische Einordnung einer unbekannten Sequenz.
Da 16S rRNA-Gene jedoch niemals natiirlicher Bestandteil eines Virusgenoms sind,
erschien die Amplifikation und Sequenzierung in Phagenkdpfe verpackter 16S rDNA

als geeignetes Konzept zum Nachweis allgemein transduzierender Phagenpartikel und
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zur retrospektiven Identifizierung der Wirte generell transduzierender Bakteriophagen

in natirlichen Habitaten.

1.2. Das Problem der freien DNA

Unabdingbare Voraussetzung fiir den Einsatz eines solchen Detektionssystems ist der
Abbau sédmtlicher, aullerhalb von Phagenpartikeln vorhandener DNA in einer Umwelt-
probe vor der Offnung der Viruspartikel. Nur so ist es mdglich, falsch positive Amplifi-
kationsprodukte durch freie bakterielle DNA auszuschlieBen. Um dies zu gewéhrleisten,

wurden zwei unabhidngige Kontrollsysteme etabliert.

1) Zur Kontrolle der Effektivitidt der Degradation freier DNA vor dem Aufschluf3 der
Phagenpartikel wurden konzentrierten, Phagenpartikel enthaltenden Proben vor dem
enzymatischen Abbau freier DNA hohe Konzentrationen eines Kontroll-Plasmids,
pHpaC, zugesetzt. Dieses Plasmid mit einem Insert, dessen GréBe (1,6 kb) in etwa dem
der kodierenden Sequenz der 16S rRNA entspricht, wurde zur Simulation freier
bakterieller DNA vor der Zugabe mittels Restriktionsspaltung mit Ndel im Vektoranteil
linearisiert. Das 1,6 kb-Insert konnte mit den Primern M13(-20) forward und M13
reverse mittels PCR ampifiziert werden. Dadurch war es moglich den enzymatischen
Abbau der Kontroll-DNA zu dokumentieren. Durch die Zugabe des Kontroll-Plasmids
in Konzentrationen, die weit liber der freier DNA in Umweltproben liegen, konnte
davon ausgegangen werden, dal3 bei erfolgreicher Degradation der Plasmid-DNA auch
die gesamte, nicht in Phagenkdpfe verpackte, bakterielle DNA in einer Probe enzyma-

tisch abgebaut worden war.

2) Alle Schritte der Aufarbeitung einer Phagenpartikel enthaltenden Probe wurden
jeweils parallel mit einem Lysat des E.coli-Phagen Lambda durchgefiihrt. Als speziell
transduzierender Phage ist Lambda nicht in der Lage 16S rRNA-Gene zu transduzieren.
Die Abwesenheit eines PCR-Produktes unter Verwendung 16S rDNA-spezifischer
Primer zeigt so einerseits den Abbau freier bakterieller DNA sowie andererseits die
Freiheit der Proben von DNA-Kontaminationen bakteriellen Ursprungs durch Agenzien,

die nach dem AufschluB3 der Phagenpartikel eingesetzt wurden.
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1.3. Die Etablierung der Methode mit dem generell transduzierenden Salmonella-
Phagen P22

Das vorliegende Protokoll des indikatorunabhingigen Nachweises generell transduzie-
render Bakteriophagen in natiirlichen Habitaten stellt einen grundlegenden Teil der vor-
liegenden Arbeit dar und wird deshalb im folgenden beschrieben. Es wurde mit dem
allgemein transduzierenden Salmonella-Phagen P22 etabliert und optimiert und setzt

sich aus folgenden Einzelschritten zusammen:

1. Vorbehandlung der Lysate und Konzentrierung der Phagenpartikel

2. Degradation freier DNA in konzentrierten Phagenlysaten mit DNase I

3. Extraktion der in Phagenpartikel verpackten DNA

4. PCR-Amplifikation aus Phagenpartikeln freigesetzter bakterieller 16S rDNA-
Sequenzen

. Kontrolle des Abbaus freier DNA mittels PCR

6. Klonierung und Sequenzierung der 16S rDNA-Amplifikationsprodukte

W

7. Retrospektive Identifizierung der Wirte generell transduzierender Phagen

Die folgende Beschreibung der Einzelschritte bezieht sich auf das standardisierte
Protokoll, wobei an einigen Stellen auf besondere Probleme der Etablierung des Sy-
stems eingegangen wird. Eine ausfiihrliche Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte
ist im Abschnitt Material und Methoden zu finden. Abbildung 4 zeigt die Zusammen-
fassung des Protokolls fiir die Pridparation und PCR-Amplifikation in Phagenkdpfe
verpackter DNA.

1. Vorbehandlung der Lysate und Konzentrierung der Phagenpartikel

Lysate des Phagen P22 wurden durch langsame Zentrifugation (3000 rpm, 30 min,
Rotor SS34) von groben Verunreinigungen befreit und anschlieBend sterilfiltriert. Die
Keimfreiheit der Proben wurde durch Sterilitdtskontrolle auf LB-Agarplatten iiberpriift.
Zur Konzentrierung wurden Phagenpartikel aus 38,5 ml Lysat durch Ultrazentrifugation
(22000 rpm, 120 min, Rotor TST2838) sedimentiert und in 500 pul DNase-Puffer resus-

pendiert.

2. Degradation freier DNA in konzentrierten Phagenlysaten mit DNase I

Die vollstindige Degradation aller aulerhalb von Phagenpartikeln vorliegender freier
DNA stellt den kritischsten Punkt dieses Detektionssystems dar. Nur wenn ausgeschlos-
sen werden kann, daf3 es sich bei den spiter amplifizierten 16S rDNA-Sequenzen um

Amplifikationsprodukte freier DNA aus der untersuchten Probe handelt, erlauben die
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letztlich isolierten Sequenzen Riickschliisse auf das Vorkommen generell transduzie-
render Bakteriophagen in einem Habitat. Zur Uberpriifung des vollstindigen Abbaus
freier DNA dienten die unter Punkt 1.2. beschriebenen Kontrollsysteme.

Eine Behandlung der Phagenkonzentrate mit DNase I, wie in Standardprotokollen zur
Préaparation von Phagen-DNA beschrieben, erwies sich als unzureichend. Es ist anzu-
nehmen, dall eine Assoziation freier DNA mit Membranbestandteilen lysierter Zellen
sowie Spuren des Wachstumsmediums, das zur Herstellung der Phagenlysate verwendet
wurde, bzw. in der spiteren Anwendung organische und anorganische Bestandteile der
konzentrierten Umweltproben die Effizienz der enzymatischen Behandlung herabset-
zen. Eine dreistufige DNase [-Behandlung unter Zugabe von Lysozym in DNase-Puffer
erwies sich als geeignet, um DNA-Kontaminationen so weit zu reduzieren, dall deren
Nachweis mittels der eingesetzten Kontrollamplifikation nicht mehr mdglich war. Um
einer Kontamination der Proben mit Luftkeimen entgegenzuwirken, wurden die Proben
nach der ersten und zweiten DNase-Behandlung mit Chloroform extrahiert. Aufgrund
der Sensitivitdt der Kontrollreaktionen (vgl. Punkt 5.) konnte davon ausgegangen wer-
den, daB3 in dieser Weise priparierte Phagenkonzentrate frei von kontaminierender DNA

waren.

3. Extraktion der in Phagenpartikel verpackten DNA

In Phagenpartikel verpackte DNA wurde durch Behandlung der Proben mit Phenol-
Chloroform freigesetzt. Die anschlieBende Prizipitation der DNA erfolgte, unter Be-
riicksichtigung des spdteren Einsatzes als Matrize flir die PCR-Amplifikation, mit Am-
moniumazetat und Ethanol. Im Rahmen von Vorversuchen konnte gezeigt werden, daf3
Proteasen, die in verschiedenen Protokollen zum Aufschlufl von Phagenpartikeln einge-
setzt werden, Kontaminationen mit bakterieller DNA aufweisen (Daten nicht gezeigt).

Auf den Einsatz dieser Enzyme wurde daher verzichtet.

4. PCR-Amplifikation aus Phagenpartikeln freigesetzter bakterieller 16S rDNA-
Sequenzen

DNA-Préparationen aus Partikel generell transduzierender Phagen stellen ein Gemisch
aus genomischer DNA des Phagen einerseits und einer stark verdiinnten Genbank der
Wirtszelle andererseits dar. Zur Amplifikation der bakteriellen 16S rDNA aus diesem
Gemisch mittels PCR wurden zwei Primer, 28F und 1492R (Basenpaare 28-49 bezie-
hungsweise 1492-1470, basierend auf der Numerierung der E. coli 16S rRNA-Sequenz;
Noller, 1984, vgl. Abbildung 2), gewihlt, die in den stark konservierten 5'- und 3'-Regi-
onen der 16S rDNA-Sequenzen der meisten Eubacteria binden und die Amplifikation in
nahezu voller Lange ermoglichen.

PCR-Amplifikationen der 16S rRNA-Gene von aus P22-Partikeln isolierter DNA

zeigten bei der gelelektrophoretischen Uberpriifung ein Produkt der erwarteten GroRe
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des Salmonella-16S rDNA-Amplifikationsproduktes von ca. 1500 bp (Abbildung 3,

Spur 3).
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Abb. 2: Sekundarstruktur der E. coli 16S rRNA.

Pfeile markieren die erste Bases der Primer (5'-3'-Richtung), die zur Amplifikation der 16S rDNA (28F,
1492R) und zur Sequenzierung klonierter 16S rDNA-Sequenzen (525F, 1047R) eingesetzt wurden. F:

forward; R: reverse.
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5. Kontrolle des Abbaus freier DNA mittels PCR
Zur Uberpriifung des Abbaus freier DNA vor dem AufschluB der Phagenpartikel wur-

den zwei unabhingige, auf PCR-Amplifikation basierende Kontrollen etabliert.

1) DNA-Préaparationen aus konzentrierten, mit pHpaC versetzten und DNase behan-
delten Lysaten der Phagen P22 und Lambda wurden als Matrize fiir die Amplifikation
des 1,6kb-Inserts des Plasmids eingesetzt, um den Abbau freier DNA zu dokumentiern.
Als PCR-Primer dienten M13 (-20) forward und M13 reverse. Mit pHpaC-DNA als
Template wurde die Zusammensetzung (Magnesiumchlorid-, Primer- und Enzymkon-
zentration) sowie die Primeranlagerungstemperatur der PCR-Reaktion optimiert.
PCR-Reaktionen wurden mittels Gelelektrophorese iiberpriift und zeigten das erwartete
Amplifikationsprodukt von 1,6 kb sowie zwei zusdtzliche Produkte von ca. 900 bzw.
200 bp, die offenbar durch unspezifische Bindung der Primer hervorgerufen wurden,
wobei die 900 bp-Bande nur bei hohen DNA-Ladungsmengen sichtbar war (Abbildung
3, Spuren 1 und 5). Um die Aussagekraft der Kontrollamplifikation zu bestimmen, wur-
de die Nachweisgrenze der Reaktion bestimmt. Unter optimierten Bedingungen war es
moglich, Amplifikationsprodukte bei Einsatz von 60 Molekiilen des Kontrollplasmids
in einem PCR-Ansatz reproduzierbar in Agarosegelen nach Anfirbung mit Ethidium-
bromid nachzuweisen. Eine Erhhung der Aufldsung durch Dot Blot-Hybridisierung der
PCR-Reaktionsprodukte mit einer dem Amplifikationsprodukt komplementéren digoxi-
geninmarkierten DNA-Sonde konnte nicht erreicht werden, so dal davon ausgegangen
werden muf3, daf die Nachweisgrenze im genannten Bereich liegt.

Die Kontrollamplifikation sollte spiter eingesetzt werden, um nicht abgebaute Plasmide
in einem Gemisch mit DNA aus Phagenpartikeln nachzuweisen. Daher wurde die ermit-
telte Nachweisgrenze in PCR-Reaktionen unter Zusatz von 100 ng P22-DNA iiberpriift.
Ein negativer Einflu auf die Sensibilitit der Nachweisreaktion konnte dabei nicht

festgestellt werden.

2) In einer zweiten PCR-Reaktion wurden DNA-Préparationen konzentrierter DNase-
behandelter Lambda-Lysate auf die Anwesenheit von 16S rDNA {iiberpriift. Da Lambda
speziell transduziert, konnten Amplifikationsprodukte nur durch Verunreinigung der
Proben mit nicht abgebauter DNA des Wirtsstammes E. coli hervorgerufen werden.
Zunichst wurde die Nachweisgrenze von 16S rDNA-Sequenzen durch PCR-Amplifika-
tion bestimmt. Dazu wurde DNA, die nach DNase [-Behandlung aus Lysaten des
generell transduzierenden Phagen P22 gewonnen wurde, als Template eingesetzt. Die
Zusammensetzung (Magnesiumchlorid-, Primer- und Enzymkonzentration) und die
Primeranlagerungstemperatur der PCR-Reaktion wurden optimiert. Die Aussagekraft
der Kontrollreaktion wurde durch Ermittlung der minimal notwendigen Templatemenge
fiir die Isolierung in P22-Partikel verpackter 16S rDNA verifiziert.
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Amplifikationsprodukte konnten in Agarosegelen, nach Anfarbung mit Ethidiumbro-
mid, reproduzierbar bis zu einer Untergrenze von 9 pg von aus P22-Partikeln isolierter
DNA nachgewiesen werden, was einer Zahl von ca. 2 x 10° DNA-Molekiilen der GroBe
einer P22-Verpackungseinheit entspricht. Unter Beriicksichtigung abortiver Transduk-
tionsereignisse und der Anzahl der 16S rRNA-Gene bei Salmonella kann davon ausge-
gangen werden, daB ca. einer unter 10° Phagenpartikeln diesen Marker verpackt hat,
wodurch sich eine Nachweisgrenze von zwei Molekiilen 16S rDNA ergibt.

Bedingt durch die hohe Empfindlichkeit dieses Nachweises bakterieller 16S rDNA-
Sequenzen wurde im Laufe der Etablierung der Methode ein Problem offenkundig, das
in Hinsicht auf Studien, die sich der PCR-Amplifikation von 16S rDNA-Sequenzen be-
dienen, von Bedeutung ist. In allen Lambda-DNA-Préparationen, bei denen aufgrund
negativer PCR-Ergebnisse beziiglich der Amplifikation des Kontrollplasmids davon
ausgegangen werden konnte, dal DNA, die nicht in Phagenkopfe verpackt war, vor dem
Aufschluf3 der Phagenpartikel erfolgreich entfernt worden war, konnten im zweiten zur
16S rDNA-Amplifikation dienenden Kontrollansatz Produkte festgestellt werden, die in
threr GrofBe mit denen erwarteter 16S rDNA-Amplifikate {ibereinstimmten. Wie die Se-
quenzierung zweier klonierter PCR-Produkte zeigte, handelte es sich bei dabei eindeutig
um 16S rDNA-Sequenzen von E. coli, dem Wirtsorganismus von Lambda. Wie erwihnt
ist Lambda als speziell transduzierender Phage nicht in der Lage diese Abschnitte des
Genoms seiner propagierenden Zelle zu transduzieren. Bei den als Matrize fiir die PCR-
Amplifikation dienenden Sequenzen mufite es sich daher entweder um Kontaminationen
handeln, die der DNase-Behandlung entgangen waren, oder um Verunreinigungen von
Reagenzien, die nach der DNase-Behandlung eingesetzt worden waren. Einen ersten
Hinweis darauf, dafl eine der PCR-Komponenten mit bakterieller DNA kontaminiert
war, lieferte ein paralleler Ansatz von 20 Kontrollamplifikationen ohne Zugabe von
DNA (im folgenden als Nullkontrolle bezeichnet), bei dem in sechs der Reaktionen ein
ebenfalls ca. 1,5 kb groBes Amplifikationsprodukt detektiert werden konnte. Eine syste-
matische Suche nach DNA-Verunreinigungen hinsichtlich aller Materialien und Rea-
genzien, die bei der PCR-Reaktion zum Einsatz kamen, wies darauf hin, daf} die ver-
wendete rekombinante 7ag-Polymerase Ursache der Kontamination war.

Insgesamt wurden acht rekombinant in E. coli hergestellte thermostabile DNA-Poly-
merasen verschiedener Hersteller iiberpriift. Mit jedem dieser Enzyme war es moglich,
16S rDNA-Sequenzen in Nullkontrollansétzen zu amplifizieren. Geldst werden konnte
dieses Problem letztlich durch den Einsatz einer aus Thermus aquaticus gewonnenen
nativen 7ag-Polymerase der Firma MBI Fermentas. Alle zur Kontrolle dienenden PCR-
Reaktionen, die unter Verwendung dieses Enzyms durchgefiihrt wurden, waren frei von
Amplifikationsprodukten (Abbildung 3, Spur 4).
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Abb. 3: Agarosegelanalyse der PCR-Amplifikationsprodukte.

16S rDNA-Amplifikationen wurden mit den Primern 28F und 1492R durchgefiihrt, Kontrollamplifika-
tionen mit den Standardprimern M13 forward und M13 (-20) reverse.

Spur M, 1kb-Leiter; Spuren 1 und 5, Amplifikationsprodukt des Kontrollinserts aus dem Plasmid pHpaC;
Spur 2, Test auf Anwesenheit des Kontrollinserts aus dem Plasmid pHpaC in DNA-Préparationen aus
P22-Phagenpartikeln nach der Degradation freier DNA; Spur 3, 16S rDNA-Amplifikation aus einer P22-
DNA-Préparation; Spur 4, 16S rDNA-Amplifikation aus einer Lambda-DNA-Préparation. Das 900 bp
pHpaC-Amplifikationsprodukt ist in den Spuren 1 und 5 bei den aufgetragenen DNA-Mengen nicht
sichtbar.

Ungeklart blieb dabei die Frage, ob dieses Ergebnis auf die Reinheit des Enzyms zu-
riickzufiihren ist oder darauf, dafl die verwendeten Primer nicht zur Amplifikation der
16S rDNA von T. aquaticus geeignet sind. Da die derzeit in Datenbanken verfiigbare
16S rDNA-Sequenz von 7. aquaticus nicht vollstindig ist, war es nicht moglich zu
iiberpriifen, ob dieser Organismus Sequenzabweichungen in der konservierten 5’-
Region aufweist, der die effektive Anlagerung des Primers 28F verhindert. Beziiglich
der Bindungsstelle fiir den Primer 1492R konnte eine Abweichung der 7. aquaticus-

Sequenz in zwei Basen festgestellt werden.

52



Ergebnisse

Das Ergebnis einer Kontrollreaktion, bei der 100 ng aus Lambda-Partikeln isolierter
DNA als Template eingesetzt wurde, zeigt Abbildung 3, Spur 4. Da kein Amplifikati-
onsprodukt sichtbar war, konnte davon ausgegangen werden, dafl freie E. coli-DNA

durch die DNase-Behandlung abgebaut worden war.

Phagenpartikel enthaltende
Umweltprobe

i

Entfernung grober Verunreinigungen
und Sterilisation

i

Konzentrierung der Phagenpartikel

Zugabe der Kontroll-DNA - i

Enzymatischer Abbau von freier
DNA

i

Extraktion in Phagenpartikel

/ verpackter DNA \
PCR-Amplifikation der 16S-rDNA PCR-Amplifikation der Kontroll-DNA
Klonierung der amplifizierten Bestétigung der Abwesenheit der
16S rDNA-Sequenzen Kontroll-DNA

Sequenzierung ausgewéhlter Klone

Abb. 4: Protokoll der indikatorunabhéngigen Identifizierung der Wirte generell transduzierender
Bakteriophagen.
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6. Klonierung und Sequenzierung der 16S rDNA-Amplifikationsprodukte
PCR-Produkte wurden nach Uberpriifung mittels Gelelektrophorese mit dem Vektor
pCR2.1 (Invitrogen) ligiert und durch Transformation in E. coli TOP10F' (Invitrogen)
amplifiziert. Plasmide ausgewihlter Klone wurden isoliert und die Grofe inserierter
PCR-Produkte gelelektrophoretisch nach Spaltung mit EcoRI bestimmt.

Die Sequenzierung der Inserts erfolgte, abhdngig von deren Orientierung, vom 5'- und
3'-Ende der Sequenzen mit den Primern M13 (-20) forward und M13 reverse, ausge-
hend von deren Anlagerungsstellen im Vektoranteil des Plasmids. Ein weiterer interner
Primer, 525F, ermdglichte die Vervollstindigung der Sequenzen von einer hochkonser-
vierten Region der 16S rDNA aus (Basenpaare 515 - 533 basierend auf der Numerie-
rung der E. coli 16S rRNA-Sequenz; Noller, 1984, vgl. Abbildung 2) in Richtung des
3'-Endes.

7. Retrospektive Identifizierung der Wirte generell transduzierender Phagen

Die erhaltenen iiberlappenden Sequenzabschnitte wurden unter Verwendung des Com-
puterprogramms MacMolly Compare zu vollstindigen Sequenzen in 5'-3'-Orientierung
zusammengesetzt. Die Homologiesuche dreier aus P22-Partikeln isolierter und klonier-
ter Sequenzen in der EMBL-Datenbank zeigte, da3 es sich um 16S rDNA-Sequenzen

von S. typhimurium, dem Wirtsorganismus von P22, handelte.
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1.4. Anwendung der Methode zur Untersuchung von Umweltproben

Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit der Methode zur Detektion generell transduzieren-

der Partikel in natiirlichen Habitaten wurden folgende Umweltproben untersucht:

Bio I: Abwasser eines Belebtschlammbeckens der biologischen
Abwasserreinigung Stufe 1 der Kldranlage "Gut Marienhof™,

Miinchen

Bio II: Abwasser eines Belebtschlammbeckens der biologischen
Abwasserreinigung Stufe 2 der Kldranlage "Gut Marienhof™,

Miinchen

AW 1: Abwasser eines Belebtschlammbeckens der biologischen
Abwasserreinigung Stufe 1 des lebensmittelverarbeitenden
Betriebs Aldinger GmbH u. Co KG, Pforzheim

AW 2: Abwasser eines Belebtschlammbeckens der biologischen
Abwasserreinigung Stufe 2 des lebensmittelverarbeitenden
Betriebs Aldinger GmbH u. Co KG, Pforzheim

Heu: Heuaufgul3

1.4.1. Extraktion von in Phagenkopfen verpackter DNA aus Umweltproben und
Amplifizierung der 16S rDNA

Alle Proben wurden vor der Konzentration von Phagenpartikeln durch langsame Zentri-
fugation (3000rpm, 30 min, Rotor SS34) von groben Verunreinigungen befreit und
mittels Filtration durch bakteriendichte Filter (Porengrofle 0,45 pm) sterilisiert. Zur
Sterilitdtskontrolle wurden 3 ml jeder Probe auf LB-Agarplatten verteilt und in Anleh-
nung an die Temperaturverhéltnisse der Habitate, aus denen die Proben entnommen
wurden, bei 30°C und 15°C fiir 48 Stunden bebriitet.

Phagenpartikel aus jeweils einem Liter sterilem Probevolumen wurden durch Ultrazen-
trifugation (22000 rpm, 120 min, Rotor TST2838) konzentriert. Niederschlige der
Ultrazentrifugation wurden in einem Volumen von 3 ml DNase-Puffer resuspendiert.
Zusitzlich wurden Phagen aus einem Liter sterilfiltrierter Umweltproben Bio I und Bio
IT unter Einsatz von HighQ-Séulen angereichert und Séduleneluate (Volumen = 10 ml)

gegen DNase-Puffer dialysiert. Zur Unterscheidung der betreffenden Konzentrate wur-
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den diese Proben mit dem Zusatz uz (Anreicherung durch Ultrazentrifugation) bzw. s
(Anreicherung iiber HighQ-Sdule) gekennzeichnet.

Parallel zu jeder Umweltprobe wurden durch Ultrazentrifugation angereicherte Lysate
des Phagen P22 als Positivkontrolle sowie des Phagen Lambda als Negativkontrolle
aufgearbeitet. Zur Kontrolle der Effektivitit der anschlieBenden DNase-Behandlung
wurden alle Konzentrate mit dem linearisierten Plasmid pHpaC (Endkonzentration =
2 pg/ml) versetzt. Nach DNase-Behandlung aus Phagenpartikeln préparierte DNA wur-
de in 50 pl bidest. HO geldst, zur Uberpriifung der GroBe gelektrophoretisch aufge-
trennt (Abbildung 5) und die DNA-Menge photometrisch bestimmt (Tabelle 1).
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Abb. 5: Aus Phagenkdpfen isolierte DNA aus Umweltproben. Aufgetragen wurden je Sul DNA-Ldsung.
Als DNA-GroBenstandard (M) diente EcoRI-gespaltene DNA des Phagen P22.

Umweltprobe Bioluz Biols Biolluz Biolls AW 1 AW 2 Heu
Gesamtmenge
isolierter 6,5 nug 4,7 ng 8,3 ug 5,5 ug 42 ug 7,9 nug 34 ug
DNA

Tab. 1: Gesamtmenge aus einem Liter Probevolumen isolierter, in Phagenpartikeln verpackter DNA aus

konzentrierten Umweltproben.

Alle Kontrollreaktionen zeigten die erwarteten Ergebnisse:

1) 16S rDNA konnte durch PCR-Amplifikation aus Priparationen in P22-Partikeln,
nicht jedoch aus in Lambda-Partikeln verpackter DNA isoliert werden.

2) Alle DNA-Priparationen waren frei von durch PCR-Amplifikation nachweisbaren

Verunreinigungen des Plasmids pHpaC.
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16S rDNA wurde unter Einsatz von 100 ng aus Phagenpartikeln isolierter DNA durch
PCR amplifiziert, mit dem Vektor pCR2.1 (Invitrogen) ligiert und in E. coli TOP10F'
(Invitrogen) transformiert. Je Umweltprobe wurden Plasmide aus 50 Klonen isoliert.
Klone wurden nach der jeweiligen Umweltprobe benannt und in der Reihenfolge ihrer
Isolierung numeriert. Plasmide wurden mit dem Préafix p gekennzeichnet. Die GréB3e der
inserierten Sequenzen wurde nach Restriktionsspaltung mit EcoRI auf Agarosegelen
tiberpriift. Alle Plasmide wiesen Inserts der erwarteten Grofe von ca. 1500 bp auf
(Daten nicht gezeigt).

1.4.2. Sequenzierung klonierter 16S rDNA und Ausschlufl chimirer Sequenzen

Wie aus Studien von Wang und Wang (1996) bekannt war, kommt es bei der Co-
Amplifikation verschiedener 16S rDNAs zur Bildung chimérer Sequenzen wihrend der
PCR-Reaktion, insbesondere dann, wenn verschiedene Sequenzen in unterschiedlichen
Konzentrationen vorliegen. Dies stellt ein besonderes Problem bei Einsatz von DNA-
Matrizen dar, die aus Umweltproben gewonnen werden und deren Zusammensetzung
hinsichtlich dieser Sequenzen nicht bekannt ist.

Fiir jede konzentrierte Probe wurden die 5'- und 3'-Enden klonierter 16S rDNA-Sequen-
zen von 20 Plasmiden sequenziert. Zur Identifizierung chimérer Sequenzen wurde fiir
500 bp lange Teilstiicke der 5'- und 3'-Enden jeder Klonsequenz eine Homologiesuche
in der EMBL-Datenbank durchgefiihrt.
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Abb. 6: Eindeutige16S rDNA-Klone und Klone mit chimdren 16S rDNA-Sequenzen der klonierten PCR-
Produkte aus DNA-Extraktionen von in Phagenpartikel verpackter DNA verschiedener Umweltproben.
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Sequenzen wurden dann als chimir eingestuft, wenn die 5'- und 3'-Teilbereiche einer
Sequenz durch die Homologiesuche eindeutig 16S rDNA-Sequenzen verschiedener
Organismen zugeordnet werden konnten. Von insgesamt 140 klonierten 16S rDNA-Se-
quenzen wurden 28 als Chimire identifiziert, was einem Anteil von 20% entspricht. Fiir
die jeweiligen Proben ergaben sich dabei unterschiedliche Anteile an chiméren Sequen-
zen, deren Verteilung in Abbildung 6 dargestellt ist. 112 klonierte 16S rDNA-Sequen-
zen konnten eindeutig einer Bakteriengattung oder -art zugeordnet werden und wurden

vollstdndig sequenziert.

1.4.3. Wirte generell transduzierender Bakteriophagen

Zur Identifizierung der Wirte generell transduzierender Bakteriophagen wurden nur die
Klonsequenzen eingesetzt, die als nichtchimér eingeordnet worden waren. Mit den voll-
stindig sequenzierten 16S rDNA-Inserts wurde eine Homologiesuche in der EMBL-
Datenbank durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Grades an Homologie wurden die ermit-
telten Sequenzen aus der Datenbank entnommen und unter Verwendung des Computer-
programms MacMolly Compare einem Vergleich mit den zugeordneten, aus Umwelt-
proben isolierten Sequenzen unterzogen. Durch den direkten Sequenzvergleich konnten
die Ergebnisse des Chimirentests (vgl. 1.4.2.) bestitigt und die prozentuale Uberein-
stimmung der klonierten Amplifikationsprodukte mit den jeweiligen Datenbanksequen-
zen ermittelt werden.

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der retrospektiven Identifizierung der Wirte generell
transduzierender Bakteriophagen aus den Umweltproben sowie die ermittelten Sequenz-
iibereinstimmungen. Fiir Fille, in denen mehr als zwei Klonsequenzen einem Wirts-

organismus zugeordnet werden konnten, wurde der Bereich der ermittelten Homologie

angegeben.
. . Anzahl Homologie zur
identifizierter
Umweltprobe . ) der Sequenz der
Wirtsorganismus .
Klone Datenbank in %
Acinetobact
Cfne 0 atier 5 99.8
Jjohnsonii
Acinetobacter sp. 1 97,0
A
. eromnas | ! 99.1
Bio I uz allosaccharophila
Aeromonas
hydrophilia Stamm 4 99,1 - 99,6
T20
Aeromonas media 3 99,6 - 99,8
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. . Anzahl Homologie zur
identifizierter
Umweltprobe . . der Sequenz der
Wirtsorganismus .
Klone Datenbank in %
1 ”
eromonas veronii ! 98,2
Stamm B1
i A
Bio I uz rcobact.er 4 97.0-99.4
cryaerophilus
Pseudomonas sp. 1 97,3
Aeromonas
hydrophilia 2 99,0; 99,6
Stamm T20
H hil
ae@gp ilus 4 99.8
piscium
Tomi
em.znore{{a | 94.1
grimontii
BioIs Pseudomonas sp. 3 99,1
Pseudomonas
veronii 4 99,5
Stamm INAO06
Sphi j
D lngo.bacterzum | 94.4
multivorum
St
enotropholm.onas | 99.8
maltophilia
Pol leobact
Bio II uz oynucieobacter 20 96,7 - 98,9
necessarius
i
Cfnetobacfer ! 99.5
johnsonii
D —
ehalo.spzrzllum | 973
multivorans
Bio II s Herbaspirillum sp. 1 97,0
Pol leobact
olynucleo 'ac er 10 98.4- 98.9
necessarius
Pseud.
seu om.o.nas ) 98,4 - 98.9
veronii
Aeromonas
hydrophilia 1 93,0
(ATCC 35654)
Aeromonas
AW 1 hydrophilia Stamm 6 99,7 - 99,8
T20
Bakterium der
CDC Gruppe I'Vc- 1 99,3

2 str. JHH 1448
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. . Anzahl Homologie zur
identifizierter
Umweltprobe . . der Sequenz der
Wirtsorganismus .
Klone Datenbank in %
Flavobacteri
avo a.c erium ! 99.3
balustionum
Gamma
Proteobacterium 3 96,7 - 97,1
HTBO019
AW 1 —
Herbaspirillum 1 974
frisingense ’
Ralstonia thomasii 1 99,9
Sphi
D zngm.nona's. 5 99,7
parapaucimobilis
Aci .
cinetobacter sp 4 98.9
Hop10
Campylobacter sp. 1 98,8
AW 2 7]
Dehalo.spzrzllum 3 97.1-98.6
multivorans
Pseud.
seu om(.).nas 7 99.6
Veronii
Acinetobact
cineto a.c er 4 99.1
Iwolffii
P
seudomonas ) 99.9
Heu synxantha
Pseudomonas
veronii 7 99,5
Stamm INAO06

Tab. 2: Wirte generell transduzierender Bakteriophagen aus Umweltproben.

Dargestellt sind die durch Homologiesuche in der EMBL-Datenbank identifizierten Wirtsorganismen
generell transduzierender Bakteriophagen, die Anzahl der einem bestimmten Wirtsorganismus zugeord-
neten Sequenzen in den untersuchten Umweltproben sowie der Grad an Sequenziibereinstimmung zwi-

schen den isolierten und den zugeordneten 16S rDNA-Sequenzen in Prozent.
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1.4.4. Spektrum identifizierter Sequenztypen

Tabelle 3 zeigt das Spektrum identifizierter Wirtsorganismen sowie deren Verteilung
beziiglich der einzelnen Umweltproben. Die isolierten 16S rDNA-Sequenzen wurden
dazu mit Bezug auf die identifizierten Wirtsorganismen (im Folgenden als Sequenzty-

pen bezeichnet) in drei Gruppen eingeteilt:

Gruppe [: 16S rDNA-Sequenzen, die nur einmal aus allen Umweltproben
isoliert wurden.

Gruppe II: 16S rDNA-Sequenzen, die mehrmals aus einer Umweltprobe isoliert
wurden.
Gruppe I1I: 16S rDNA-Sequenzen, die mehrmals aus verschiedenen

Umweltproben isoliert wurden.

Fiir die Proben Bio I und Bio II wurden die Ergebnisse ohne Beriicksichtigung der Me-

thode zur Anreicherung von Phagenpartikeln zusammengefaf3t.

Anzahl der
Sequenztyp Isolate des
Gruppe (identifizierter Umweltprobe Sequenztyps
Wirtsorganismus) in der
Umweltprobe
Aeromnas .
Biol 1
allosaccharophila
Aeromonas
hydrophilia (ATCC AW 1 1
35654)
Aeromonas veronii .
Biol 1
I Stamm B1
Bakterium der
CDC Gruppe [Vc-2 AW 1 1
str. JHH 1448
Campylobacter sp. AW 2 1
Flavobacterium
AW 1 1
balustinum
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Anzahl der
Sequenztyp Isolate des
Gruppe (identifizierter Umweltprobe Sequenztyps
Wirtsorganismus) in der
Umweltprobe
Herbaspirillum
AW 1 1
frisingense
Herbaspirillum sp. Bio II 1
Leminorella grimontii Bio I 1
Ralstonia thomasii
I AW 1 1
Stamm RALI13
Sphingobacteri
phingobacterium Biol |
multivorum
Stenotrophomonas .
Biol 1
maltophilia
Acinetobacter Iwolffii Heu 4
Aeromonas media Bio I
Arcobacter )
Biol 4
cryaerophilus
Gamma
Proteobacterium AW 1 3
HTBO19
I Haemophilus piscium Bio I 4
Polynucleobacter .
. Bio II 30
necessarius
Pseudomonas sp. Bio I 4
Pseudomonas
Heu 2
synxantha
Sphi
phingomonas AW 1 5
parapaucimobilis
Acinetobacter Bio I 2
johnsonii Bio II 1
Acinetobacter sp. Bio I 1
Hop10 AW 2 4
III Aeromonas .
Biol 6
hydrophilia Stamm
AW 1 6
T20
Dehalospirillum Bio II 1
multivorans AW 2 3
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Anzahl der
Sequenztyp Isolate des
Gruppe (identifizierter Umweltprobe Sequenztyps
Wirtsorganismus) in der
Umweltprobe
Bio | 4
I Pseudomonas veronii Bioll 2
AW 2 7
Heu 7

Tab. 3: Haufigkeit und Verteilung identifizierter Wirtsorganismen (Sequenztypen) generell transduzie-
render Bakteriophagen aus den Umweltproben Bio I, Bio II, AW 1, AW 2 und Heu.

Insgesamt konnten 26 verschiedene Sequenztypen identifiziert werden, von denen 12
einmal bzw. 9 mehrfach aus einer Umweltprobe sowie 5 mehrfach aus verschiedenen
Umweltproben isoliert wurden. Bei allen identifizierten Wirtsorganismen handelt es
sich um Gram-negative Bakterien. Das Spektrum der ermittelten Sequenztypen umfafite
Vertreter aus der Gruppe der Proteobakterien (Untergruppen alpha, beta, gamma und

epsilon) sowie einen Vertreter der Gruppe der Flavobakterien.

1.5. Der Sonderfall Moor

Zur Isolierung in Phagenpartikel verpackter DNA wurde eine Probe Quellwasser aus
dem Sippenauer Moor (Regensburg) entnommen. In der Probe enthaltene fillamentds
wachsende Konsortien von Mikroorganismen wurden durch kréftiges Riihren zerklei-
nert und zusammen mit anderen Verunreinigungen durch langsame Zentrifugation
(3000 rpm, 30 min, Rotor SS34) abgetrennt. Die Probe wurde mittels Filtration durch
bakteriendichte Filter (Porengrofle 0,45 um) sterilisiert. Zur Sterilititskontrolle wurden
3 ml der Probe auf einer LB-Agarplatte verteilt und fiir 96 Stunden inkubiert. In Anleh-
nung an die Temperaturverhiltnisse des Habitats wurde eine Inkubationstemperatur von
10°C gewdhlt. Phagenpartikel wurden durch Ultrazentrifugation angereichert. Die Pra-
paration der DNA aus Phagenpartikeln erfolgte analog zu denen der anderen Umwelt-
proben (vgl. 1.4.). Die Ausbeute aus Phagenpartikeln isolierter DNA aus einem Liter
Probevolumen betrug 1,5 pg. Die Freiheit der DNA-Probe von Verunreinigungen durch
Reste bakterieller DNA wurde durch die iiblichen Kontrollamplifikationen gezeigt.

16S rDNA wurde unter Einsatz von 100 ng aus Phagenpartikeln isolierter DNA durch
PCR amplifiziert, mit dem Vektor pCR2.1 (Invitrogen) ligiert und in E. coli TOP10F'
(Invitrogen) transformiert. Plasmide aus 50 Klonen wurden isoliert und zeigten nach
Restriktionsspaltung mit £EcoRI und Analyse auf Agarosegelen inserierte Sequenzen der

erwarteten Grofle von ca. 1500 bp (Daten nicht gezeigt). Die Klone wurden mit "Moor"
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bezeichnet und in der Reihenfolge ihrer Isolierung numeriert. Plasmide wurden mit dem

Prifix p gekennzeichnet.

Moor

I

Abb. 7: Priparation in Phagenpartikel verpackter DNA aus Quellwasser des Sippenauer Moors (Regens-
burg). Aufgetragen wurden 15 pl der DNA-Priparation. Als DNA-GroéBenstandard (M) diente EcoRI-
gespaltene DNA des Phagen P22.

In ersten Sequenzreaktionen mit den Primern M13 (-20) universal und M13 reverse
konnten jedoch nur geringe Leseweiten von maximal 400 bp erreicht werden. Zur voll-
standigen Sequenzierung inserierter Sequenzen wurde daher neben dem Primer 525F
ein weiterer interner Primer 1047R (Basenpaare 1047 - 1061 basierend auf der Numme-
rierung der E. coli 16S rRNA-Sequenz; Noller, 1984) eingesetzt, der die Sequenzierung
der 16S rDNA ausgehen von einer hochkonservierten Region in 5'-Richtung ermoglich-
te (vgl. Abbildung 2). Die inserierten Sequenzen von acht Klonen wurden vollstidndig
sequenziert.

Die Uberpriifung hinsichtlich chimérer Amplifikationsprodukte mit 500 bp lange Teil-
stiicke der 5'- und 3'-Enden jeder Klonsequenz in der EMBL-Datenbank wies zunichst
darauf hin, daf3 es sich bei allen Sequenzen um Chimire handelte. Trotz dieses Ergeb-
nisses wurden mit allen vollstindig sequenzierten klonierten 16S rDNA-Sequenzen eine
Homologiesuche in der Datenbank durchgefiihrt. Alle Datenbanksequenzen mit den
grofiten Homologien stammten von bisher nichtkultivierbaren bzw. nicht identifizierten
Bakterien (Tabelle 4). Fiir zwei Klone zeigte sich, da3 Sequenzen der Datenbank, die
die groBte Ubereinstimmung aufwiesen, lediglich eine Gesamtlinge von 759 bzw. 968
bp umfaBten. Bei den nicht verfiigbaren Sequenzinformationen handelt es sich jeweils

um die 5'-Bereiche der 16S rDNA. Insgesamt wurden sieben Sequenztypen identifiziert.
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Im Vergleich zu den aus den anderen Umweltproben amplifizierten Sequenzen wiesen
diese mit Werten zwischen 77,5 und 90,9 wesentlich geringere prozentuale Uberein-
stimmungen mit den zugeordneten Sequenzen der Datenbank auf. Es ist anzunehmen,
daB die Ergebnisse der Uberpriifung auf chimire Sequenzen, sowie die insgesamt gerin-
ge Ubereinstimmung zu Sequenzen der Datenbank darauf zuriickzufithren sind, daB3
Sequenzen der eigentlichen Wirtsorganismen oder naher Verwandter nicht in der Daten-
bank enthalten sind.

Eine eindeutige retrospektive Identifizierung der Wirte der Phagen, denen diese 16S
rDNA-Sequenzen entstammen, war unter diesen Voraussetzungen nicht moglich. Unter
Beriicksichtigung der Charakteristika der Habitate der ermittelten Wirtsorganismen
konnen die gewonnenen Sequenzdaten jedoch als Anhaltspunkt fiir die Verbreitung

generell transduzierender Phagen bewertet werden (vgl. Diskussion Punkt 2.5.).

. Homologie der klonierten Sequenz
Organismus .

zur Sequenz der Datenbank in %
nicht identifiziertes Bakterium B7-1 77,5
nicht identifiziertes Pansenbakterium RF39 88,4
nicht identifiziertes Pansenbakterium RF8 87,6
nicht kultiviertes Bakterium BOL-130 (968 bp) 90,9
nicht kultiviertes epsilon Proteobakterium 1040 82,3
nicht kultiviertes epsilon Proteobakterium Stamm BD4-8 79,8
nicht kultiviertes griines Nicht-Schwefelbakterium (759 bp) 89,1

Tab. 4: Ergebnisse der Homologiesuche aus Phagenpartikeln isolierter 16S rDNA-Sequenzen in der
EMBL-Datenbank. Aufgelistet sind die Organismen, die in der Homologiesuche die groBte Ubereinstim-
mung mit den isolierten 16S rDNA-Sequenzen aufwiesen, sowie der Grad an Sequenziibereinstimmung

zwischen den isolierten Sequenzen und den 16S rDNA-Sequenzen mit der groften Homologie in Prozent.

1.6. Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, daf3 die entwickelte Methode es ermdoglicht, allgemein trans-
duzierende Phagenpartikel ohne Isolierung und Vermehrung der Phagen und damit ohne
Indikatoren sowie ohne Spender- und Empfiangerstimme nachzuweisen. Erste Anwen-
dungen dieser Nachweistechnik lieferten interessante Informationen iiber das Vorkom-
men transduzierender Bakteriophagen in natiirlichen Habitaten. Insgesamt konnten 26
verschiedene Wirte eindeutig identifiziert werden. Bemerkenswert erscheint in diesem
Zusammenhang die Tatsache, dafl bei keinem dieser Wirtsorganismen bisher transdu-
zierende Phagen beschrieben sind. In einer weiteren Anwendung mit Quellwasser aus
einem Moor war eine eindeutige Identifizierung der Wirtsorganismen zwar nicht mog-
lich, die erhaltenen Sequenzdaten belegen jedoch einerseits das Vorkommen generell

transduzierender Phagen in diesem Habitat, andererseits die Eignung der Nachweis-
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technik zur Untersuchung von Transduktionsereignissen bei nicht kultivierbarer Bak-
terien. Es konnte gezeigt werden, dafl die Methode des indikatorunabhéngigen Nach-
weises transduzierender Phagen geeignet ist, um neue Informationen iiber den Aus-

tausch von genetischem Material zwischen Bakterien durch Transduktion zu erhalten.
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2. Charakterisierung der Salmonella-Phagen 7D, PS79 und A12

Die in den letzten Jahrzehnten erworbenen Erkenntnisse iiber die Mechanismen der
Konjugation und Transformation fanden nicht zuletzt ihren Niederschlag bei der Kon-
struktion von Sicherheitsstimmen und Sicherheitsvektoren. Da} genetische Information
auch durch Transduktion tibertragen werden kann, wurde dagegen bei der Sicherheits-
forschung bisher in keinster Weise beriicksichtigt. Ein Ansatz, die Transduktion von
Plasmiden zu unterbinden, kdnnte darin liegen, die Verpackung von Vektoren in Pha-
genkopfe zu verhindern. Fiir die erfolgreiche Verpackung jeglicher DNA in einen
Phagenpartikel ist das DNA-Erkennungssignal fiir die Terminase, die pac site, unab-
dingbar. Es stellt sich daher die Frage, ob Phagen einer Bakteriengruppe Terminasen
mit gleicher oder dhnlicher pac site-Erkennungsspezifitit besitzen und damit Sicher-
heitsvektoren fiir diese Bakterienspezies oder -gattung dadurch konstruiert werden
konnten, dall pac-dhnliche Sequenzen eliminiert werden. Durch Untersuchungen, die
sich mit dem Vorkommen lysogener Stimme bei Naturisolaten der Gattung Sal/monella
befaliten (Schicklmaier und Schmieger, 1995), sowie durch die zur Phagentypisierung
weltweit eingesetzte Anderson-Sammlung von Salmonella-Phagen stand eine umfassen-
de Laborkollektion bisher nicht charakterisierter Bakterienviren zur Verfiigung. Um
neue Informationen iiber die Vielfalt der Phagen von Salmonella zu erhalten, wurden
drei Vertreter der Laborsammlung, 7D, PS79 und A12, mikrobiologisch und molekular-
biologisch untersucht. Mal3gebliches Auswahlkriterium war dabei die in Vorversuchen
durch DNA-Hybridisierungsexperimente gezeigte Nichtverwandtschaft dieser Bakterio-
phagen mit dem derzeit wohl bestuntersuchten Sa/monella-Phagen P22 sowie mit
anderen prominenten Bakterienviren (vgl. dazu 2.1.). Obwohl sich diese Studien
ausschlieBlich mit der Situation bei Salmonella und ihren Phagen beschéftigten, darf
angenommen werden, dall die gewonnenen Erkenntnisse als exemplarisch, zumindest
auch fiir die gentechnisch weitaus bedeutendere Spezies Escherichia coli, gewertet
werden konnen. (Fiir S. enterica serov. typhimurium wird im folgenden die Bezeich-

nung S. typhimurium verwendet.)

2.1. Verwandtschaft der Phagen mit anderen prominenten Bakteriophagen und

untereinander

Um zu iiberpriifen, ob die Phagen 7D, PS79 und A12 Verwandtschaft zu bereits charak-
terisierten prominenten Vertretern der allgemein transduzierenden Bakterienviren oder
untereinander aufweisen, wurden Southern Blot-Experimente durchgefiihrt. Als promi-
nente Testphagen dienten zwei Vertreter der Lambdoiden, P22 und Lambda, sowie die
Coliphagen P1 und Mu.
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Gesamt-DNA der Phagen wurde mit EcoRI gespalten, gelelektrophoretisch getrennt und
auf Nylonmembranen iibertragen. Als Hybridisierungssonden wurde EcoRI-gespaltene,
mit Digoxigenin markierte Gesamt-Phagen-DNA eingesetzt. Die durchgefiihrten Hybri-

disierungsexperimente und deren Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefalit.

EcoRI- Hybridisierungssignal mit der DNA-Sonde des Phagen
Restriktionsmuster der
A P22 Pl Mu 7D PS79 Al2
DNA des Phagen
7D - - - - + - -
PS79 ] 2400 bp- ] ] ] N i
Fragment
Al2 - - - - - - +

Tab. 5: Ergebnisse der Southern Blot-Hybridisierung EcoRI-gepaltener Phagen-DNA mit Gesamt-
Phagen-DNA-Sonden. +: Hybridisierungssignal mit allen DNA-Fragmenten, -: kein Hybridisierungs-

signal.

Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dall die Phagen 7D, PS79 und A12 auf
DNA-Ebene keine Homologien und damit keine Verwandtschaft zu einem der anderen
prominenten Phagen und auch nicht untereinander aufweisen.

Das mit der P22-Sonde hybridisierende ca. 2400 bp grole DNA-Fragment der PS79-
EcoRI-Spaltung konnte keiner identifizierbaren Bande im Restriktionsmuster des Pha-
gen zugeordnet werden. Die Gegenprobe mittels Southern Blot der EcoRI-Spaltfrag-
mente von P22 und Hybridisierung mit einer PS79-Sonde zeigte ein Signal mit der 1100
bp grofen F-Bande von P22, einem Genomabschnitt des Phagen, der keine essentiellen
Gene triagt (vgl. Abbildung 8). Eine phylogenetische Beziehung zwischen P22 und PS79
konnte aufgrund dieser Ergebnisse ausgeschlossen werden. Die Ursache fiir die detek-
tierten Hybridisierungssignale ist nicht bekannt. Bei P22 und PS79 handelt es sich um
generell transduzierende Bakteriophagen (vgl. dazu 2.5.). DNA-Prédparationen dieser
Bakterienviren enthalten daher neben der Phagen-DNA genomische DNA der phagen-
propagierenden Wirtszellen. Die detektierten Hybridisierungssignale kdnnten somit
durch bakterielle Sequenzen oder kryptische Prophagen-DNA verursacht werden, die
von einem der beiden Phagen héufig transduziert werden und Homologien zum Genom
des jeweils anderen Phagen aufweisen. Mdglich wire auch, dall die detektieren Signale
durch homologe dominante DNA-Fragmente der Wirtszelle, die beide Phagen haufig
transduzieren, hervorgerufen werden.

Die Phagen 7D, PS79 und A12 zeigten zudem auf DNA-Ebene keine Homologien
untereinander. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Phagen als Vertreter dreier bis-

her unbekannter Phagenfamilien eingestuft und im folgenden genauer charakterisiert.
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Abb. 8: Hybridisierungsmuster homologer DNA-Fragmente in DNA-Praparationen der Phagen PS79
und P22. Gezeigt ist das Ergebnis der Hybridisierung EcoRI-gespaltener DNA der Phagen PS79 und P22
mit digoxigeninmarkierter Gesamt-Phagen-DNA.

2.2. Plaquemorphologie

Bei der Plattierung eines Gemischs von Indikatorbakterien und Phagen in einer Weich-
agardeckschicht bilden nichtinfizierte Zellen auf der Platte einen geschlossenen Wachs-
tumsrasen, wahrend infizierte Zellen nach kurzer Zeit lysieren und dabei Phagennach-
kommen freisetzen, die ihrerseits wiederum benachbarte Bakterienzellen infizieren.
Dieser Zyklus von Phageninfektion und Phagenfreisetzung endet, wenn die zu Mikro-
kolonien herangewachsenen Indikatorbakterien aufgrund von Néhrstoffmangel oder
gegenseitiger Hemmung ihr Wachstum einstellen. Bei geeignetem Mischungsverhéltnis
von Indikatorzellen und Phagen wird das Resultat der Vermehrung jedes einzelnen Pha-
gen als ringformiges, aufgeklartes Areal auf der konfluent bewachsenen Agarplatte
sichtbar, das als Plaque bezeichnet wird. Wahrend Plaques, die von virulenten Phagen
gebildet werden, klar sind, da alle infizierten Bakterien lysiert werden, bilden temperen-
te Phagen Plaques, die aufgrund des Wachstums lysogener immuner Bakterien triib
erscheinen. Je nach Phagentyp, Wirtsorganismus und physiologischen Bedingungen zei-
gen Plaques fiir einen Phagen typische Charakteristika in Grof8e und Aussehen.

Zur Bestimmung der Plaquemorphologie wurden geeignete Verdiinnungen der Phagen-
lysate von 7D, PS79 und A12 mit phagensensiblen Bakterienstimmen gemischt, in
einer Weichagardeckschicht auf LB-Agarplatten plattiert und bei 37°C iiber Nacht inku-
biert.
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Phage Indikatorstamm Plaquedurchmesser Plaquetyp Vermehrungstyp
7D DB21 1 mm triib temperent

PS79 LB5000 > 1 mm triib temperent
Al2 DB21 1,5 mm klar virulent

Tab. 6: Plaquemorphologie der Phagen PS79, P7 und A12 auf zur Vermehrung geeigneten Indikatoren.

Wihrend die Phagen 7D und PS79 trilbe Lyseareale aufwiesen und daher dem tempe-
renten Vermehrungstyp zuzuordnen sind, bildet A12 klare Plaques und stellt damit ein-
en Vertreter der virulenten Phagen dar. Alle drei Phagen zeigten Plaques mit scharfen
Réndern. Die Durchmesser der Lyseareale konnen, etwa im Vergleich zu denen des

Phagen P22 (Durchmesser ca. 5 mm), als sehr klein bezeichnet werden.

2.3. Untersuchungen zur Kinetik der Phagenvermehrung

Die geringe GroBe der Plaques von 7D, PS79 und A12 konnte verschiedene Ursachen
haben. Wie in einer Studie von Elford und Andrewes (1932) gezeigt wurde, bilden Pha-
gen mit kleiner PartikelgroBe in festen Wachstumsmedien grofere Lyseareale als Pha-
gen mit groen Viruspartikeln. Dieser Befund wurde auf eine schnellere Diffusion und
die daraus resultierende weitere Verbreitung kleiner Phagenpartikel in der begrenzten
zur Plaquebildung verfiigbaren Zeit zuriickgefiihrt. Kleine Plaques konnen jedoch auch
dadurch hervorgerufen werden, da3 Phagen auf den zur Verfiigung stehenden Indikato-
ren in der durch die physiologische Aktivitidt der Bakterienzellen begrenzten Zeit nur
eine geringe Zahl von Nachkommen produzieren. Eine lange Latenzperiode (Zeitspanne
zwischen Infektion und Freisetzung der Nachkommen) oder eine geringe Wurfgrofle
(Anzahl freigesetzter Phagen pro infizierter Zelle) der Phagen kamen damit ebenso als
Ursache fiir den Befund der Plaquemorphologie in Betracht. Untersuchungen zur Kine-
tik der Phagenvermehrung erschienen daher, insbesondere im Hinblick auf die Optimie-
rung der experimentellen Bedingungen zum Test der Transduktionsfahigkeit dieser
Bakteriophagen (vgl. 2.5.), notwendig.

Um Informationen iiber die Vermehrungszyklen der Phagen zu erhalten, wurde das
Wachstum infizierter Indikatorkulturen sowie die zeitliche Anderung der Phagenkon-
zentrationen wihrend der Infektion bestimmt. Indikatorkulturen wurden zu Beginn der
exponentiellen Wachstumsphase geteilt und je eine Hélfte der Kultur mit vier bis acht
Phagen pro Bakterienzelle infiziert. Wéahrend der Infektion wurde das Bakterienwachs-
tum durch Bestimmung der optischen Dichte der Kulturen bei 580 nm sowie die Zahl
freier Phagen durch Bestimmung des Phagentiters ermittelt. Die Abbildungen 9a - 9c¢

zeigen je ein typisches Ergebnis der getesteten Phagen-Wirts-Kombinationen.
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Aus den erhobenen Daten konnten folgende Charakteristika der Phagen-Wirts-Kombi-
nationen abgeleitet werden:

Uber 99% der Phagen vom Typ 7D adsorbierten innerhalb von 20 Minuten nach Zugabe
an die Wirtszellen des Stamms DB21. Nach der Infektion kam es zu einer deutlichen
Verzogerung des bakteriellen Wachstums der infizierten Kultur im Vergleich zur Kon-
trollkultur. Dies wies auf eine drastische Verdnderung der Syntheseleistungen infizierter
Zellen hin. 60 Minuten nach Zugabe der Phagen waren erste Anzeichen fiir eine Ab-
nahme der Zellzahl der infizierten Kultur durch Lyse festzustellen. Zeitgleich stieg der
Phagentiter durch die Freisetzung der neuen Phagengeneration an. Trotz der insgesamt
geringen Abnahme der optischen Dichte der infizierten Kultur lag der Phagentiter 200
Minuten nach der Infektion um den Faktor 76 hoher als der Infektionstiter. Dieses
Ergebnis zeigte, dal zwar nur wenige Zellen lysiert, aus diesen jedoch eine grofle An-
zahl neuer Phagen freigesetzt wurden (Abbildung 9a).

Wie Experimente zur Wirtsspezifitit zeigten, stand fiir die Vermehrung des Phagen
PS79 nur der S. typhimurium-Stamm LB5000 zur Verfligung (vgl. dazu 2.6.). Der Phage
zeigte jedoch nur eine geringe Affinitit zu den Indikatorzellen. Erst nach 80 Minuten
hatten etwa 96% der zugegebenen Phagen adsorbiert. Eine geringe Wachstumsverzoge-
rung der infizierten Kultur konnte 60 Minuten nach Phagenzugabe festgestellt werden.
Erste Phagen der neuen Generation wurden nach einer Latenzphase von 120 Minuten
freigesetzt. Parallel zum Ansteigen des Phagentiters kam es zu einer Verringerung der
Zellzahl durch Lyse. Insgesamt konnte, bezogen auf den Infektionstiter, eine Erh6hung
des Phagentiters um den Faktor 45 festgestellt werden (Abbildung 9b).

A12 zeigte eine hohe Affinitdt zu Wirtszellen des Stammes DB21. Nach 5 Minuten wa-
ren in der infizierten Kultur weniger als 1% der zugegebenen Phagen nachweisbar
(Daten nicht gezeigt). Die Freisetzung der neuen Phagengeneration begann zwischen 60
und 80 Minuten nach der Infektion. Zwischen 20 und 30 Minuten nach Zugabe der
Phagen kam die Vermehrung der Wirtszellen zum Stillstand. Mit beginnender Freiset-
zung der neuen Phagenpopulation nahm die optische Dichte der Kultur stetig ab und
ging nahezu gegen Null (Abbildung 9c). Die ermittelte mittlere Wurfgro3e des Phagen
war mit ca. 38 Phagen pro infizierter Zelle jedoch gering.
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Abb. 9a: Vermehrungszyklus des Phagen 7D.
Dargestellt ist die zeitliche Verdanderung der optischen Dichte (ODsg) der Indikatorkultur im Vergleich
zu einer nichtinfizierten Kultur sowie die zeitliche Verdnderung der Phagentiter (PFU/ml) von der Infek-

tion bis zur Freisetzung der neuen Phagengeneration.

72



Ergebnisse
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Abb. 9b: Vermehrungszyklus des Phagen PS79.
Dargestellt ist die zeitliche Verdnderung der optischen Dichte (ODsg) der Indikatorkultur im Vergleich
zu einer nichtinfizierten Kultur sowie die zeitliche Verdnderung der Phagentiter (PFU/ml) von der Infek-

tion bis zur Freisetzung der neuen Phagengeneration.
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1,6
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Abb. 9c: Vermehrungszyklus des Phagen A12.
Dargestellt ist die zeitliche Verdanderung der optischen Dichte (ODsg) der Indikatorkultur im Vergleich
zu einer nichtinfizierten Kultur sowie die zeitliche Verdnderung der Phagentiter (PFU/ml) von der Infek-

tion bis zur Freisetzung der neuen Phagengeneration.
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Da es sich bei den Phagen 7D und PS79 um temperente Bakterienviren handelt, fiihrt
ein Teil der Infektionsereignisse zur Lysogenisierung der Wirtszellen. Daher erlauben
diese Experimente keine Riickschliisse auf die mittlere WurfgroBBe. Die geringe Grofle
der Plaques, die 7D auf dem Indikator DB21 bildet, ist jedoch offensichtlich auf die
Lyse eines nur geringen Anteils der Zellen der infizierten Kultur zuriickzufiihren. Im
Fall von PS79 liegt die Ursache der kleinen Lyseareale in der langen Latenzzeit
begriindet, die durch die geringe Affinitidt des Phagen zu den Zellen des Wirtes LB5S000
verursacht wird. Al12-infizierte DB21-Zellen setzen nur eine geringe Zahl von Phagen-

nachkommen frei, was die Ausbreitung der Lyseareale ebenfalls negativ beeinfluf3t.

2.4. Taxonomische Einordnung

Die taxonomische Einordnung der Phagen 7D, PS79 und A12 erfolgte nach der erstmals
von Bradley (1967) vorgenommenen und von Ackermann und Eisenstark (1974) erwei-
terten Einteilung von Bakteriophagen in 18 Gruppen auf Grund von morphologischen
und Nukleinsdure-Merkmalen (DNA, RNA, ds, ss). Bei allen drei Phagen handelt es
sich um Vertreter des Nukleinsduretyps ds-DNA. Die weitere Klassifizierung erfolgte
nach morphologischen Gesichtspunkten unter Verwendung elektronenmikroskopischer
Aufnahmen der Phagenpartikel, die von Herrn Prof. Dr. Wanner, Institut fiir Botanik
der LMU Miinchen, angefertigt wurden.

Abb. 10: Morphologie der Phagen 7D, PS79 und A12.

Tabelle 7 faB3t die morphologischen Merkmale der Phagen 7D, PS79 und A12 sowie die
Ergebnisse der taxonomischen Einordnung zusammen. Damit handelt es sich bei den
Phagen 7D, PS79 und A12 um drei Vertreter der Ordnung Caudovirales (Bakterio-
phagen mit Schwanz), die aufgrund der unterschiedlichen Beschaffenheit der Phagen-
schwinze den drei Familien dieser Phagengruppe (Ackermann, 2000) zugeordnet wer-
den konnten.

Unter mehr als 5100 seit 1959 elektronenmikroskopisch untersuchten Bakteriophagen
haben Phagen mit Schwanz mit ca. 96% den weitaus grofiten Anteil, wiahrend die iibri-
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gen ca. 4% zu den Ordnungen kubische, filamentdse oder pleomorphe Phagen zdhlen.
Unter den Caudovirales wiederum zéhlen 60,8% zur Familie der Siphoviridae
(Schwanz lang, nicht kontraktil), 25,1% zur Familie der Myoviridae (Schwanz kontrak-
til) und 14,1% zur Familie der Podoviridae (Schwanz kurz) (Ackermann, 2001).

Phage Kopf Schwanz Familie
Form: Tkosaeder
7D kurz (< 10 nm) Podoviridae
@ ca. 60 nm
Form: Ikosaeder .
PS79 lang (ca. 90 nm); kontraktil Myoviridae
@ ca. 50 nm
Form: Ikosaeder lang (ca. 100 nm); nicht ] o
Al2 . Siphoviridae
@ ca. 50 nm kontraktil

Tab. 7: Morphologische Merkmale der Phagen 7D, PS79 und A12 und Zuordnung der Phagen zu den

Familien der Ordnung Caudovirales.

Bei der taxonomischen Einordnung von Bakterienviren muf3 jedoch berticksichtigt wer-
den, daB diese keine Aussagen hinsichtlich der Evolution oder Phylogenie zulassen.
Molekularbiologische Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dal Phagen
einer Familie trotz &hnlicher Morphologie vollig unterschiedliche Charakteristika in
Genomorganisation und Replikationsmodus zeigen und daher in vielen Féllen phyloge-

netisch wenig oder nicht verwandt sind.

2.5. Untersuchung der Phagen beziiglich ihrer Fiahigkeit zur generellen
Transduktion

Von besonderem Interesse war die Frage, ob die Phagen 7D, PS79 und A12 die Fahig-
keit besitzen, chromosomale Gene oder Plasmide durch generelle Transduktion zu iiber-

tragen, und damit Anteil am Genfluf3 in mikrobiellen Lebensgemeinschaften haben.

2.5.1. Transduktion chromosomaler Markergene

Da keinerlei Informationen dariiber vorlagen, ob und, wenn ja, wo die Phagen in das
Wirtschromosom integrieren, wurde fiir jeden Phagen die Transduktion von zwei
chromosomalen Markergenen mit einem Abstand von mehr als einer Minute auf dem
Chromosom von Salmonella untersucht. Diese Vorgehensweise war notwendig, da
unter Berticksichtigung von nur einem Markergen nicht ausgeschlossen werden konnte,
daB diese Phagen speziell transduzierende Partikel durch fehlerhafte Exzision bilden.

Die Grofle eines DNA-Fragments, das ein Phage transduzieren kann, wird durch dessen
Kopfvolumen begrenzt. Aufgrund der Resultate der morphologischen Untersuchung der

Phagen 7D, PS79 und A12 konnte davon ausgegangen werden, da3 deren Verpackungs-
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kapazitdt mit der des Phagen P22 (Kopfdurchmesser ca. 60 nm) vergleichbar ist. P22 ist
in der Lage, etwa 1% (45 kb) der chromosomalen DNA seines Wirtes zu verpacken,
was einer Minute auf der Karte des Salmonella-Chromosoms entspricht.

Auf Spenderstimmen gezogene Lysate wurden mit Empfangerzellen (m.o.i. = 3) ge-
mischt und zur Adsorption der Phagenpartikel an die Wirtszellen bei 37°C inkubiert.
Die Inkubationszeiten wurden so gewahlt, da3 davon ausgegangen werden konnte, dal3
iiber 90% der Phagen adsorbiert hatten (vgl. 2.3.). Transduktionsansitze zur Ubertra-
gung von Antibiotikaresistenzmarkern wurden auf antibiotikahaltigen Agarplatten aus-
plattiert. Die Ubertragung von Auxotrophiemarkern wurde auf Minimalmedienplatten
getestet.

Tabelle 8 falt die im Rahmen der Untersuchung durchgefiihrten Transduktionsexperi-
mente sowie deren Ergebnisse zusammen. Fiir jedes Experiment wurde das Verhiltnis
von Transduktanten zu infektiosen Partikeln (T/P-Wert) bestimmt.

Bakteriophage | Spenderstamm Empfingerstamm Markergen T/P-Wert
"D DB21::Tnl10 DB21(7D) tet® (47 min) 58x 107"
DB21 HisB22(H1;7D) hisB22 (34 min) 72x 107

PST9 LB5000trp” LB5000(PS79) trpB8 (42 min) 4,7x 10”7
LB5000::Tn10 LB5000(PS79) tet® (47 min) 7,2x 107

AL DB21 HisB22(H1) hisB22 (34 min) 2,7x10%
DB21 Try8(sie) trpB8 (42 min) 12x107°

Tab. 8: Transduktion chromosomaler Markergene.

Dargestellt sind die zur Uberpriifung der Fihigkeit der Phagen 7D, PS79 und A12 zur generellen Trans-
duktion eingesetzten Kombinationen von Spender- und Empfingerstimmen sowie die zur Selektion
rekombinanter Phénotypen eingesetzten Markergene. Die Lage der Markergene auf der genetischen Karte
von Salmonella typhimurium nach Sanderson et al. (1995) ist in Klammern angegeben. T/P-Werte stellen
die gemittelten Ergebnisse von je vier Transduktionsexperimenten dar. Die Infektion erfolgte jeweils mit

der m.o.i. = 3.

Die Transduktionsexperimente zeigten eindeutig, dall die Phagen 7D, PS79 und A12 in
der Lage sind, genetische Marker aus verschiedenen Bereichen des Sa/monella-Chro-
mosoms zu transduzieren. Damit sind sie den generell transduzierenden Phagen zuzu-
ordnen. Die Verhiltnisse von Transduktanten zu infektiosen Partikeln zwischen 107
und 107 liegen in der GroéBenordnung der bekannten T/P-Werte von 107 bis < 107, die
fiir verschiedene Marker fiir P22 ermittelt wurden (Schmieger, 1972).
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2.5.2. Transduktion von Plasmiden

Phagen, die chromosomale Marker durch generelle Transduktion iibertragen kdnnen,
sind hdufig auch in der Lage, Plasmide ihrer Wirtszelle zu verpacken und zu transferie-
ren. Nach dem derzeitigen Wissensstand konnen plasmidtransduzierende Partikel durch
zwei unterschiedliche Mechanismen gebildet werden. Einer dieser Mechanismen beruht
auf der Bildung eines Kointegrats aus Plasmid- und Phagen-DNA, das durch rolling
circle-Replikation vervielfiltigt und, ausgehend von der pac site auf der Phagen-DNA,
in Phagenpartikel verpackt wird (Orbach und Jackson, 1982). Ein anderes Prinzip stellt
die Verpackung, ausgehend von einer pac-dhnlichen Sequenz auf dem Plasmid, dar.
Dies erfordert die Bildung eines Plasmidkonkatemers iiber den rolling circle-Mechanis-
mus, wodurch die bendtigte Linge des DNA-Molekiils fiir die Fiillung eines Phagen-
kopfes (headful-Mechanismus) erreicht wird (Schmidt und Schmieger, 1984).

Zur Uberpriifung der Transduktionsfihigkeit wurden plasmidhaltige Abkémmlinge der
Stimme DB21, DB21(7D) und LB5000(PS79) durch Transformation mit pBR322-
Plasmid-DNA hergestellt und die Phagen auf diesen Spenderstimmen vermehrt. Die
Infektion der Empfingerstimme erfolgte mit der m.o.i. = 3. Die erfolgreiche Ubertra-
gung wurde durch Selektion der Transduktanten auf die Expression der plasmidko-
dierten Ampicillinresistenz auf antibiotikahaltigen Agarplatten nachgewiesen. Zudem
wurden Plasmide der Transduktanten isoliert und nach Restriktionsspaltung mit EcoRI
und Gelelektrophorese mit dem Originalplasmid verglichen (Daten nicht gezeigt).
Tabelle 9 zeigt die getesteten Phagen-Empfanger-Kombinationen sowie die ermittelten

T/P-Werte der Transduktionsexperimente.

Bakteriophage Empfingerstamm T/P-Wert
7D DB21(7D) 4,4x 107

PS79 LB5000(PS79) 3,0x10°

Al2 DB21 <1,1x 10"

Tab. 9: Transduktion von Plasmiden.
Dargestellt sind die eingesetzten Phagen-Empfanger-Kombinationen. T/P-Werte stellen die gemittelten
Ergebnisse von je vier Transduktionsexperimenten dar. Die Infektion erfolgte jeweils mit der m.o.i. = 3.

Die Fahigkeit, pPBR322 zu transduzieren, konnte fiir 7D und PS79 nachgewiesen wer-
den. Al2-Lysate enthielten dagegen keine nachweisbaren pBR322-transduzierenden
Partikel. Ebenso erfolglos blieben weitere Transduktionsversuche mit den Plasmiden
pET32 und pIC19H.

Da es sich bei A12 um einen virulenten Phagen handelt, stand fiir Transduktions-

experimente kein Al12-immuner Empfangerstamm zur Verfiigung. Es bestand daher die
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Moglichkeit, dal Zellen, auf die Plasmid-DNA iibertragen worden war, durch eine
gleichzeitige Infektion mit weiteren Phagenpartikeln lysiert wurden. Diese Ursache
konnte durch Experimente, bei denen Empfangerkulturen mit geringen Infektionsmulti-
plizitdten infiziert wurden (m.o.i.: 0,5 und 1) und die ebenfalls negative Ergebnisse
zeigten, ausgeschlossen werden. Es mull daher angenommen werden, dal die getesteten
Plasmide keine Sequenzen tragen, die als Verpackungsstartpunkt fiir A12 dienen kon-
nen bzw. daf} keine ausreichend grolen DNA-Molekiile in Form von Phagen-Plasmid-
Kointegraten bzw. Plasmidkonkatemeren fiir die Fiillung der Phagenkdpfe zur Verfii-

gung stehen.

2.6. Das Wirtsspektrum

Phagen besitzen spezielle Strukturkomponenten zur irreversiblen Anheftung und zum
Transfer ihres genetischen Materials in die Wirtszelle. Der Wirtsbereich eines Phagen
ist durch definierte molekulare Interaktion zwischen Phage und Wirtszelloberfldche
determiniert. Zusitzlich konnen Schutzmechanismen der Bakterienzellen, wie Restrik-
tions-Modifikations-Systeme, Barrieren fiir eine erfolgreiche Infektion darstellen. Von
besonderer Bedeutung bei generell transduzierenden Phagen ist die Frage, ob diese in
der Lage sind, stamm- oder speziesiibergreifende Wirtsspektren erfolgreich zu infizie-
ren. Die Phagen 7D, PS79 und A12 wurden daher einerseits auf ihre Vermehrungsfahig-
keit auf verschiedenen Stimmen von S. #yphimurium untersucht, die sich hinsichtlich
threr Zelloberfliche sowie ihrer Restriktions-Modifikations-Systeme unterscheiden,
andererseits auf ihre Vermehrung auf der zu Sal/monella nah verwandten Spezies E.
coli. Je 100 pl 102 - 10® verdiinnter Phagenlysate wurden mit Bakterienzellen ge-
mischt, in einer Weichagardeckschicht auf LB-Agarplatten plattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Durch die Verdiinnung der Phagenlysate wurde sichergestellt, da3 keine
falsch positiven Ergebnisse durch das Austitrieren der Restriktionsenzyme infolge zu
hoher Phagentiter simuliert wurden.

Folgende Bakterienstimme wurden als Indikatoren eingesetzt: S. typhimurium DB21, S.
typhimurium LB5000, S. typhimurium LB5010 sowie E. coli C. Bei DB21 handelt es
sich um einen prototrophen Wildtyp serovar LT-2. Die Stimme LB5000 und LB5010
weisen in allen drei fir S. fyphimurium LT-2 beschriebenen Restriktionssystemen
Defekte auf. Sie besitzen jedoch funktionsfihige Modifikationssysteme (Bullas und
Ryu, 1983) und unterscheiden sich untereinander beziiglich ihrer Zelloberflache.
LB5000 besitzt wie DB21 O-spezifische Polysaccharidketten, was Kolonien dieses
Stammes ein glattes (smooth) Aussehen verleiht. Bei LB5010 fehlen diese Strukturen
aufgrund eines Defekts im Galactose-Epimerase-Gen ganz oder teilweise (Schlegel,
1992), wodurch die Oberfliche der Kolonien rauh (rough) erscheint. Dadurch werden
bei LB5010 Rezeptoren auf der Zelloberfliche zugénglich, die sonst durch die LPS-
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Schicht maskiert vorliegen. Bei E. coli C handelt es sich um einen Wildtypstamm ohne

Restriktionsysteme. Tabelle 10 faBt die Ergebnisse zu Uberpriifung der Wirtsspezifitit

zusammen.
Phage
Indikator 7D PS79 Al2
S. typhimurium DB21 + - +
S. typhimurium LB5000 + +
S. typhimurium LB5010 + - +
E. coli C - - -

Tab. 10: Vermehrung der Phagen PS79, P7 und A12 auf verschiedenen Indikatoren.
+: erfolgreiche Phagenvermehrung, -: keine Phagenvermehrung.

Die Phagen 7D und A12 konnten auf allen getesteten Indikatoren von S. typhimurium
vermehrt werden. Dies zeigt einerseits, dal ihre DNA vor dem Abbau durch die
Restriktionsenzyme von LT-2 geschiitzt ist, andererseits, da3 die fiir die Infektion dieser
Phagen notwendigen Rezeptoren auf der Zelloberfliche nicht durch die LPS-Schicht
maskiert werden. Beim Phagen PS79 dagegen, der nur auf LB5000 vermehrt werden
konnte, handelt es sich um einen smooth-spezifischen Vertreter der Salmonella-Phagen.
Uberraschend war in diesem Zusammenhang die Tatsache, daB PS79 nicht in der Lage
ist, den smooth-Stamm DB21 zu infizieren. Durch die Bestimmung des Phagentiters
wihrend der Infektion einer DB21-Kultur mit PS79 konnte gezeigt werden, da3 der
Phage nicht an Zellen dieses Stammes adsorbiert. In einem Zeitraum von 0 bis 100
Minuten nach der Infektion verringerte sich die Zahl freier Phagen lediglich um 4%.
Keiner der Phagen konnte auf dem Stamm E. coli C vermehrt werden. Auch in diesen
Fillen war nahezu keine Abnahme des Phagentiters (< 8%) bis 100 Minuten nach der
Infektion festzustellen.

Es ist anzunehmen, daf3 die Unféhigkeit der Phagen, E. coli zu infizieren, auf das Fehlen
oder die Maskierung von fiir 7D, PS79 und A12 spezifischen Rezeptoren auf der Ober-
fliche der Zellen zuriickzufiihren ist. Dies wurde als Hinweis auf den engen Wirtsbe-

reich der Phagen gewertet.

2.7. Schutzmechanismen lysogener Zellen

Im Gegensatz zu virulenten Phagen, bei denen die Infektion einer Wirtszelle unmittel-
bar zur Produktion von Phagennachkommen und damit zum Tod der propagierenden
Zelle fiihrt, sind temperente Phagen nach erfolgreicher Injektion ihrer DNA in die
Wirtszelle in der Lage, zwei prinzipiell unterschiedliche Strategien fiir ihre Vermehrung
zu nutzen (Abbildung 11).

80



Ergebnisse

Adsorption, sensibles
DNA- Ejeknon Bakferrum
gqhei!fe Zellg,

wieder sensibel
‘\
2 ngschluss :
spontaner Verlust
./ Ausschneide des Prophagen

des Prophugy % (sehr selten)

Srs? |
P ./ J Lytischer Zyklus ,tnduk”on,z
B durch UV

Lyse der Zelle und
Virus-
Frefserzung\ Integration }-@
der Virus -ONA
Zellteilung - stabile
- Vererbung des Prophagen

Virus - Vi
Morphogenese irusvermehrung

Abb. 11: Vermehrungsstrategien temperenter Bakteriophagen (aus Klaus et al., 1992).

Wihrend bei einem Teil der Infektionsereignisse die lytische Vermehrung des Phagen
mit anschlieBender Lyse der Wirtszelle unter Freisetzung der Phagennachkommen statt-
findet, bleibt bei dem anderen Teil die Produktion von Phagen aus. Die vegetative Ver-
mehrung des Phagen wird unterdriickt, das Phagengenom stabil in das Genom der
Wirtszelle integriert und bei deren Vermehrung an die Tochterzellen weitergegeben.
Das reprimierte Genom des Phagen wird als Prophage, die den Prophagen tragende
Zelle als lysogen bezeichnet. Lysogene Zellen bleiben zwar weiterhin empfindlich
gegeniiber Infektion durch andere Phagentypen (heteroimmune Superinfektion), sie sind
jedoch generell gegen Infektionen mit dem gleichen Phagen (homoimmune Superinfek-
tion) immun.

Die Immunitét lysogener Zellen wird dabei unter anderem durch phagenkodierte spezi-
fische Repressormolekiile vermittelt, die die Transkription viraler Gene durch Bindung
an Operatorregionen der Prophagen-DNA blockieren. Diese Repressoren wirken zudem
auf die Operatoren superinfizierender Phagen, die in ihrer Repressor-Operator-Spezifitit
dem Prophagen gleichen (homoimmune Phagen). Neben der repressorvermittelten
Immunitédt sind weitere Mechanismen beschrieben, wie die Verdnderung von Ober-
flachenrezeptoren (Uetake und Hagiwara, 1972) oder der Restriktions-Modifikations-
Systeme (Arber und Wauters-Willems, 1970), die eine prophagentragende Zelle durch
lysogene Konversion vor weiteren Phageninfektionen schiitzen. Eine Uberpriifung der
neuen Phagen auf ihre Féahigkeit, P22-lysogene Zellen zu infizieren sowie Zellen, die

7D oder PS79 als Prophagen tragen, vor der Infektion mit anderen Phagen zu schiitzen,
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sollte Informationen iiber die Repressor-Operator-Spezifititen und andere Schutz-
mechanismen lysogener Zellen vor weiteren Phageninfektionen liefern.

Um den Prophagenstatus und die Immunitdt gegen iiberinfizierende Phagen aufrecht zu
erhalten, besitzt der Phage P22 ein zweiteiliges Immunitétssystem. Das immC-System
umfaflt den kodierenden Bereich des C2-Repressors sowie die durch diesen Repressor
negativ regulierten Operatoren Og und Oy, die die Expression der "frithen Gene" in der
lytischen Entwicklung des Phagen regulieren. Die zweite Region, imml, enthdlt die
Gene fiir den Mnt-Repressor (maintenance) sowie den Antirepressor, Ant. Da die Ex-
pression des Antirepressors, der seinerseits den C2-Repressor inaktiviert, negativ durch
die Bindung des Mnt-Repressors reguliert wird, miissen zur Aufrechterhaltung des Pro-
phagenstatus beide Repressormolekiile, C2 und Mnt, in ausreichender Menge in der
Zelle vorhanden sein. Da es sich bei C2 und Mnt um trans-aktive Faktoren handelt, bin-
den diese auch an die Operatoren iiberinfizierender sowie die anderer Phagen mit homo-
logen Operatorregionen und unterdriicken dadurch deren lytische Vermehrung. Zusitz-
lich besitzen fiir den Wildtyp von P22 lysogene Zellen noch weitere Mechanismen zum
Schutz gegen Uberinfektion mit verwandten Phagen, deren Vermehrung nicht durch C2
und Mnt unterdriickt werden kann. Diese sogenannten superinfection exclusion-Systeme
(sieA und sieB) wurden im Immunitétstest durch Verwendung einer P22 sie’-Mutante
ausgeschaltet, da sie auch bei Phagen, die keine P22-homologen Operatorregionen
besitzen, repressorvermittelte Homoimmunitit vorspiegeln wiirden.

Zum Test wurden der Stamm DB21(P22sie) in Weichagar auf LB-Agarplatten plattiert
und je 10 pl 107 - 10°° verdiinnter Lysate der Phagen 7D und A12 aufgetropft. Durch
das Auftropfen verschiedener Verdiinnungen wurde gewéhrleistet, dal Repressormole-
kiile des Prophagen nicht durch die gleichzeitige Infektion der lysogenen Zellen mit
mehreren Testphagen ausverdiinnt wurden, was zu falsch positiven Ergebnissen fiihren
kann. Deutliche Lyseareale in den Tropfbereichen beider Phagen auf dem Indikator-
stamm zeigten eindeutig, daB3 diese heteroimmun zu P22 sind. Der Phage PS79 konnte
mit diesem System nicht getestet werden, da er nicht in der Lage ist, DB21 zu infizieren
(vgl. 2.6.).

Fiir weitere Untersuchungen wurden 7D-lysogene und PS79-lysogene Stimme von
DB21 bzw. LB5000 auf Immunitét gegen Infektionen mit den Phagen P22, ES18 sowie
7D, PS79 und A12 iiberpriift. Die Durchfiihrung erfolgte wie oben beschrieben. Wie
Tabelle 11 zeigt, sind die lysogenen Stimme gegen die Infektion mit den Phagen ge-
schiitzt, die sie als Prophagen tragen. Der Prophage 7D schiitzt seine Wirtszelle vor
Infektionen mit dem Phagen ES18, nicht jedoch vor P22. Dieses Ergebnis iiberraschte
insofern, als ES18 wie P22 das immC-System zur Unterdriickung der Expression der
"friihen Gene" in der vegetativen Vermehrung benutzt. Im Gegensatz zu P22 besitzt

ES18 jedoch kein imml-System und damit keinen Antirepressor. Aus diesem Grund
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kann sich P22 auf ES18-lysogenen Zellen vermehren. P22-Lysogene sind dagegen vor
einer Infektion mit ES18 geschiitzt.

Eine mogliche Erkldrung fiir die Sensitivitit 7D-lysogener Zellen fiir P22 kdnnte die
Wirkung des P22-Antirepressors auf den Repressor von 7D sein. Wie bekannt ist, wird
der Antirepressor von P22 nach der Infektion einer Wirtszelle aktiviert und ist in der
Lage, eine Reihe verschiedener Repressoren homoimmuner Phagen wie Lambda, L und
ES18 zu inaktivieren. Man nimmt an, da3 die Induktion eines Prophagen P22 den Zu-
griff auf dessen Genom und damit den Austausch von Modulen ermoglicht (Poteete,
1988). Denkbar wire auch, dall 7D als Prophage eine lysogene Konversion bewirkt, die
den ansonsten ES18-sensitiven Stamm DB21 resistent gegen diesen Phagen werden
1aBt. ES18 und P22 adsorbieren an verschiedene Rezeptoren auf der Oberfldche von S.
typhimurium. Wahrend ES18 an das Ferrichrom-Bindungsprotein Sid K bindet, erfolgt
die Anheftung von P22 iiber das O-Antigen (Beumer et al., 1987). Dadurch ist ES18 im
Gegensatz zu P22 in der Lage, auch rough-Stimme von S. typhimurium zu infizieren.
Eine durch den Prophagen 7D induzierte Verdnderung der Zelloberfldche, die Auswir-
kungen auf Sid K, nicht jedoch auf das O-Antigen hat, konnte zur Resistenz gegeniiber
ES18 fiihren, ohne die Infektiositit von P22 zu beeinflussen. PS79-lysogene Zellen sind
fiir die Infektion mit P22 und ES18 sensibel und somit beziiglich dieser Phagen hetero-

immun.
Phage
Teststamm P22 ES18 7D PS79 Al2
DB21(7D) + - _ + T
LB5000(PS79) + + + - +

Tab. 11: Immunitit 7D und PS79-lysogener Stimme gegeniiber einer Infektion mit verschiedenen Pha-
gen. +: Vermehrung des Phagen auf dem Teststamm, -: keine Vermehrung des Phagen auf dem Test-

stamm.

Der Phage A12 nimmt in diesem Zusammenhang insofern eine Sonderstellung ein, als
es sich um einen Vertreter der virulenten Phagen handelt. Die Infektion einer Zelle mit
A12 fiihrt unabdingbar zur vegetativen Vermehrung des Phagen mit anschliefender
Zerstorung der Wirtszelle. Der Phage ist daher, im Gegensatz zu temperenten Phagen,
nicht auf Schutzmechanismen gegen weitere Phageninfektionen angewiesen. Wie die
Ergebnisse des Immunitétstests zeigten, wird die Vermehrung von A12 durch keinen

der getesteten Prophagen beeintrachtigt.
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2.8. Molekulargenetische Charakterisierung

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden die Ergebnisse der molekulargenetischen
Charakterisierung fiir die Phagen 7D, PS79 und A12 im folgenden getrennt dargestellt.
Abbildung 12 zeigt einen Vergleich der EcoRI-Restriktionsmuster aus den Phagenpar-
tikeln isolierter Gesamt-DNA.
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Abb. 12: Restriktionsmuster EcoRI-gespaltener DNA der Phagen 7D, PS79 und A12.
Als DNA-GroBenstandard (M) diente EcoRI-gespaltene DNA des Phagen P22. URB:
unterrepréisentierte Bande.

2.8.1. Molekulargenetische Charakterisierung des Phagen 7D

2.8.1.1. Restriktionskartierung und Bestimmung der Genomgrofie

Zur Erleichterung der Restriktionskartierung wurde das Genom von 7D subkloniert.
Dazu wurde zunéchst das Verfahren der shotgun-Klonierung eingesetzt. Das Genom des
Phagen wird durch Restriktionsspaltung fragmentiert. Die entstandenen Phagen-DNA-
Fragmente werden mit Plasmid-DNA, die mit einem geeigneten Enzym gedftnet ist und
deren 5'-Enden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert sind, durch Inkubation mit
T4-Ligase verknlipft. Die Vermehrung rekombinanter Plasmide erfolgt durch Transfor-
mation kompetenter Bakterienzellen mit dem Ligationsansatz. Hybridplasmide werden

aus positiven Klonen isoliert und nach Restriktionsspaltung und Gelelektrophorese die
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GroBe der inserierten Phagen-DNA-Fragmente ermittelt. Im gilinstigsten Fall kdnnen
durch diese Methode in einem Ansatz alle DNA-Spaltfragmente kloniert werden.

Zur Herstellung zweier iiberlappender Genbanken wurden zwei shotgun-Klonierungen
mit EcoRI und EcoRV fragmentierter Phagen-DNA durchgefiihrt. Diese Ansitze er-
schienen aufgrund der Grof3e und der Anzahl der entstehenden Spaltprodukte als geeig-
net (vgl. Abbildung 13). Als Klonierungsvektor diente pIC19H.

pIC-Plasmide tragen das Gen fiir Ampicillin-Resistenz sowie das Gen fiir die a-Unter-
einheit der B-Galaktosidase (lacZa), das bei der Insertion von Fremd-DNA in die Klo-
nierungsregion des Vektors zerstort wird. Dies ermdglicht die Identifizierung hybrid-
plasmid-tragender Bakterienzellen auf Néhrmedien mit Ampicillin, IPTG und X-Gal.
Voraussetzung dafiir ist die Transformation von Zellen mit Mutationen im lacZ-Gen,
die die Aktivitit des Enzyms durch Komplementation mit der vektorkodierten a-Unter-
einheit erlauben. Zellen mit Plasmiden ohne Insert besitzen B-Galaktosidaseaktivitét
und spalten X-Gal, wodurch 5-Brom-4-chlor-indigo entsteht, das die Kolonien blau
farbt. Zellen mit Hybridplasmiden bilden dagegen weille Kolonien.

Fiir Klonierungen wurde der E. coli-Stamm JM109 verwendet. Plasmide positiver
Klone wurden isoliert und durch Restriktionsspaltung mit EcoRI bzw. EcoRV analy-
siert. Mit dieser Methode konnten 18 EcoRV-Fragmente sowie neun von zehn EcoRI-
Fragmenten der Phagen-DNA kloniert werden. Eine fehlende 2700 bp grofle EcoRI-
Bande (F-Bande) wurde aus gespaltener Phagen-DNA nach gelelektrophoretischer
Trennung isoliert und kloniert. Klone der Genombanken wurden fortlaufend in der
Reihenfolge ihrer Isolierung und mit dem Zusatz gy fiir EcoRV-Fragmente bzw. g fiir
EcoRI-Fragmente gekennzeichnet. Der die F-Bande tragende Klon wurde mit Fg
bezeichnet. Aus den Klonen isolierte Plasmide wurden durch das Préfix p gekennzeich-
net.

Die dadurch zu Verfiigung stehenden iiberlappenden Genbanken, die alle auf Agarose-
gelen sichtbaren Fragmente der mit EcoRI bzw EcoRV-gespaltenen Phagen-DNA ent-
hielten, ermdglichten die Erstellung einer linearen Karte des Phagengenoms durch
chromosome walking. Dazu wurden die klonierten Fragmente durch Spaltung der Plas-
mide mit EcoRI bzw. EcoRV und Gelelektrophorese vom Vektoranteil getrennt, isoliert
und mit Digoxigenin markiert. Die Sonden einer Genbank wurden zur Detektion iiber-
lappender AnschluBlklone der jeweils anderen Genbank zur Dot Blot-Hybridisierung mit
isolierten Plasmiden eingesetzt. Zur weiteren Restriktionskartierung wurden Doppel-
spaltungen der Plasmide der Genbank mit dem fiir die jeweilige Fragmentklonierung
eingesetzten Enzym und den Restriktionsendonukleasen Dral, Hindlll, Mlul, Pstl, Smal
und Xhol durchgefiihrt. Die Kartierung mehrmals vorhandener Schnittstellen eines
Enzyms in einem klonierten Fragment erfolgte durch partielle Spaltung. Die Grof3e der
Restriktionsfragmente wurde mittels Gelelektrophorese und Vergleich mit DNA-Gré-

Benstandards ermittelt.
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Nicht in den Genbanken enthalten waren die bei der EcoRI- bzw. der EcoRV-Spaltung
entstehenden Anfangs- und Endfragmente des Phagengenoms. Diese Fragmente werden
auf der einen Seite durch die Schnittstelle des eingesetzten Restriktionsenzyms, auf der
anderen Seite durch den Schnitt der an der DNA-Verpackung beteiligten Terminase
begrenzt. Es ist nicht bekannt, welche Art von DNA-Enden die 7D-Terminase produ-
ziert. Die Randfragmente konnten im Rahmen der shotgun-Klonierungen nicht isoliert
werden. Aufgrund der Tatsache, dall diese Spaltprodukte jedoch weder auf Agarose-
gelen, noch auf Southern Blots, die mit Gesamt-Phagen-DNA-Sonden hybridisiert
wurden, sichtbar waren, kann angenommen werden, da3 die beiden nichtkartierten End-

bereiche des Genoms von 7D jeweils weniger als 200 bp umfassen.

Xhol
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Pstl

EcoRI EcoRV HindIIl Mlul

Dral

0 6000 12000 18000 24000 30000 36000 42000,

Abb. 13: Restriktionskarte des Phagen 7D.

Dargestellt ist die Restriktionskarte fiir acht verschiedene Restriktionsenzyme. Angaben zur genauer Lan-
ge der Fragmente sowie die Positionsangaben der Schnittstellen sind in tabellarischer Form im Anhang
aufgelistet. Der Anfang der Karte wurde willkiirlich durch das 3200 pb grofle EcoRI-Fragment festgelegt.
In der Karte fehlen das Anfangs- sowie das Endfragment des Phagengenoms mit einer jeweiligen Grof3e

von maximal 200 bp.

Die Genomgréfle des Phagen wurde aus der Summe der klonierten Fragmente beider
Genbanken gemittelt. Demnach umfafit das Genom von 7D zwischen 42000 und 42400
bp.
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2.8.1.2. Untersuchungen zum Status des Prophagen in 7D-lysogenen Zellen

Das Genom eines temperenten Phagen kann eine stabile, iiber mehrere Generationen
andauernde Wechselwirkung mit der Wirtszelle eingehen (vgl. 2.7.). Einige Phagen, wie
etwa Lambda (Campbell, 1962), integrieren in das Wirtschromosom, andere, wie z.B.
P1, replizieren autonom als Plasmid (Ikeda und Tomizawa, 1968). Fiir die Integration in
das Chromosom der Wirtszelle wurden zwei Mechanismen beschrieben. Die DNA des
Phagen wird demnach entweder wie bei Mu (Taylor, 1963) durch Transposition an
beliebiger Stelle oder wie bei Lambda durch ortsspezifische Rekombination zwischen
der Anheftungsregion (attachment site) des Phagen (attP) und des Bakterienchromo-
soms (atfB) integriert. Unter Einsatz einer Gesamt-Phagen-DNA-Sonde kann ein Ver-
gleich der Hybridisierungsmuster mit Restriktionsenzymen gespaltener Phagen- und
Prophagen-DNA Informationen dariiber liefern, ob und, wenn ja, durch welchen
Mechanismus die Integration erfolgt (Abbildung 14).

Aus Phagenpartikeln isolierte DNA unterscheidet sich von der ringformigen DNA eines
autonom replizierenden Prophagen nach der Spaltung einerseits durch das Vorhanden-
sein der Banden, die die beiden Enden einer DNA-Verpackungseinheit reprasentieren,
andererseits durch das Fehlen der Bande, die diese Enden in verkniipfter Form beinhal-
tet (vgl. dazu auch 2.8.1.3.). Ist der Prophage Bestandteil des Wirtschromosoms, konnen
die Hybridisierungsmuster gespaltener DNA Aufschluf3 iiber den Integrationsmechanis-
mus geben. Unter der Voraussetzung, da3 die Phagen-DNA nur an einer Stelle des
Wirtschromosoms integriert, ist folgendes Ergebnis zu erwarten: Durch Transposition
integrierte Prophagen-DNA unterscheidet sich im Hybridisierungsmuster von der DNA
freier Phagen durch das Fehlen der Endfragmente sowie das Auftreten zweier groBBerer
Fragmente, die durch die kovalente Verkniipfung der Enden mit dem Chromosom der
Wirtszelle entstehen. Bei Phagen, die durch Rekombination zwischen den Anheftungs-
regionen des Phagengenoms atfP und des Bakterienchromosoms a#B in das Genom
threr Wirtszelle integrieren, wird der die attachment site des Phagen tragende Genom-
bereich geteilt. Daher unterscheidet sich die integrierte Form von der nichtintegrierten
einerseits durch das Fehlen des die atfP site tragenden Fragments, andererseits durch
das Vorhandensein zweier neuer Spaltprodukte, die die beiden mit der Wirts-DNA ver-
kniipften Teile des fehlenden Fragments reprisentieren. Zudem sollten in diesem Fall,
bedingt durch die Zirkularisierung des Phagengenoms, vor der Integration die beiden
Endfragmente der freien linearen Phagen-DNA im Genom des Prophagen in verkniipf-
ter Form als neues Fragment auftauchen.

Zur Untersuchung des Prophagenstatus von 7D wurde EcoRV-gespaltene Phagen-DNA
und Gesamt-DNA des Stammes DB21(7D) nach gelelektrophoretischer Trennung auf

87



Ergebnisse

eine Nylonmembran iibertragen und mit EcoRV-gespaltener, digoxigeninmarkierter 7D-
Gesamt-DNA hybridisiert.

DNA aus Phagenpartikeln DNA aus lysogenen Zellen

R R
I I Zirkularisierung R R

.
R R
I I Integration

.

R R
:

I att I Zirkularisierung

_

att R R
@“\00
\0\6%
Phagen-DNA
I I Enden des linearen Phagengenoms
Bakterielles Chromosom
i, L]
I I D attachment site
R Restriktionsschnittstelle
1 {1

Abb. 14: Prophagenstatus: Unterschiede in den Hybridisierungsmustern von restriktionsgespaltener
Phagen-DNA im Vergleich zu restriktionsgespaltener DNA des Prophagen bei Einsatz einer Gesamt-
Phagen-DNA-Sonde.
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Wie die Abbildung 15 zeigt, unterscheiden sich die Restriktionsmuster bei 7D durch das
Fehlen einer 951 bp groBen, als M-Fragment bezeichneten Bande im Restriktionsmuster
des Prophagen gegeniiber dem der nichtintegrierten Form. Dieses Ergebnis wies darauf
hin, daf es sich bei dem M-Fragment der EcoRV-Spaltung der Phagen-DNA um den
die attP site tragenden Abschnitt des Phagengenoms handelt.

DB21(7D)

| DB21(7D)
7D

i T

“g
-

M-Fragment —» S
.

=

M-Fragment —»

Sonde 7D/EcoRV

Abb. 15: Untersuchung des Prophagenstatus von 7D. Vergleich der EcoRV-Fragmentmuster aus 7D-
Phagenpartikeln und 7D-lysogenen Zellen isolierter DNA durch Southern Blot-Hybridisierung unter Ver-
wendung einer Gesamt-Phagen-DNA-Sonde von 7D. — markiert die M-Fragment-Bande. Als DNA-
GroBenstandard (M) diente EcoRI-gespaltene DNA des Phagen P22.

Weitere bei diesem Integrationsmechanismus zu fordernde zusitzliche Banden im
Hybridisierungsmuster des Prophagen konnten, wahrscheinlich aufgrund von Signal-
iiberlagerungen, nicht detektiert werden. Zur weiteren Untersuchung wurde daher die
EcoRV-M-Bande durch Restriktionsspaltung und Gelelektrophorese der Plasmid-DNA
des entsprechenden Genbank-Klons (p4gy) aus einem Agarosegel isoliert. Das DNA-
Fragment wurde mit Digoxigenin markiert und als Sonde zur Southern Blot-Hybridisie-
rung EcoRV-gespaltener DNA von 7D und DB21(7D) eingesetzt. Dadurch konnten im
Spaltmuster der chromosomalen DNA zwei Fragmente mit einer Gro3e von 1500 bp
und 2500 bp identifiziert werden, die jeweils einen Teil der EcoRV-M-Bande repréisen-
tieren (Daten nicht gezeigt). Um dieses Ergebnis zu bestitigen und die a#/B-Stelle auf
dem Chromosom von DB21 zu identifizieren, wurde der Bereich, der das 1500 bp-Frag-
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ment enthielt, nach gelelektrophoretischer Trennung EcoRV-gespaltener DNA des 7D-
lysogenen Stammes aus einem Agarosegel ausgeschnitten. Die darin enthaltenen DNA-
Fragmente wurden eluiert, mit dem Vektor pIC19H ligiert und damit E. coli IM109
transformiert. Plasmid-DNA wurde aus 84 positiven Klonen isoliert. Der gesuchte Klon
wurde durch Dot Blot-Hybridisierung der Plasmide mit der M-Fragment-Sonde identi-
fiziert und mit 7D1500att bezeichnet. Versuche, das 2500 bp-Fragment auf die gleiche
Weise zu klonieren, blieben dagegen erfolglos.

Das klonierte M-Fragment sowie das aus DB21(7D) isolierte 1500 bp-Fragment wurden
sequenziert und miteinander verglichen. Der Sequenzvergleich ist im Anhang zu finden.
Beide Klonsequenzen sind bis zum Basenpaar 591 identisch, weisen jedoch im weiteren
Verlauf keinerlei Homologie auf. Dies zeigt, dal3 die attachment site von 7D im EcoRV-
M-Fragment liegt. Das 1500 bp-EcoRV-Fragment aus DB21(7D) besteht zum einen
Teil aus Prophagen-DNA (bp 1 - 591), zum anderen Teil aus DNA des Wirtszellgenoms
(bp 592 - 1555). Zur Identifizierung der Integrationsstelle des Phagen 7D wurde ein
Homologievergleich der Basen 592 bis 1555 mit der Salmonella typhimurium-Daten-
bank durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, da3 diese Sequenz bis auf eine Abwei-
chung von 4 bp mit einer 953 bp Sequenz der Datenbank (bp 2622829 - 2623728) iden-
tisch ist. Dieses Ergebnis zeigt, da3 der Einbau des Genoms von 7D in einem genlosen
Abschnitt des Chromosoms von S. typhimurium stromaufwérts des gua4-Gens erfolgt.

Der betreffende Ausschnitt des S. typhimurium-Chromosoms ist im Anhang zu finden.

2.8.1.3. Untersuchung zum Mechanismus der Zirkularisierung der Phagen-DNA

Soweit bekannt, verpacken generell transduzierende Phagen ihr Genom nach dem
headful-Mechanismus. Ausgehend von einem konkatemeren Phagen-DNA-Molekiil be-
ginnt die Verpackung an einer spezifischen Sequenz, der pac site. Die Menge an ver-
packter DNA wird dabei ausschlielich durch die Kapazitit des Viruskapsids begrenzt.
Da ein Kapsid fiir gewdhnlich eine DNA-Menge aufnehmen kann, die etwas grofer ist
als die eines Genoms, weisen die verpackten Sequenzen eine terminale Redundanz von
einigen Prozent auf. Nachdem der erste DNA-Abschnitt vom Konkatemer abgetrennt
wurde, beginnt die nichste Verpackungseinheit an dem von einer Terminase produzier-
ten Ende und fiihrt damit zur zirkuliren Permutation der Phagengenome. Nach der
Infektion der Wirtszelle erfolgt der RingschluB3 der Phagen-DNA durch Rekombination
in der terminal redundanten Region. Dieser Ringschluf3 schiitzt die Phagen-DNA vor
zelluldren Exonukleasen (z.B. RecBCD) und ermdglicht die Integration in das Genom
der Wirtszelle durch Rekombination. Abbildung 16 zeigt die schematische Darstellung
der headful-Verpackung.

Spaltet man nach diesem Mechanismus verpackte DNA mit Restriktionsenzymen, so

sind im Restriktionsmuster hiufig unterreprisentierte Banden zu finden. Diese stellen
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DNA-Fragmente dar, die aufgrund ihrer Lage im Genom nur beim ersten Verpackungs-
ereignis des Konkatemers entstehen.

e 41 725 =t
pac pac pac pac pac
10, (A b A T A ¥ | [A *\
ECoR! ECoRl  ECORI EcoRl EcoRl EcoRl EcoRl EcoRl EcoRl
N | I
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Abb. 16: Prinzip der headful-Verpackung. Die Darstellung zeigt ein konkatemeres DNA-Molekiil mit
pac sites und den Restriktionsschnittstellen, die zur Entstehung der unterreprisentierten Banden A und D
fithren, sowie die Genomabschnitte der ersten vier Verpackungsrunden (aus Schicklmaier, 1995).

Wie die Ergebnisse der Transduktionsexperimente (vgl. 2.5.) sowie Untersuchungen
zum Status des Prophagen (vgl. 2.8.1.2.) eindeutig zeigten, gehort 7D zur Gruppe gene-
rell transduzierender Bakteriophagen, die durch Rekombination in das Genom der
Wirtszelle integrieren. Es iiberraschte daher, dal in Restriktionsspaltungen der DNA
des Phagen 7D niemals unterreprisentierte Banden sichtbar waren (vgl. Abbildung 12).
Insgesamt wurden 13 verschiedene Restriktionsenzyme getestet (Daten nicht gezeigt).
Um zu kldren, ob 7D wie Lambda kohdsive DNA-Enden besitzt, wurde folgendes
Experiment durchgefiihrt: Lineare Phagengenome, die cos sites besitzen, konnen mit
T4-Ligase zirkularisiert werden. Spaltet man lineare und zirkularisierte Genome mit
demselben Restriktionsenzym, so erhdlt man nach gelelektrophoretischer Trennung der
Spaltprodukte charakteristische Bandenmuster (vgl. Abbildung 17). Bei der Spaltung
ringformiger DNA-Molekiile fehlen - im Vergleich zum Spaltmuster linearer DNA -
zwei Fragmente, deren eines Ende die cos site darstellt. Im Gegenzug erscheint ein
neues Fragment, das in seiner Grofle der Summe der fehlenden Fragmente entspricht
und die cos-Enden in verkniipfter Form beinhaltet. Phagen, deren DNA terminal redun-
dante Enden aufweist, konnen nicht mit T4-Ligase zirkularisiert werden und zeigen
daher mit und ohne Ligase-Behandlung das gleiche Restriktionsmuster. Andere Phagen
wie Lambda erreichen die Zirkularisierung ihres Genoms nach der Injektion in die
Wirtszelle durch Verkniipfung der kohédsiven DNA-Enden (cos sifes).
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Abb. 17: Experimenteller Nachweis der Zirkularisierung von Phagen-DNA iiber cos-Enden
(aus Schicklmaier, 1995).

DNA des Phagen 7D wurde zwei verschiedenen Behandlungen unterzogen. Ein Teil der
Phagen-DNA wurde 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Dadurch werden iiber kohdsive
Enden verkniipfte zirkuldre Molekiile linearisiert. Durch langsame Abkiihlung, Zusatz
von T4-Ligase und Inkubation {iber Nacht bei 15°C wurde - cos-Enden vorausgesetzt -
ein Ringschlufl und die kovalente Verkniipfung der DNA-Molekiile ermdglicht. Durch
Erhitzen des Ansatzes auf 68°C wurde die Ligase inaktiviert. Die DNA wurde anschlie-
Bend mit Dral gespalten. Der andere Teil der Phagen-DNA wurde zuerst mit Dral
gespalten, danach 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Durch anschlieendes sofortiges
Abkiihlen im Eis/Ethanol-Bad wurde die Religation der DNA-Molekiile verhindert. Das
Ergebnis dieses Test zeigt Abbildung 18.

Im Fall der Positivkontrolle Lambda sind deutliche quantitative Unterschiede einzelner
Banden im Restriktionsmuster zwischen den unterschiedlich behandelten DNA-Proben
zu erkennen. Das die ligierte cos site enthaltende Fragment der zirkularisierten DNA
von 11284 bp (Spur 2) entspricht dabei den durch Spaltung linearer DNA entstandenen
Fragmenten mit den GroBen von 6694 bp und 4590 bp (Spur 3). Die jeweils im submo-
laren Verhiltnis sichtbaren Banden der nicht ligierten cos-Fragmente in zirkularisierter
Lambda-DNA sowie das die ligierte cos site tragende Fragment in linearer Lambda-
DNA werden durch die Bildung von linearen konkatemeren Lambda-DNA-Molekiilen
wihrend der Ligasebehandlung bzw. durch die Hybridisierung von cos-Fragmenten
nach der Linearisierung verursacht. Dagegen weisen die Spaltmuster der beiden 7D-
DNA-Proben keinerlei Unterschiede auf. Die Zirkularisierung der DNA des Phagen 7D

erfolgt demnach nicht iiber kohisive Enden.
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Abb. 18: Untersuchung des Genoms von 7D auf cos-Enden.
Fragmente, die die ligierte cos site bzw. die cos Endfragmente der Lambda-DNA tragen sind mit einem
Pfeil gekennzeichnet. Als DNA-Grofenstandard (M) diente die 1 kb DNA-Leiter.

2.8.2. Molekulargenetische Charakterisierung des Phagen PS79

2.8.2.1. Restriktionskartierung und Bestimmung der Genomgrofie

Das Phagengenom wurde zur Erleichterung der Restriktionskartierung subkloniert. Zur
Herstellung einer PS79-Genbank wurden shotgun-Klonierungen mit den Enzymen
Nrul- und EcoRV-gespaltener Phagen-DNA durchgefiihrt (vgl. dazu 2.8.1.1.). Diese
Enzyme produzieren DNA-Fragmente, die aufgrund ihrer Gro3e und Anzahl fiir den
Ansatz geeignet erschienen (vgl. Abbildung 19). Als Klonierungsvektor diente in
beiden Féllen das mit EcoRV gespaltene Plasmid pIC19H. Die Vermehrung rekombi-
nanter Plasmide erfolgte durch Transformation von E. coli IM109. Plasmide wurden aus
positiven Klonen isoliert und die GroB3e der inserierten Fragmente nach Restriktions-
spaltung und gelelektrophoretischer Trennung tiberpriift. Plasmide mit EcoRV-Frag-
menten wurden dabei mit EcoRV gespalten. Plasmide der Nrul-Klonierung wurden
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nach Spaltung mit HindIII analysiert, da die Schnittstelle fiir Nrul durch die Ligation
mit dem EcoRV-gespaltenen Vektor zerstort wurde.

Dadurch konnten 18 von 21 EcoRV- und 12 von 18 Nrul-Fragmenten des Phagen-
genoms kloniert werden. Die Klone wurden in der Reihenfolge der Isolierung numeriert
und mit gy fiir EcoRV-Fragment bzw. y; fiir Nrul-Fragment bezeichnet. Durch Southern
Blot-Hybridisierungen EcoRV- und Nrul-gespaltener Phagen-DNA mit Sonden der klo-
nierten Fragmente und Kartierung der Schnittstellen von fiinf weiteren Restriktionsen-
zymen konnte gezeigt werden, dall die Genbank einen zusammenhidngenden Abschnitt
des Phagengenoms von 41300 bp représentiert. Die Lage der Schnittstellen zueinander
wurde durch Spaltungen der klonierten Fragmente sowie Einzelspaltungen und Doppel-
spaltungen mit den verschiedenen Enzymkombinationen ermittelt. FragmentgroBen
wurden durch Vergleich mit DNA-GréBenstandards bestimmit.

Das EcoRV-Spaltmuster der Phagen-DNA zeigte eine unterreprisentierte, ca. 3400 bp
grofle Bande (Daten nicht gezeigt). Die Kartierung der Restriktionsschnittstellen wei-
terer Enzyme wies darauf hin, dal3 es sich dabei um ein Teilfragment einer 6500 bp gro-
Ben, ebenfalls unterreprasentierten Bande der Ndel-Spaltung der Phagen-DNA handeln
konnte. Durch Hybridisierungen auf Nylonmembranen {ibertragener Ndel-Spaltmuster
der PS79-DNA mit einer Sonde der EcoRV-Bande, die aus einem Agarosegel isoliert
wurde, sowie mit Sonden der Klone die an diese Bande anschlieBen (89gy und 24gy)
konnte dies bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Diese Bande stellt somit die auf der
einen Seite durch die pac site begrenzte Startbande des Phagengenoms dar und schlief3t
an die klonierte 300 bp-Bande des Klons E89 an.

Versuche, das unterrepriasentierte EcoRV-Fragment zu klonieren, blieben erfolglos. Die
Uberpriifung dieses Genombereichs auf Schnittstellen der anderen zur Kartierung ver-
wendeten Enzyme erfolgte durch Vergleich von Einzel- und Doppelspaltungen der
Gesamt-Phagen-DNA mit dem jeweiligen Enzym und EcoRV.

Da das Genom von PS79 terminal redundant ist, wie das Vorhandensein unterreprédsen-
tierter Banden zeigt (vgl. Abbildung 12), war eine zirkuldre Restriktionskarte des Pha-
gengenoms zu fordern. Ein Fragment, das die pac site liberspannt und daher mit der
unterreprasentierten Bande der EcoRV-Spaltung hybridisiert, konnte jedoch nicht klo-
niert werden. Da dieses fehlende Fragment auf Southern Blots, die mit Gesamt-Phagen-
DNA-Sonden hybridisiert wurden, nicht sichtbar war, kann angenommen werden, daf3
dieser nichtkartierte Endbereich des Genoms von PS79 kleiner als 200 bp ist. Abbildung
19 zeigt die Restriktionskarte des Genoms von PS79.

Die Genomgrofle von PS79 wurde aus den Daten der Restriktionskartierung bestimmt
und betragt 46200 bp.
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Abb. 19: Restriktionskarte des Phagen PS79.

Dargestellt ist die Restriktionskarte fiir sieben verschiedene Enzyme. Angaben zur genauen Lénge der
Fragmente sowie die Positionsangaben der Schnittstellen sind in tabellarischer Form im Anhang aufgeli-
stet. 0 bezeichnet den Verpackungsstartpunkt pac. Bei den jeweiligen Startfragmenten, der EcoRV-,
Hindlll- sowie der Ndel-Spaltung handelt es sich um unterreprisentierte Banden. In der Karte ist das
maximal 200 bp groBe Endfragment des Phagengenoms nicht enthalten.

2.8.2.2. Untersuchungen zum Status des Prophagen in lysogenen Zellen

In Analogie zu 7D (vgl. 2.8.1.2.) wurden die bei der Spaltung von aus Phagenkopfen
isolierter DNA und chromosomaler DNA des lysogenen Stammes LB5000(PS79) ent-
standenen Restriktionsmuster durch Southern Blot-Analyse untersucht. Als Sonde dien-
te EcoRI-gespaltene digoxigeninmarkierte Gesamt-DNA des Phagen. Wie der Vergleich
der Bandenmuster mit HindIII-gespaltener DNA zeigt (Abbildung 20), fehlt im Hybridi-
sierungsmuster der Prophagen-DNA eine ca. 2500 bp groB3e Bande, die der unterrepri-
sentierten Bande im Restriktionsmuster der Phagen-DNA entspricht. Zudem zeigt das
Hybridisierungsmuster von aus LB5000(PS79) isolierter Gesamt-DNA eine zusitzliche
ca. 7000 bp grof3e Bande.

Diese Unterschiede im Restriktionsmuster wiesen darauf hin, da3 die DNA des Phagen
nach der Injektion in die Wirtszelle durch Rekombination in der terminal redundanten
Region zirkularisiert. In diesem Fall war jedoch das Fehlen einer weiteren Bande im
Restriktionsmuster der Phagen-DNA zu fordern, die zusammen mit der 2500 bp-Bande
das zusitzliche 7000 bp-Fragment bildet (vgl. Abbildung 14). Eine solche Bande konnte
jedoch nicht identifiziert werden. Auch Untersuchungen mit weiteren sechs Restrikti-

onsendonukleasen erbrachten keine eindeutigen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20: Untersuchung des Prophagenstatus von PS79.

Vergleich der Hybridisierungssignale HindIlI-gespaltener DNA aus PS79-Phagenpartikeln und HindIII-
gespaltener Gesamt-DNA des PS79-lysogenen Stammes LB5000(PS79) durch Southern Blot-Hybridisie-
rung. Als Sonde diente digoxigeninmarkierte Gesamt-Phagen-DNA von PS79. Als DNA-GroBenstandard
(M) diente ein Gemisch aus 1 kb und 100 bp DNA-Leiter. URB: unterreprisentierte Bande. — markiert
die ca. 7000 bp grofe zusétzliche Bande.

Aufgrund dieser Ergebnisse erschien es wahrscheinlich, dal PS79 als ringformige
extrachromosomale Replikationseinheit im Cytoplasma lysogener Zellen vorliegt. Um
dies zu iiberpriifen, wurde aus dem PS79-lysogenen Stamm extrachromosomale DNA
nach einer zur Isolierung von Cosmiden geeigneten Methode préipariert. Diese DNA-
Priparation sollte - fiir den Fall, dal PS79 nicht integriert - die DNA des Prophagen
enthalten. Zur Entfernung spontan freigesetzter Phagen wihrend der Anzucht der
Bakterien wurden die Zellen vor der DNA-Priparation dreimal mit Verdiinnungsfliissig-
keit gewaschen. Extrachromosomale DNA wurde nach Spaltung mit EcoRI und gel-
elektrophoretischer Trennung auf eine Nylonmembran geblottet und mit einer PS79-
Gesamt-Phagen-DNA-Sonde hybridisiert. PS79-DNA konnte jedoch nicht nachge-
wiesen werden. Da extrachromosomale DNA jedoch ebenfalls aus dem nichtlysogenen
Stamm LB5000 isoliert werden konnte, war anzunehmen, daf} dieser, wie die Original-
linie von S. #yphimurium LT2, das 90 kb-Plasmid pSLT trdgt (Sanderson et al., 1995).
Dieses in mehreren Kopien pro Zelle vorkommende Plasmid kénnte einen negativen
EinfluBl auf die Praparation oder den Nachweis der Phagen-DNA haben. Die Southern
Blot-Hybridisierung EcoRV-gespaltener PS79-DNA mit einer Sonde digoxigenin-
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markierter extrachromosomaler DNA aus LB5000(PS79) zeigte dagegen Signale, die
mit dem Restriktionsmuster der Phagen-DNA identisch waren (Daten nicht gezeigt).

Zur zweifelsfreien Bestitigung dafiir, daB PS79 in lysogenen Zellen als selbstindige
extrachromosomale Replikationseinheit vorliegt, wiren weitere Untersuchungen mit
einem PS79-sensiblen plasmidlosen Wirtsstamm notwendig. Ein geeigneter Stamm

stand jedoch nicht zur Verfiigung.

2.8.3. Molekulargenetische Charakterisierung des Phagen A12

2.8.3.1. Restriktionskartierung und Bestimmung der Genomgrofle

Fiir die Erstellung der Restriktionskarte des Phagen A12 wurde zunédchst versucht, das
Genom zu subklonieren. Zur Herstellung einer Genbank wurden shotgun-Klonierungen
mit Sall- und HindlIII- gespaltener Phagen-DNA durchgefiihrt. Als Klonierungsvektoren
diente das mit HindIIl bzw. Sall geschnittene Plasmid pIC19H. Die Vermehrung re-
kombinanter Plasmide erfolgte durch Transformation von E. coli JIM109. Durch diese
Methode konnten jedoch lediglich sieben von insgesamt 12 Sa/l-Fragmenten sowie drei
von insgesamt sieben HindIll-Fragmenten kloniert werden. Die Klone wurden mit dem
Kennbuchstaben des Restriktionsfragments (mit abnehmender Grof3e, beginnend mit A)
und dem Zusatz yy fur Hindlll bzw. g fir Sa/l bezeichnet.

Wie aus der Analyse der Restriktionsmuster mit verschiedenen Enzymen gespaltener
DNA von A12 ermittelt wurde, umfa3t das Genom des Phagen 44600 bp. Die klonierten
Fragmente reprisentierten damit lediglich einen Anteil von ca. 32% (14000 bp) des mit
Sall geschnittenen bzw. ca. 19% (8500 bp) des mit HindIII geschnittenen Genoms. Alle
Versuche, die fehlenden Fragmente nach gelelektrophoretischer Trennung und Isolie-
rung aus Agarosegelen zu klonieren, blieben erfolglos.

Wie die Southern Blot-Analyse mit Sall- bzw. Hindlll-gespaltener Phagen-DNA unter
Verwendung der klonierten digoxigeninmarkierten Restriktionsfragmente als Sonden
zeigte, reprasentieren die Fragmente beider Spaltungen zudem iiberlappende Bereiche
des Phagengenoms. Da die Phagen-DNA fiir die Klonierung mit nur einem Enzym
geschnitten wurde, war die Integration der Fragmente in den Vektor in beiden Orientie-
rungen moglich. Es konnte daher ausgeschlossen werden, dal3 die Expression phagen-
kodierter Gene mit toxischer Wirkung fiir die transformierten Zellen, ausgehend vom
Promotor des B-Galaktosidasegens des Vektors, zur Nichtklonierbarkeit der Fragmente
fiihrte. Es mufl angenommen werden, daf3 die fehlenden Spaltfragmente entweder auf-
grund storender Sekundirstrukturen der DNA nicht mit dem Vektor ligiert werden
konnten oder daf3 die Expression zellschdadigender Gene von Promotoren der Phagen-

DNA ausging.
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Zur Erstellung einer Hindlll-Restriktionskarte von A12 wurde die Phagen-DNA in
Einzel- und Doppelspaltungen mit den Enzymen Sa/l und HindlIII analysiert. Klonierte
Fragmente wurden durch Restriktionsspaltung mit HindIIl und Sa/l analysiert. Nicht-
klonierbare Fragmente der Einzelspaltungen, deren Zuordnung nicht mdglich war, wur-
den nach gelelektrophoretischer Trennung und Isolierung aus Agarosegelen mit dem
jeweils anderen Enzym nachgespalten und nach Markierung mit Digoxigenin als Son-
den fiir die Hybridisierung von Southern Blots einfach und doppelt gespaltener Phagen-
DNA eingesetzt. Dadurch konnte neben den HindIII-Schnittstellen die Lage von sieben
Fragmenten der Sa/l-Spaltung bestimmt werden. Fiinf weitere Sa/l-Fragmente konnten
der 18000 bp groflen Bande der HindIlI-Spaltung zugeordnet werden, ohne daf ihre
Reihenfolge festgelegt werden konnte.

14 weitere getestete Enzyme erwiesen sich fiir eine Kartierung durch Einzel- und Dop-
pelspaltungen der Phagen-DNA als ungeeignet, da entweder keine oder fiir die Zuord-
nung der Fragmente zu viele Schnittstellen im A12-Genom vorhanden sind. Die Kartie-
rung des Gesamtgenoms wurde aus diesem Grund auf die Schnittstellen fiir HindIIl
beschriankt. Fiir einen Abschnitt des Genoms wurde die Lage der Schnittstellen fiir
EcoRI durch Spaltung klonierter bzw. aus Agarosegelen isolierter HindIII-Fragmente

ermittelt.

Sall

EcoRI

HindIII

0 6000 12000 18000 24000 30000 36000 42000

Abb. 21: Restriktionskarte des Phagen A12.

Dargestellt ist die Lage der Schnittstellen von HindIIl auf dem Genom von A12. Anfang und Ende der
Karte wurden willkiirlich festgelegt. Die Karte zeigt zudem eindeutig kartierte Schnittstellen der Enzyme
Sall und EcoRI. Angaben zur genauer Linge der Fragmente sowie die Positionsangaben der Schnittstel-

len sind in tabellarischer Form im Anhang aufgelistet.

Das EcoRI-Spaltmuster von A12 zeigt eine ca. 8000 bp groBe unterrepriasentierte Bande
(Abbildung 12). Dieser Befund zeigt eindeutig, daB das Genom von A12 nach dem

headful-Mechanismus verpackt wird und A12 eine pac site besitzt.

98



Ergebnisse

2.9. Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse

Bei den Phagen 7D, PS79 und A12 handelt es sich um drei Vertreter verschiedener
bisher unbekannter Phagenfamilien, die taxonomisch zur Familie der Caudovirales zih-
len. 7D und PS 79 sind dem temperenten, A12 dem virulenten Vermehrungstyp zuzu-
ordnen. Alle drei Phagen sind in der Lage, verschiedene Abschnitte des Chromosoms
threr Wirtszelle zu transduzieren, und gehéren damit zur Gruppe der generell transdu-
zierenden Bakteriophagen. Fiir die Phagen 7D und PS79 konnte die Fahigkeit nachge-
wiesen werden, Plasmide zu transduzieren. 7D- und PS79-lysogene Zellen sind vor
weiteren Infektionen mit dem Phagen, den sie als Prophagen tragen, geschiitzt. Der
Prophage 7D vermittelt lysogenen Zellen zudem einen Infektionsschutz vor dem
Salmonella-Phagen ES18. Im Rahmen der molekulargenetischen Charakterisierung
wurden die Genomgrof3en ermittelt. Demnach umfalit das Genom von 7D ca. 42000 bp,
von PS79 46200 bp und von A12 44600 bp. Fiir 7D und PS79 wurden Restriktions-
karten mit acht bzw. sieben Restriktionsenzymen fiir A12 fiir das Enzym HindIIl
erstellt. Das Genom des Phagen 7D integriert in zirkularisierter Form durch ortsspezi-
fische Rekombination in einem genlosen Bereich des Chromosoms von Sal/monella. Die
Restriktionsanalyse der Genome von PS79 und A12 zeigte eindeutig, dal3 diese Phagen
DNA nach dem headful-Mechanismus verpacken. Unter Beriicksichtigung Ergebnisse
der Transduktionsexperimente ist dieser Verpackungsmechanismus auch fiir den Pha-

gen 7D zu fordern.
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Diskussion

1. Die Rolle der Transduktion beim horizontalen Gentransfer

Der laterale Transfer nichthomologer DNA zwischen Prokaryonten wurde bei seiner
Entdeckung zunidchst fiir ein labortechnisches Artefakt gehalten. Heute ist die Auf-
nahme fremder Gene als effektive Strategie in der Evolution von Bakterien zur schnel-
len Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen und zur Besiedlung neuer Habitate
unumstritten. Die molekularen Mechanismen der bakteriellen Gentransfersysteme,
Konjugation, Transformation und Transduktion, wurden durch grundlegende Studien
der letzten Jahrzehnte weitgehend aufgeklart. Bisher gibt es jedoch nur wenige Erkennt-
nisse liber das Ausmal} des horizontalen Gentransfers in der Natur. Die rasante Entwick-
lung der mikrobiellen Genomforschung ermdglicht heute einen Einblick in Umfang und
Einflul von Gentransferprozessen bei der Evolution bakterieller Genome.
Vergleichende DNA-Sequenzanalysen zeigen, dafl horizontaler Gentransfer bei Proka-
ryonten weit verbreitet ist und eine entscheidende Rolle in der mikrobiellen Evolution
spielt (Lawrence und Ochman, 1997). DNA-Abschnitte mit atypischem GC-Gehalt oder
ungewohnlichem Kodongebrauch sind Indizien fiir die Aufnahme von fremder gene-
tischer Information in das Genom einer Bakterienzelle. Weitere Hinweise auf Transfer-
prozesse geben plasmid- oder bakteriophagendhnliche Elemente im Bakteriengenom
sowie signifikante Homologien zwischen Genen verschiedener Organismengruppen.
Trotz einer Fiille publizierter Daten ist derzeit nur wenig liber den Gentransfer zwischen
Bakterien unter natiirlichen Lebensbedingungen bekannt. Studien an Umweltproben mit
definierten Donor- und Rezipientenstimmen zeigten grundsitzlich die Moglichkeit des
Genaustauschs in der Natur. Zur Kldrung 6kologisch relevanter Fragen liber den Gen-
fluB in natiirlichen mikrobiellen Lebensgemeinschaften sind Ansdtze dieser Art jedoch
ungeeignet. Die Beantwortung der Fragen, welche Organismen am Gentransfer in der
Natur beteiligt sind, mit welcher Haufigkeit der Austausch von genetischem Material
erfolgt und welche Rolle biotische und abiotische Faktoren dabei spielen, werden
primir durch das Fehlen geeigneter Methoden erschwert.

Hauptproblem der mikrobiellen Okologie ist der Mangel an geeigneten Kultivierungs-
bedingungen, zur Vermehrung der Bakterien aus einer Umweltprobe. Nach Untersu-
chungen von Amann und Kollegen (1995) ist davon auszugehen, daB lediglich 0,1 -
10% der metabolisch aktiven Bakterien verschiedener Habitate isoliert und angereichert
werden konnen. Fortschritte auf diesem Gebiet verspricht der Einsatz molekularbio-
logischer von der Kultivierbarkeit unabhingiger Methoden (Jaenecke et al., 1996; Stritz
et al., 1996).
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Neben seiner Bedeutung fiir die Evolution ist der horizontale Gentransfer insbesondere
unter dem Aspekt der biologischen Sicherheitsforschung in das 6ffentliche Interesse ge-
riickt. Der Einsatz gentechnischer Methoden zur Erzeugung von Organismen mit gezielt
verdanderten Eigenschaften fiir Medizin, Biotechnologie, Landwirtschaft und Grundla-
genforschung ist begleitet von der kritischen Diskussion in der Offentlichkeit iiber die
Risiken gentechnisch verdnderter Organismen (GVO) und Produkte.

GVOs treten im Freiland mit den dort vorkommenden mikrobiellen Lebensgemein-
schaften in Wechselwirkung. Zur Vorhersage und Bewertung der Auswirkungen, die
diese Organismen auf die Umwelt haben, ist ein grundsétzliches Verstindnis der 6ko-
logischen und biochemischen Eigenschaften und Funktionen mikrobieller Okosysteme
notwendig. Dem Transfer genetischen Materials in natiirlichen Lebensgemeinschaften
kommt dabei besondere Bedeutung zu. Aus unersichtlichen Griinden richtet sich das
Hauptaugenmerk der derzeitigen Forschung auf diesem Gebiet auf den Austausch gene-
tischer Information durch Konjugation und Transformation, wihrend die Transduktion
nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Gerade der Mechanismus der Transduktion zeichnet sich jedoch durch eine Reihe von
Eigenschaften aus, die ihn gegeniiber den beiden anderen Mechanismen als besonders
leistungsstark erscheinen lassen. Durch die Verpackung bakterieller DNA in Bakterio-
phagen stellen Viren ein Reservoir exogener genetischer Information dar, das vor sché-
digenden Umwelteinfliissen geschiitzt ist. Phagen sind hdufig unempfindlich gegeniiber
Agenzien mit bakteriostatischer oder bakteriozider Wirkung wie Antibiotika, Proteasen,
Schwermetallen, vielen organischen Losungsmitteln sowie Verdnderungen der Umwelt-
bedingungen beziiglich des Salzgehalts, pH-Wertes oder der Temperatur.

Die Konsequenz ist, dal durch GVOs eingebrachte Fremdgene, die in Phagenkdpfe ver-
packt werden, in einem Habitat unter Umstdnden ldnger existent sind als der Organis-
mus, dem sie entstammen. Solange kein geeigneter Wirtsorganismus fiir die Infektion
des transduzierenden Phagenpartikels zur Verfiigung steht, bleibt ihre Existenz verbor-
gen. Bakterienviren sind jedoch héufig in der Lage, lange Zeitrdume unter ungiinstigen
Bedingungen zu iiberdauern, ohne ihre Infektivitdt einzubiilen. Sie kdnnen daher als
genetische Container betrachtet werden, deren Zusammentreffen mit einem geeigneten
Wirt die schnelle Ausbreitung fremder Gene ermoglicht.

Eine Reihe von Faktoren hat dazu gefiihrt, dal Transduktion bis heute sowohl
hinsichtlich der Evolution der Prokaryonten als auch hinsichtlich der Sicherheitsdiskus-

sion nur eine geringe Rolle spielt:

Das Wirtsspektrum

Phagen besitzen spezielle Strukturkomponenten zur Anheftung an und zur Injektion

ihres genetischen Materials in die Wirtszelle. Thr Wirtsbereich ist damit durch definierte

molekulare Interaktionen zwischen dem Phagen und der Oberfliche der Bakterienzelle
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determiniert. Dieser Wirtsbereich ist allerdings dynamisch. Einerseits kann eine Bak-
terienzelle durch Mutation resistent gegen eine Phageninfektion werden, andererseits
kann sich auch das Wirtsspektrum eines Phagen verdndern. Ursache hierfiir sind Verén-
derungen der Schwanzfasergene eines Bakteriophagen durch Punktmutationen, Aus-
tausch der Gene durch Rekombination mit dem Genom eines anderen Phagen oder die
alternative Nutzung verschiedener Genkassetten (Haggard-Ljungquist et al., 1992).
Diese Mechanismen ermdglichen es z.B. dem Phagen P2, Escherichia, Salmonella,

Shigella, Serratia, Klebsiella und Yersinia zu infizieren.

Restriktions-Modifikationssysteme

Generell geht man davon aus, da3 Restriktions-Modifikationssysteme Bakterien vor der
Infektion mit fremder DNA schiitzen. Dieser Schutz ist aber nicht absolut. Entsprechend
modifizierte DNA wird nicht als fremd erkannt. Viele Phagen besitzen Mechanismen
wie die Vermeidung oder Maskierung potentieller Restriktionsschnittstellen oder die
Inaktivierung der Restriktions-Modifikations-Enzyme, um diesen Schutzsystemen zu
entgehen (King und Murray, 1994). Restriktionsenzyme kénnen durch Umweltfaktoren
wie Hitze (Rolfe und Holloway, 1966) oder ultraviolette Strahlung (Walker, 1984)
inaktiviert werden. Uberdies unterscheidet sich das Schicksal der Phagen-DNA erheb-
lich von dem durch Transduktion iibertragener bakterieller DNA. Wahrend die DNA
des Phagen durch Restriktion eliminiert wird, konnen transferierte Fragmente des Bak-
terienchromosoms durch homologe Rekombination mit dem Wirtszellgenom gerettet
werden. Wie die Analyse von E. coli-Transduktanten ergab, beeinflu3t das Restriktions-
Modifikationssystem zwar den Einbau von DNA-Fragmenten in das Rezipientenchro-
mosom, verhindert ihn jedoch nicht (McKane und Milkman, 1995). Die entstehenden
genomischen Mosaikmuster stimmen mit den beobachteten Mustern in #7p-Operons von
E. coli-Naturisolaten iiberein. Es muf3 daher davon ausgegangen werden, da3 Schutz vor

und die Aufnahme von Fremd-DNA ein fein abgestimmtes System darstellen.

Immunitit lysogener Bakterien

Die Tatsache, daB3 lysogene Zellen durch repressorvermittelte Immunitédt die Vermeh-
rung superinfizierender homoimmuner Phagen verhindern, wird haufig als Einschrin-
kung fiir den DNA-Transfer gewertet. Fakt ist, dal diese Infektionsbarriere zwar die
Vermehrung eines superinfizierenden Phagen, nicht jedoch die Injektion der von ihm
transportierten DNA in die Empfingerzelle verhindert. Da generell transduzierende
Phagenpartikel in der Regel ausschlielich bakterielle DNA enthalten, hat repressor-
vermittelte Immunitét keinen negativen Einflul auf den DNA-Transfer. Vielmehr konn-
te gezeigt werden, dall lysogene Zellen als Empfangerstimme besonders gut geeignet
sind, da sie vor der Infektion mit intakten Phagen und damit vor der Lyse geschiitzt sind
(Saye et al., 1987).
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Entscheidend fiir die Einschitzung, dall der Anteil der Transduktion beim horizontalen
Gentransfer eine vernachldssigbare Grofe darstellt, ist wohl, daB3 derzeit nur wenige
transduzierende Bakteriophagen bei gut untersuchten bakteriellen Systemen bekannt
sind. Dies hat zu dem Eindruck gefiihrt, da3 solche Phagen in der Natur selten vorkom-
men.

Wie bereits in der Einleitung ausfiihrlich beschrieben, setzt der traditionelle Nachweis
eines Bakteriophagen das Vorhandensein sensitiver Indikatorstimme voraus (vgl. dazu
Einleitung Punkt 2., Seite 19). Zur Untersuchung der Transduktionsfahigkeit eines Pha-
gen sind zudem sensitive Empfanger- und Spenderstimme erforderlich, die sich in se-
lektierbaren Markern unterscheiden. Dadurch sind die Nachweismdglichkeiten extrem
eingeschriankt und machen die generelle Suche nach transduzierenden Phagen in natiir-
lichen Habitaten praktisch unmoglich.

Hinweise darauf, welches Transferpotential dieser Mechanismus haben kann, lieferten
Untersuchungen von Naturisolaten von Salmonella typhimurium unter Einsatz tradition-
eller Methoden (Schicklmaier und Schmieger, 1995). Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten einerseits, dal zumindest bei der Spezies Salmonella typhimurium Lysogenie
den Normalzustand in der Natur darstellt, und andererseits, daf iber 98% der priifbaren
Phagen generell transduzieren. Ahnliche Ergebnisse beziiglich des Anteils lysogener
Stamme bei Naturisolaten brachten Untersuchungen an Escherichia coli (Moser, 1997),
Pseudomonas aeruginosa (Ogunseitan et al., 1992) und Corynebacterium (Moreau et
al., 1995). Es ist anzunehmen, dal} transduzierende Phagen entgegen der vorherrschen-
den Meinung in der Natur weit verbreitet sind, ihre Existenz jedoch unter dem Einsatz
traditioneller Methoden nicht nachweisbar ist.

Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit war daher die Etablierung eines indikatorunab-
hingigen Nachweissystems zur Detektion transduzierender Bakteriophagen fiir die Un-

tersuchung natiirlicher Habitate.
2. Der indikatorunabhiingige Nachweis generell transduzierender Bakteriophagen

2.1. Das Prinzip

MaBgebliches Ziel dieses Teil der Arbeit war die Etablierung eines molekulargeneti-
schen Ansatzes zum Nachweis transduzierender Phagen in der Natur. Der Nachweis
dieser Bakteriophagen war bisher immer der Selektion durch die zu Verfiigung stehen-
den kultivierbaren Indikator-, Spender- und Empfangerstimme unterworfen. Aus einer
Reihe von Studien ist bekannt, dal Bakteriophagen in erstaunlich groBen Mengen in
aquatischen Okosystemen vorkommen (Oren et al., 1997; Paul et al., 1991b; Bergh et
al., 1989). Bakterien, die Wirte der Phagen, sind tiberall dort zu finden, wo physika-
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lische und chemische Bindungen prinzipiell die Existenz von Leben erlauben. Es darf
daher angenommen werden, dafl Bakteriophagen auch in allen anderen Lebensrdaumen
Teil der mikrobiellen Lebensgemeinschaft sind.

Lysate generell transduzierender Phagen enthalten Partikel, die nicht mit Phagen-DNA
sondern mit DNA der Wirtszelle gefiillt sind. In ihrer Gesamtheit repriasentieren diese
allgemein transduzierenden Partikel das vollstandige Genom ihrer Wirtszellen.

Die im Rahmen der Arbeit etablierte Methode basiert auf dem sogenannten rRNA-Zy-
klus (Amann et al., 1995). Die direkte in vitro-Amplifikation ribosomaler DNA aus
komplexem Probenmaterial, gefolgt von Klonierung und vergleichender Sequenzanaly-
se, stellt den derzeit meistgenutzten und aussagekriftigsten Ansatz zur Struktur- und
Funktionsanalyse natiirlicher mikrobieller Lebensgemeinschaften dar. Sie ermoglicht
den Riickschluf3 auf die Prdsenz von Organismen in einer Umweltprobe ohne die Not-
wendigkeit der Kultivierung oder Kultivierbarkeit.

Bakterielle 16S rDNA konnte in Praparationen aus Phagenpartikeln freigesetzter DNA
nachgewiesen werden und ermoglichte die retrospektive Identifizierung der Wirte dieser
Phagen. Den kritischen Punkt der Nachweismethode stellte eine mogliche Kontamina-
tion der Proben mit freier bakterieller DNA dar, die zu falsch positiven Ergebnissen
fithren kann. Um dies auszuschlieBen, wurden zwei unabhingige Kontrollsysteme ein-
gesetzt. Der Abbau nicht in Phagenpartikel verpackter DNA sowie die Freiheit der nach
dem Aufschlufl der Phagen eingesetzten Agenzien wurde dokumentiert. Aufgrund der
hohen Empfindlichkeit der Kontrollsysteme konnten DNA-Kontaminationen, und damit
eine Beeintrachtigung der Ergebnisse durch falsche Amplifikationsprodukte, ausge-

schlossen werden.

2.2. Was macht rRNA-Gene so speziell?

Ribosomen sind Ribonukleoproteinpartikel, die als Orte der Proteinbiosynthese bei
allen Organismen eine zentrale Rolle spielen. Die 70S-Ribosomen der Prokaryonten
sind aus der kleinen 30S-Untereinheit, die aus der 16S rRNA (ca. 1540 Nukleotide) und
21 ribosomalen Proteinen besteht, und der groBBen 50S-Untereinheit, die sich aus der
23S rRNA, der 5S rRNA (ca. 2900 bzw. 120 Nukleotide) und 32 Proteinen zusammen-
setzt, aufgebaut. Die Gene der ribosomalen RNAs sind bei den meisten Prokaryonten in
gleicher Anordnung zu einem Operon zusammengefaf3t. Diese Genkopplung ermoglicht
die gleichméflige Expression aller rRNA-Komponenten eines Ribosoms (Schmidt,
1998). rRNA-Molekiile setzen sich aus konservierten und variablen Regionen zusam-
men. Einige variable Segmente verdndern ihre Sequenz sehr langsam und ermoglichen
die Rekonstruktion phylogenetischer Stammbédume entfernt verwandter taxonomischer
Gruppen. Andere zeigen geniigend Variabilitit, um verschiedene Spezies innerhalb

einer Gattung zu unterscheiden. Die grofle Zahl unabhingig voneinander mutierender
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Nukleotide der 16S und 23S rDNA liefern ausreichend Daten fiir zuverldssige Riick-
schliisse auf phylogenetische Beziehungen.

Von besonderer Bedeutung fiir den Nachweis transduzierender Phagenpartikel war, daf3
rDNA-Sequenzen niemals natiirlicher Bestandteil des Phagengenoms sind. Einen prakti-
schen Grund fiir die Wahl der 16S rDNA-Sequenz stellte die Tatsache dar, da3 heute in
Datenbanken mehr als 22000 Sequenzen fiir die vergleichende Analyse und damit fiir
die retrospektive Identifizierung der Wirte transduzierender Phagen zur Verfligung
stehen.

2.3. Der methodische Ansatz

Aus fritheren Studien iiber generell transduzierende Phagen war bekannt, dal etwa 2%
der Partikel eines Wildtyplysates bei P22 (Ebel-Tsipis et al., 1972) bzw 0,3% bei P1
(Lennox, 1955) bakterielle DNA ihrer Wirtszelle enthalten. Es muflite daher davon aus-
gegangen werden, dal der Anteil 16S rDNA-transduzierender Partikel bei den Phagen,
die aus Umweltproben isoliert werden, weit unter einem Prozent liegt. Um 16S rDNA-
Sequenzen aus dem komplexen Gemisch in Phagenkopfe verpackter DNA zu isolieren,
schien die Amplifikation der Zielsequenzen durch PCR, gefolgt von deren Klonierung,
die geeignete Methode.

Bei der Wahl der PCR-Primer wurde insbesondere darauf geachtet, da3 sie die Ampli-
fikation der 16S rDNA eines GroBteils der in den untersuchten Habitaten vorkommen-
den Bakteriengattungen in nahezu voller Liange ermdglichen (Weisburg et al., 1991).
Dies hat zwei Vorteile. Zum einen bieten die erhaltenen Sequenzdaten eines Ansatzes
einen Uberblick iiber die Diversitit der Wirte transduzierender Phagen in der natiirli-
chen mikrobiellen Lebensgemeinschaft. Zum anderen ermdglicht die Analyse der Se-
quenzen den AusschluB3 chimirer Amplifikationsprodukte. Letzteres ist insofern von
Bedeutung, als die Co-Amplifikation der 16S rRNA-Gene verschiedener Spezies in
einem einzigen Reaktionsansatz zur Bildung chimérer oder rekombinanter Molekiile
fiihrt (Kopczynski et al., 1994; Liesack et al., 1991). Diese PCR-Produkte entstehen
durch vorzeitige Termination der Polymerase. Die dadurch gebildeten DNA-Fragmente
konnen in der ndchsten Amplifikationsrunde als Primer an einer "falschen" DNA-
Vorlage dienen (jumping PCR). In der vorliegenden Arbeit ergab sich (ohne Einbe-
ziehung der Sequenzdaten aus dem Sippenauer Moor) im Durchschnitt ein Anteil von
20% Chimiren.

Verschiedene Studien weisen darauf hin, da die Tendenz zur Chimérenbildung in
Proben mit groBer DNA-Variabilitidt besonders erhoht ist (Godon et al., 1997; Wang
und Wang, 1996). Dieses Phianomen konnte insofern beobachtet werden, als in der
Probe Bio II uz, in der ausschlieBlich Sequenzen von Polynucleobacter necessarius

amplifiziert und kloniert werden konnten, keine Chiméren identifiziert wurden. Alle an-
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deren Proben, die beziiglich der identifizierbaren 16S rDNA-Sequenzen variierten,
zeigten dagegen Chimdren mit Anteilen zwischen 15% und 35%. Trotz dieser Ein-
schrankung ermoglicht der in diesem Fall gewédhlte Ansatz die Zuordnung von vier
Flinfteln aller analysierten Sequenzen. Dabei muf3 beriicksichtigt werden, daf auch die
Wahl der PCR-Primer, die in Hinsicht auf die Amplifikation der 16S rRNA-Gene eines
breiten Spektrums der mikrobiellen Lebensgemeinschaft der Habitate vorgenommen
wurde, den Anteil der Chiméren erhoht.

Die hier vorgestellte Methode kann als Prototyp des indikatorunabhdngigen Nachweises
transduzierender Phagen fiir prinzipiell alle Bakterienarten gelten. Unter Einsatz ver-
schiedener 16S rDNA-Primerpaare ist der Suche nach transduzierenden Partikeln in
natiirlichen Habitaten nahezu keine Grenze gesetzt. Dieser Ansatz erlaubt sowohl die
Uberpriifung einer Probe auf das Vorkommen transduzierender Phagen mit unterschied-
lichen Wirtsspezifititen als auch die gezielte Suche nach am DNA-Transfer beteiligten
Phagen spezieller Vertreter der Prokaryonten. Ebenfalls denkbar wire ein Einsatz der
Methode zur Dokumentation der Ausbreitung von Fremdgenen bei der Freisetzung
gentechnisch verdnderter Organismen in einer Bakterienpopulation durch transduzie-
rende Partikel mit speziellen Primern.

Eine absolute Notwendigkeit beim Einsatz dieser Methode in Kombination mit anderen
PCR-Primern stellt die Uberpriifung und gegebenenfalls die Anpassung des Kontroll-
systems dar, das neben der Dokumentation des Abbaus freier DNA den Nachweis
ermdglicht, daB verwendete Materialien und Agenzien keine storenden DNA-Konta-
minationen enthalten. In der vorliegenden Arbeit wurden dafiir DNA-Préparationen des
allgemein transduzierenden Phagen Lambda eingesetzt. Dadurch konnte gezeigt wer-
den, dafl rekombinant in E. coli hergestellte Tag-Polymerasen wegen der Verunreini-
gung mit genomischer DNA fiir diese spezielle Anwendung ungeeignet sind. Es darf an-
genommen werden, daf3 dies auf alle DNA-Polymerasen zutrifft, unabhéngig davon, ob
sie nativ oder rekombinant hergestellt wurden. Im vorliegenden Fall konnte dieses
Problem durch Verwendung einer nativen Tag-Polymerase gelost werden. Unter dem
Einsatz Archaea-spezifischer Primer konnten eventuell vorhandene Spuren genomischer
DNA von Thermus aquaticus jedoch zu falsch positiven Amplifikationsprodukten fiih-
ren. In diesem Fall konnte der Einsatz einer rekombinant hergestellten 7ag-Polymerase
das Problem beheben.

Nicht unerwéhnt bleiben sollte, da3 dieser Ansatz auch die Moglichkeit bietet, Viren
hoherer Organismen aufzuspiiren, die in der Lage sind, genetisches Material ihrer Wirte
zu transportieren. Voraussetzung dafiir wire wiederum die Auswahl entsprechender
Primer. Da viele zelluldre Onkogene auch in einer verdnderten viralen Form bekannt
sind, nimmt man an, da3 Retroviren Teile des jeweiligen Onkogens in ihr Genom inte-
griert haben. Dieser Mechanismus entspricht der speziellen Transduktion bei Bakterio-

phagen. Virusinduzierte Tumoren sind derzeit bei Hiihnern, Nagetieren und Katzen
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bekannt. Es mu3 angenommen werden, dafl die durch die Entstehung von Tumoren
sichtbaren Transferereignisse nur die Spitze des Eisberges darstellen. Da Retroviren
nicht ortsspezifisch in das Genom ihrer Wirtszelle integrieren, kann angenommen wer-
den, dal3 auch andere Wirtsgene transferiert werden. Transferereignisse, die keine ver-
heerenden Folgen fiir den Wirt haben, bleiben jedoch unentdeckt. Zudem besteht die
Moglichkeit, da3 auch andere Viren als Retroviren in Folge einer fehlerhaften DNA-

Verpackung zur generellen Transduktion fahig sind.

2.4. Bewertung der identifizierten Wirte transduzierender Bakteriophagen

Aus den Umweltproben konnten insgesamt 26 verschiedene Wirte transduzierender
Bakteriophagen identifiziert werden. Eine Uberpriifung erbrachte, da bisher fiir keines
dieser Bakterien transduzierende Phagen beschrieben sind. Alle identifizierten Organis-
men stellen typische Vertreter der mikrobiellen Lebensgemeinschaft der jeweiligen
Habitate dar. Die Tatsache, dal} es sich dabei ausschlielich um Gram-negative Bakte-
rien handelt, entspricht, zumindest was die Proben aus Kldranlagen betrifft, der Beob-
achtung, dal bei Untersuchungen von Kléirschlimmen ausschlieBlich Gram-negative
gefunden wurden oder diese zumindest stark dominierten (Bond et al., 1995; Hiraishi,
1988). Im Fall des Heuaufgusses kann dagegen angenommen werden, dall auch Gram-
positive Bakterien wie Bacillus subtilis enthalten waren. Wie bekannt ist, spielt Trans-
duktion vor allem bei klinisch relevanten Gram-positiven Krankheitserregern eine wich-
tige Rolle bei der Ubertragung von Resistenzplasmiden (Klaus et al., 1992).

Eine Selektion gegen Gram-positive durch die verwendeten PCR-Primer konnte ausge-
schlossen werden. Zur Uberpriifung wurden PCR-Reaktionen mit genomischer DNA
von Bacillus cereus durchgefiihrt, bei denen eindeutig 16S rDNA-Amplifikationspro-
dukte nachgewiesen werden konnten. Ursache fiir dieses Ergebnis konnte die Anzahl
analysierter klonierter Sequenzen oder eine Diskriminierung der Sequenzen bei der
Amplifikation oder Klonierung sein. Weitere Faktoren, die die Haufigkeit des Auffin-
dens bestimmter Wirte beinflussen, sind der Anteil, mit dem diese in einer mikrobiellen
Lebensgemeinschaft vorkommen, der Anteil an Lysogenen in einer Probe, die Anzahl
der rRNA-Operons der verschiedenen Bakterien und nicht zuletzt die Freisetzungsrate

der Phagen.

2.5. Bewertung der Sequenzdaten

Die retrospektive Identifizierung der Wirte generell transduzierender Bakteriophagen
basiert auf der Suche nach homologen Sequenzen in der EMBL-Datenbank zu aus Pha-

genpartikeln isolierter 16S rDNA. Es stellte sich die Frage, inwieweit die festgestellten
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Homologien Riickschliisse auf die Wirtsorganismen zulassen. Allgemein sind riboso-
male RNAs ein essentieller struktureller und funktioneller Bestandteil der Ribosomen.
Voraussetzung flir ihre Funktion ist die Faltung in festgelegte Strukturen. Damit stehen
die Gene der ribosomalen RNAs unter einem hohen Selektionsdruck. Die Sekundér-
struktur der 16S rRNA ist durch drei ausgedehnte Doppelhelixbereiche in eine kleine
und drei groBe strukturelle Doméanen unterteilt (vgl. Abbildung 2). Diese strukturelle
Homologie aller 16S rRNA-Molekiile spiegelt sich im hohen Konservierungsgrad be-
stimmter Bereiche der Primérstruktur wider. Man nimmt an, da3 die Homologie dieser
Gene tliber alle Prokaryonten bei ca. 60% liegt. Ein Sequenzvergleich zeigte, dafl die
16S rDNA von E. coli mit der eines nah verwandten Organismus wie Klebsiella
pneumoniae zu 96,4%, mit der des entfernt verwandten Thermotoga marina zu 73,9%
iibereinstimmt (Schleifer, personliche Mitteilung).

Abbildung 22 zeigt eine Ubersicht iiber die ermittelten Homologiegrade zwischen den
klonierten Sequenzen der Umweltproben Bio I, Bio II, AW1, AW2 und Heu und den

Sequenzen der Datenbank.

M 8%

H>99%
098-99%
B97-98%

2% I m<97%

Abb. 22: Ermittelte Homologiegrade zwischen klonierten 16S rDNA-Sequenzen von aus Phagenpartikeln
isolierter DNA und Sequenzen der Datenbank. Dargestellt sind die zusammengefafiten Ergebnisse der
Identifizierung der Wirtsorganismen der Umweltproben Bio I, Bio II, AW 1, AW 2 und Heu.

91% der Sequenzen zeigen eine Ubereinstimmung mit den Sequenzen der Datenbank
von 97,0 bis 99,8%. Bei neun Sequenzen wurden mit den zugeordneten Datenbank-
sequenzen Ubereinstimmungen zwischen 93% und 97% ermittelt. Als Ursache fiir die
ermittelten Homologiedifferenzen kommen folgende Erkldrungen in Betracht: Bereits

verschiedene Isolate eines Bakterienstammes konnen sich erheblich in ihrer 16S rDNA-
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Sequenz unterscheiden. Ein Vergleich der heute in der Datenbank verfiigbaren Sequen-
zen von Aeromonas hydrophilia zeigte, da} diese Unterschiede von bis zu 6% aufwei-
sen. Die betreffende isolierte Sequenz stimmt zu 93% mit der zugeordneten Aeromonas
hydrophilia-Sequenz der Datenbank {iberein. Es ist anzunehmen, daf3 innerhalb mancher
Bakterienstimmen durchaus groBere Sequenzabweichungen vorkommen.

Wenig Informationen gibt es derzeit iiber die Divergenz multipler rRNA-Gene der Bak-
terien. Die meisten Prokaryonten besitzen mehrere rRNA-Operons. Deren Anzahl
schwankt, soweit bekannt, bei Archaea (Ree und Zimmermann, 1990) zwischen einer
und vier Kopien, bei Bacteria zwischen einer und 13 Kopien (Sanz et al., 1988). Bei
Panbacillus wurden sogar 14 16S rRNA-Gene identifiziert, die sich in 1-2% ihrer Se-
quenz unterscheiden. Bei Haloarco wurde ein Unterschied von 4,5% zwischen den 16S
rDNA-Sequenzen verschiedener Operons festgestellt (Schleifer, personliche Mittei-
lung). Es liegt also durchaus im Bereich des Mdglichen, dal die Unterschiede der Klon-
sequenzen zu denen der identifizierten Wirtsorganismen auf Sequenzheterogenititen
multipler Gene zuriickzufiihren sind.

Unterschiede konnten auch in den aus Umweltproben amplifizierten 16S rDNA-Se-
quenzen festgestellt werden, die aufgrund der Datenbanksuche demselben Wirtsorga-
nismus (Sequenztyp) zugeordnet wurden. Abbildung 23 zeigt stellvertretend den Ver-
gleich eines Ausschnitts von 40 Basenpaaren der 12 amplifizierten Sequenzen des

Sequenztyps Aeromonas hydrophilia Stamm T20.

Umweltprobe Aeromonas hydrophilia Stamm T20
16S rDNA-Sequenz: bp 468 - 508

Bioluz AGGAGGAAAGGTTGATACCTAATACGTATCAGCTGTGACG
Bioluz AGGAGGAAAGGTTGATACCTAATACGTATCAGCTGTGACG
Bioluz AGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTGCCAACTGTGACG
Bioluz AGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTGCCAACTGTGACG
Biols AGGAGGAAAGGTTGGTAGCTAATAACTACCAACTGTGACG
BioIs AGGAGGAAAGGTTGGCGCCTAATACGTGTCAACTGTGACG
AW 1 AGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACG
AW 1 AGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACG
AW 1 AGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACG
AW 1 AGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACG
AW 1 AGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACG
AW 1 AGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACG

Abb. 23: Vergleich eines Ausschnitts von 40 Basenpaaren der 12 amplifizierten Sequenzen des Sequenz-
typs Aeromonas hydrophilia Stamm T20. Farbig hervorgehoben sind die von den am hdufigsten amplifi-

zierten Sequenzen abweichenden Basen.

Sequenzheterogenititen konnten in diesem Fall bei Sequenzen aus den Umweltproben

Bio [ uz, Bio I s und AW 1, aber auch zwischen den Sequenzen, die aus den Proben Bio
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I uz bzw. Bio I s stammten, festgestellt werden. Diese Heterogenitdten konnen auf Se-
quenzunterschiede der 16S rDNA verschiedener Organismen des selben Sequenztyps
beruhen. Abweichungen aus einer Probe isolierter Sequenzen konnten jedoch auch
mehrerer rRNA-Operons eines Organismus reprisentieren.

Trotz der Fiille an verfiigbaren Sequenzinformationen ist die 16S rDNA-Datenbank
weit davon entfernt, vollstindig zu sein. Insofern kann natiirlich nicht ausgeschlossen
werden, dal} die Sequenzen der eigentlichen Wirtsorganismen nicht verfiigbar sind. Dies
betrifft insbesondere die Klonsequenzen der Proben des Sippenauer Moors. Aus Pha-
genpartikeln isolierte 16S rDNA-Sequenzen zeigen keine ausgedehnte Sequenziiberein-
stimmung mit 16S rDNA-Sequenzen in der EMBL-Datenbank. Die Untersuchung
dieses Habitats beschrinkt sich heute auf Archaea und auf wenige Bakterien, die mit
diesen Konsortien bilden. Es mufl daher davon ausgegangen werden, daf} die transdu-
zierten 16S rDNA-Sequenzen von bisher unbekannten Bakterien stammen.

Das Sippenauer Moor (Regensburg, Bayern), ein Areal von ca. 90000 m?, besitzt rund
20 Quellen, von denen einige Sulfid als charakteristische chemische Komponente auf-
weisen. Der Bach, aus dem die Probe entnommen wurde, zeigt {iber das ganze Jahr eine
nahezu konstante Temperatur von 10°C (£2°C) und einen konstanten pH-Wert von 6,5.
Die chemische Analyse des Wassers zeigte eine Sulfidkonzentration von 1,2 mg/Liter,
eine geringe Sauerstoffkonzentration von 1,4 mg/Liter und einen geringen Salzgehalt
(Rudolph et al., 2001). Vergleicht man die Gegebenheiten des Sippenauer Moors mit
den Charakteristika der Biotope, aus denen die 16S rDNA-Sequenzen der EMBL-
Datenbank mit den groBten Ubereinstimmungen isoliert wurden, so zeigt sich, daB diese
sich durch ein sauerstoffarmes bzw. sauerstofffreies, pH-neutrales bis leicht saures
Milieu auszeichnen. Tabelle 12 gibt eine Ubersicht iiber die Habitate der Organismen,
die die groBten Homologien zu den aus Bakteriophagen isolierten 16S rDNA-Sequen-

zen aufweisen.

Organismus Habitat

nichtidentifiziertes Bakterium B7-1 (Li et al., 1999) Tiefseesediment

nichtkultiviertes griines Nicht-Schwefelbakterium
(Urakawa et al., 1999)

marines Sediment

nichtkultiviertes Bakterium BOL-130
(Dojka et al., 2000)

marines Sediment

nichtidentifizierte Pansenbakterien: RF8, RF39

] Rinderpansen
(Nagamine et al., 1999)
nichtkultiviertes epsilon Proteobakterium 1040 petroleumkontaminiertes
(Watanabe et al., 2000) Grundwasser

Tab. 12: Aufgelistet sind die Organismen mit der groBten Homologie zu aus Phagenpartikeln isolierten

16S rDNA-Sequenzen des Sippenauer Moors (Regensburg) sowie die Habitate dieser Organismen.
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Informationen iiber den Stoffwechsel dieser Organismen liegen in keinem Fall vor. Auf-
grund der Umweltbedingungen ist jedoch davon auszugehen, daB3 es sich um obligat
oder fakultativ anaerobe Bakterien handelt, die zur Energiegewinnung anstelle moleku-
laren Sauerstoffs andere anorganische Substanzen wie SO42', S° oder NOj™ als termina-
len Elektronenakzeptor nutzen. Die Zuordnung der Wirte transduzierender Phagen aus
dem Sippenauer Moor erlaubt zwar keine Identifizierung der Wirtsorganismen, spiegelt
jedoch die Milieubedingungen dieses Habitats wider. Es kann daher davon ausgegangen
werden, daB3 die isolierten 16S rDNA-Sequenzen typische, bisher nicht beschriebene,
vielleicht auch nicht kultivierbare Vertreter dieses Biotops représentieren.

2.6. Die Grenzen des Systems und Moglichkeiten der Weiterentwicklung

In der anfinglichen Euphorie wurde die Aussagekraft des rRNA-Zyklus, insbesondere
in Hinsicht auf quantitative Aussagen iiber die Zusammensetzung mikrobieller Lebens-
gemeinschaften, hiufig tiberschitzt. Vor allem zwei Probleme sind in diesem Zusam-
menhang von Bedeutung. Diese betreffen auf der einen Seite die Spezifitit der Am-
plifikationsprimer, auf der anderen Seite die Vollstindigkeit der rDNA-Genbanken
hinsichtlich des im Probenmaterial vorhandenen Artenspektrums.

Die Qualitdt der Primer, die zur Amplifikation eines breiten Spektrums von 16S rDNA-
Sequenzen eingesetzt werden sollen, hingt in erster Linie von der Verfiigbarkeit umfas-
sender rDNA-Sequenzdatenbanken ab. Diese Datenbanken sind allgemein zugénglich
und werden stindig aktualisiert. Trotzdem wire eine Uberpriifung der Eignung solcher
allein aus Sequenzdaten abgeleiteter Primer wiinschenswert, besonders dann, wenn
diese auch die Detektion derzeit nicht kultivierbarer Organismen ermdglichen sollen.
Umfangreiche Evaluierungstests sind aber gerade in diesen Féllen, in denen keine Refe-
renzorganismen oder -nukleinsduren zur Verfiigung stehen, nicht méglich. Ferner ist zu
beriicksichtigen, dal Umweltproben Organismen enthalten, deren 16S rDNA-Sequen-
zen unbekannt sind. Unterscheiden sich diese Sequenzen im Bereich der Primerbin-
dungsstellen, konnen sie nicht amplifiziert werden und entziehen sich somit dem Nach-
wels.

Die Vollstindigkeit einer 16S rDNA-Genbank beziiglich des vorhandenen mikrobiellen
Spektrums der Arten in einer Probe héngt auler von den eingesetzten Primern von einer
Reihe weiterer Faktoren ab. Besonders wichtig ist dabei die Zugénglichkeit und Ampli-
fizierbarkeit der DNA einer Umweltprobe. Diese wird vor allem von der Vorbereitung
des Probenmaterials beeinflult. Im vorliegenden Fall machte die geringe Konzentration
transduzierender Partikel in den Proben eine Anreicherung der Phagen notwendig.
Unter Verwendung einer Reihe von Phagen der Laborkollektion wurden in Vorver-
suchen verschiedene positiv und negativ geladene Sédulenmaterialien und Filter zur

Konzentrierung von Bakterienviren getestet. Alle Versuche zeigten, dal damit nur
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selektive Anreicherungen einzelner der getesteten Phagen moglich sind. Die besten
Ergebnisse konnten mit HighQ-Séulen erreicht werden, obwohl auch in diesem Fall
nicht alle Phagen der Testkollektion gleich gut konzentriert werden konnten. Als die am
wenigsten selektive Methode erwies sich im Rahmen der Vorversuche die Anreicherung
von Phagen durch Zentrifugation.

Wie ein Vergleich der identifizierten Wirtsorganismen in den Proben Bio II uz und Bio
IT s (vgl. Tabelle 2, Seite 60) zeigt, erweitert der Einsatz verschiedener Anreicherungs-
methoden das Spektrum identifizierbarer Sequenztypen aus einer Umweltprobe. Im Fall
der durch Ultrazentrifugation konzentrierten Probe (Bio II uz) konnte lediglich ein
Wirtsorganismus, Polynucleobacter necessarius, identifiziert werden. In der iiber eine
HighQ-Séule angereicherten Probe (Bio II s) gelang es zusétzlich 16S rDNA-Sequenzen
von fiinf weiteren Organismen zu amplifizieren. Eine mogliche Erklarung dafiir wire,
dafl Phagen mit dieser Wirtsspezifitit bei der Séulenanreicherung dezimiert, jedoch
nicht vollstindig eliminiert werden, so dafl dadurch die Wahrscheinlichkeit fiir die
Amplifikation und Klonierung anderer Sequenztypen erh6ht wird. Mdglich wére auch,
daB3 Phagen der anderen Wirtsspezifititen eine geringere Masse haben und daher bei der
Zentrifugation schlechter sedimentieren. Fiir die Untersuchung eines Habitats empfiehlt
es sich daher, verschiedene Anreicherungstechniken einzusetzen, um moglichst umfas-
sende Informationen iiber das Vorkommen transduzierender Bakteriophagen zu erhal-
ten.

Die Forderung, sdmtliche freie DNA vor der Offnung der Phagenpartikel zu entfernen,
machte zudem die Abtrennung grober Verunreinigungen sowie aller Bakterien der Um-
weltproben vor der DNase-Behandlung notwendig. Es ist bekannt, dal nicht nur DNA,
sondern auch Bakteriophagen an Mineralien und andere Partikel adsorbieren (Lipson
und Stotzky, 1987; Stotzky, 1986). Daher mufl angenommen werden, daf3 durch die zur
Entfernung grober Verunreinigungen notwendige Zentrifugation sowie die anschlieen-
de Sterilfiltration der Proben ein Teil der Phagen und damit, die in diesen enthaltenen,
16S rDNA-Sequenzen verlorengehen.

Die Zusammensetzung der 16S rDNA-Datenbank eines Biotops wird zudem dadurch
beeinfluflt, dal bestimmte Sequenzen in unterschiedlichem Maf} bei der PCR-Ampli-
fikation (Hansen et al., 1998; Liu et al., 1997) sowie bei der Klonierung, bedingt durch
die Wahl des Vektors (Rainey et al., 1994), diskriminiert werden kénnen. Dies fiihrt da-
zu, daBl manche Sequenzen in der 16S rDNA-Bank eines Biotops unterreprésentiert oder
gar nicht vorhanden sind. Die Effizienz der PCR-Amplifikation hingt selbstverstéindlich
auch von experimentellen Parametern und der Konzentration der Zielnukleinsduren ab.
Im vorliegenden Fall wurde die PCR-Reaktion hinsichtlich der Magnesiumchlorid-
Konzentration und der Temperatur zur Primeranlagerung optimiert. Die Zusammen-
setzung und damit die Menge und Art potentieller Zielsequenzen von aus Umwelt-

proben isolierter DNA war dagegen unbekannt. Unter diesen Voraussetzungen ist es zu
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empfehlen, die in Phagenpartikeln einer Umweltprobe enthaltenen 16S rDNA-Sequen-
zen in parallelen PCR-Reaktionen unter dem Einsatz geringer Template-DNA-Mengen
zu amplifizieren und zu klonieren. Stoérende Einfliisse durch zu hohe Diversitéit der
Proben, wie etwa die Bildung von Chimiren, konnten durch diese Vorgehensweise
minimiert werden. Zur Abdeckung eines groflen Spektrums verschiedener Sequenz-
typen erfordert diese Vorgehensweise einen erheblichen Mehraufwand an Klonierungs-
und Sequenzierungsarbeit.

Eine Erhohung der Auflosung des Sequenzspektrums wire durch die Erweiterung der
hier vorgestellten Methode durch Ansidtze vorstellbar, die nicht auf Sequenzinforma-
tionen der 16S rDNA-Fragmente angewiesen sind. Im Zusammenhang mit der Aufkla-
rung der Diversitit bakterieller Lebensgemeinschaften haben sich in den letzen Jahren
drei molekulargenetische Techniken bewéhrt. Die "Denaturierende Gradienten-Gelelek-
trophorese" (DGGE) bzw. "Temperaturgradienten-Gelelektrophorese" (TGGE), die
Bestimmung des "Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus" (ARDRA) sowie die
Analyse des "DNA-Einzelstrang-Konformationspolymorphismus" (SSCP) werden der-
zeit zur Identifizierung durch PCR-Amplifikation isolierter 16S rRNA-Gene eingesetzt.
Zu den Vorteilen dieser Methoden zdhlt neben der Zeit- und Kostenersparnis die Tatsa-
che, daB3 auf die Klonierung und Sequenzierung der Amplifikationsprodukte verzichtet
werden kann. Zu beriicksichtigen ist jedoch, daB3 diese Methoden auf die Verfligbarkeit
von Referenzorganismen oder -nukleinsduren angewiesen sind, was Aussagen iiber das
Vorkommen transduzierender Bakteriophagen auf verfiigbare Referenzen beschriankt

und somit erneut zu einer Selektion fiihrt, die gerade vermieden werden sollte.

3. Die Charakterisierung der Salmonella-Phagen 7D, PS79 und A12

Die eine Vielzahl von Salmonella-Phagen umfassende Laborkollektion stellt eine ideale
Basis fiir die Erweiterung der Kenntnisse iiber die Diversitit von Bakterienviren dar.
Durch DNA-Hybridisierungsexperimente konnte gezeigt werden, da3 es sich bei den
Phagen 7D, PS79 und A12 um drei bisher unbekannte Familien von Bakterienviren han-
delt. Die mikrobiologische und molekulargenetische Charakterisierung erbrachte inter-
essante Informationen liber Gemeinsamkeiten und Unterschiede dieser Phagen unter-
einander bzw. zu anderen gut untersuchten Vertretern der Bakterienviren.

Alle drei Phagen bildeten auf den zur Verfiigung stehenden Indikatoren im Vergleich zu
P22 kleine Plaques. Wie die Untersuchungen zur Kinetik der Phagenvermehrung zeig-
ten, 1483t sich dieser Befund bei 7D, der auf dem Indikator DB21 vermehrt wurde, auf
die Lyse eines nur geringen Anteils der infizierten Wirtszellen zuriickfiihren. Im Fall
von PS79 liegt die Ursache der kleinen Lyseareale in der langen Latenzzeit begriindet,
die durch die geringe Affinitit des Phagen zu den Zellen des Wirtes LB5000 verursacht
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wird. Al2-infizierte DB21-Zellen setzen nur eine geringe Zahl von Phagennachkom-
men frei, was die Ausbreitung der Lyseareale ebenfalls negativ beeinfluf3t.

Den ersten Schritt der Infektion stellt das zufdllige Zusammentreffen des Phagen mit
einer Wirtszelle dar, dem ein préziser irreversibler Anheftungsprozef3 folgt. Die Kinetik,
mit der Phagen an bakterielle Rezeptoren adsorbieren, wird maBigeblich vom Phagen-
Wirtssystem sowie den Milieubedingungen beeinfluflit. Der pH-Wert, die Ionenkonzen-
tration und insbesondere zweiwertige Kationen spielen dabei meist eine wichtige Rolle,
indem sie negative Ladungen der Phagenpartikel sowie der Bakterienzellen neutralisie-
ren. Einige Phagen benotigen zudem Adsorptionsfaktoren (z.B.L-Tryptophan). Zusétz-
lich beeinfluflt die Anzahl der auf der Bakterienoberfliche vorhandenen Rezeptoren die
Adsorptionsgeschwindigkeit. Das erfolgreiche Eindringen der Phagennukleinsdure wird
von dem durch die Zytoplasmamembran vermittelten Membranpotential der Wirtszelle
beeinfluBit. Viele Phagen veridndern die Makromolekiilsynthese ihrer Wirtszelle erheb-
lich, indem sie diese auf die Bildung von Viruskomponenten umdirigieren. Im Extrem-
fall kommt dadurch die gesamte bakterielle DNA- und RNA-Synthese zum Erliegen,
die zelleigene RNA wird abgebaut, und die nachfolgenden Syntheseleistungen der Zelle
dienen ausschlieflich der Bereitstellung viraler Nukleinsduren und Proteine. Die Infek-
tiositdt sowie das AusmaB der Anderung des Zellmetabolismus kann abhingig vom
Phagen-Wirtssystem erheblich variieren und beeinfluit damit maf3geblich die Effektivi-
tit der Vermehrung eines Phagen.

Die beobachtete schlechte Vermehrbarkeit der untersuchten Phagen weist darauf hin,
dafl die verwendeten Indikatoren nicht die optimalen Wirte darstellen. Es muf} ange-
nommen werden, da3 es sich bei den Phagen um Vertreter handelt, deren "natiirliche"
Wirtsorganismen anderen Sal/monella-Arten angehoren, obwohl sie aus Naturisolaten
von S. typhimurium isoliert wurden und auch auf DB21 oder LB5000 vermehrt werden

konnen.

3.1. Transduktion

7D, PS79 und A12 sind in der Lage, generell zu transduzieren, und haben damit Anteil
am GenfluB in mikrobiellen Lebensgemeinschaften. Diese Ergebnisse scheinen gerade
im Rahmen der Sicherheitsforschung von Bedeutung. Die Fahigkeit eines generell
transduzierenden Phagen, bakterielle DNA zu verpacken, ist eine Folge der fehlerhaften
DNA-Erkennung beim Verpackungsvorgang. Unabdingbare Voraussetzung fiir die
Verpackung jeglicher DNA in einen Phagenpartikel ist ein Erkennungssignal fiir die
Terminase, die sogenannte pac site (Schmieger, 1984).

Der Mechanismus der DNA-Verpackung ist beim Phagen P22 am besten untersucht.
Eine spezifische Terminase, die aus den Genprodukten gp3 und gp2 besteht, ist fiir die

Erkennung und Abtrennung der zu verpackenden DNA vom konkatemeren Precursor
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verantwortlich. Dabei erkennt gp3 die mehr oder weniger definierte Basensequenz der
pac site, gp2 besitzt Endonukleaseaktivitit und schneidet im Bereich dieser pac site und
am Ende eines headfuls. Dadurch, daf} diese Terminase nicht absolut sequenzspezifisch
arbeitet, werden auch pac-dhnliche Sequenzen auf dem Bakterienchromosom oder auf
Plasmiden erkannt, von denen aus die Verpackung sequentiell fortschreitet. Trotz jahr-
zehntelanger Forschung ist die Sequenz der pac site von P22 bis heute nicht zweifelsfrei
aufgeklért. Die Genauigkeitsanforderungen der Terminase an die pac site sind offenbar
nicht sehr hoch. Trotzdem ist es mdglich, diese DNA-Sequenz so zu verdndern, dal3 sie
nicht mehr als Verpackungsstartpunkt erkannt wird (Casjens, personliche Mitteilung).
Die Frage, die sich daher stellt, ist, ob alle oder ein Teil der transduzierenden Phagen
einer Bakteriengruppe die gleiche Terminase mit identischer pac site-Erkennung benut-
zen. Dies wiirde die Moglichkeit eroffnen, durch die Eliminierung pac-dhnlicher Se-
quenzen Sicherheitsvektoren fiir eine Bakteriengattung oder-spezies zu konstruieren.
P22-artige stellen die zahlenméBig dominierende Gruppe bisher isolierter generell trans-
duzierender Salmonella-Phagen dar. Untersuchungen der fiir die pac-Erkennung
zustindigen gp3-Gene einiger dieser Phagen zeigten, dafl diese dem P22-Gen zwar
aullerordentlich dhnlich sind, sich jedoch von diesem sowie untereinander durch eine
Reihe von Punktmutationen unterscheiden, die zum Teil zu einem Aminosdureaus-
tausch im Protein flihren. Viele dieser Abweichungen fallen in den fiir die pac-Erken-
nung sensiblen Bereich von gp3 (Schmieger, personliche Mitteilung). Bei 7D, PS79 und
A12 handelt es sich um Phagen, die nicht mit P22 verwandt sind. Es mufl angenommen
werden, dal} diese jeweils eigene pac-Signale verwenden. Den DNA-Transfer von in die
Umwelt freigesetzten GVOs auf die natiirliche Bakterienpopulation durch Transduktion
zu verhindern, indem man Basensequenzen vermeidet, die fiir Vertreter der verschiede-
nen Phagengruppen als Verpackungssignale dienen, scheint daher ein aussichtsloses
Unterfangen.

Fiir 7D und PS79 konnte zudem die Fahigkeit nachgewiesen werden, Plasmide zu iiber-
tragen. Wie aus zahlreichen Studien bekannt ist, spielt der horizontale Transfer von
genetischem Material bei der Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen eine entscheiden-
de Rolle. Die Ubertragung von Plasmiden, die in vielen Fillen multiple Antibiotika-
resistenz vermitteln, ist in diesem Zusammenhang als besonders kritisch anzusehen.
Bemerkenswert erscheint die Tatsache, dal der Phage A12 "von Natur aus" generell
transduziert. Die Fiahigkeit zur generellen Transduktion resultiert aus dem Ver-
packungsmodus, den ein Phage benutzt - prinzipiell sollten somit alle Phagen, die ihre
DNA sequentiell nach dem headful-Mechanismus verpacken, auch in der Lage sein, die
DNA ihrer Wirtszelle zu verpacken. Bisher ist jedoch kein virulenter Wildtyp-Phage
bekannt, der generell transduziert. In der Tat konnte der Transfer von DNA bei
Virulenten bisher lediglich in ausgesprochen artifiziellen Systemen nachgewiesen

werden. Als Beispiel seien hier die E. coli-Phagen T4 und T1 erwéhnt. T4 zerstort
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wéhrend seines Vermehrungsprogramms die DNA seiner Wirtszelle. Die Phagen-DNA
ist vor dem Angriff der T4-kodierten Endonukleasen IV und II dadurch geschiitzt, daf3
sie anstelle von Cytosin 5-Hydroxymethylcytosin (HMC) enthélt. Unter diesen Voraus-
setzungen ist eine Verpackung bakterieller DNA natiirlich unmdéglich. Durch gleich-
zeitige Mutation verschiedener T4-Gene konnte man erreichen, dall der Phage in seiner
DNA das "normale" Cytosin anstelle von HMC triagt und generell transduzierende
Partikel bildet. Dazu wurden die Gene des Stoffwechselwegs zum 5-Hydroxymethyl-
cytosintriphosphat (Gene 56 und 42), die endonucleasekodierenden Gene (dend und
denB) sowie ein weiteres Gen (alc/unf), dessen Produkt die Entfaltung der Wirts-DNA
bewirkt und gleichzeitig die Transkription der spaten Phagen-Gene bei nichtmodifizier-
ter T4-DNA verhindern wiirde, durch Mutation ausgeschaltet (Klaus et al., 1992). Die
Beobachtung der Transduktion beim Phagen T1 erforderte eine Technik, die eine viru-
lente Vermehrung der Phagenpartikel verhinderte und dadurch das Uberleben der
Transduktanten ermoglichte. Dies konnte durch die Infektion amber-nicht-permissiver
Zellen (sup") mit T1-Phagen, die amber-Mutationen tragen und auf amber-permissiven
Zellen (sup’) vermehrt worden waren, erreicht werden (Drexler, 1970). A12 dagegen
besitzt offensichtlich keine diskriminierenden Mechanismen, die Bildung oder den
Nachweis transduzierender Partikel verhindern, sondern verhilt sich eher wie die Klar-
plaquemutante eines temperenten Phagen, der z. B. durch eine Mutation im Repressor-

gen die Féahigkeit verloren hat, seine Wirtszelle zu lysogenisieren.

3.2. Virustaxonomie

Bereits bei der Einfiihrung der internationalen Virustaxonomie durch Bradley (1967)
wurde betont, dal morphologische und Nukleinsidure-Kriterien (DNA, RNA, ds, ss)
keine Aussagen hinsichtlich der Evolution und der Phylogenie zulassen. Die Untersu-
chung der Phagen 7D, PS79 und A12 zeigte, daB} es sich um drei Vertreter der Ordnung
Caudovirales handelt, der ca. 96% der bisher untersuchten Phagen zugeordnet werden
konnen (Ackermann, 2000). Zu dieser Ordnung gehoren unter anderen auch die auf-
grund der Ergebnisse der DNA-Hybridisierung mit den Phagen als nichtverwandt einge-
stuften Vertreter P1, Lambda, Mu, P22 und ES18.

Dies zeigt deutlich die eingeschrinkte Aussagekraft der taxonomischen Einordnung
neuer Phagen. Fiir die phylogenetische Zuordnung eines Phagen zu einer Gruppe ist
daher heute die Genomorganisation ein mafigebliches Kriterium. Nach der Theorie der
modularen Evolution ist Phagen einer Gruppe eine bestimmte Genomarchitektur gemein
(Botstein, 1980). Dies bedeutet, dal Gene, deren Produkte analoge Funktionen haben,
sich im Genom an gleicher Stelle befinden und die gleiche Transkriptionsrichtung auf-
weisen. Dies wiederum ermdglicht den Mitgliedern einer Familie den Austausch von

Modulen durch Rekombination, wobei Module Gruppen von Genen, einzelne Gene
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oder auch Domaénen eines Gens umfassen konnen. Der Pool an Modulen, auf den ein
Phage zugreifen kann, umfaf3t andere koinfizierende Phagen sowie intakte oder krypti-
sche Prophagen oder sogar Plasmide. Dall Bakteriophagen ausgiebig Gebrauch von
dieser Moglichkeit der Genomvariation machen, ist flir verschiedene Phagengruppen,
wie die Familie der Lambdoiden (Campbell und Botstein, 1983) oder die kappa-theta-
Phagenfamilie von Bacillus licheniformis (Doskoc¢il et al., 1988) belegt. Aufgrund
dieser Variationsmoglichkeiten ist anzunehmen, dal3 jeder aus der Natur isolierte Phage
eine einmalige Genomkombination darstellt. Da die Phagen 7D, PS79 und A12 weder
untereinander noch mit den getesteten prominenten Phagen Homologie auf Nuklein-
sdureebene zeigen, stellen sie jeweils Vertreter bisher unbekannter Phagenfamilien dar.

Es kann jedoch angenommen werden, dafl jede dieser Familien eine Vielzahl von
Mitgliedern besitzt, die dieselbe Genomorganisation aufweisen, die sich wiederum hin-
sichtlich ihrer Modulkombination unterscheiden und untereinander Module austau-

schen.

3.3. Immunitiit und Schutz lysogener Zellen

Bestitigt wird die Nichtverwandtschaft der Phagen untereinander sowie mit den Phagen
P22 und ES18 zusitzlich durch die Ergebnisse des Immunititstests lysogener Bakterien-
stimme. Wie bereits im Ergebnisteil (2.7., Seite 80) beschrieben besitzen Vertreter der
Lambdoidengruppe das immC-System zum Schutz lysogener Zellen vor einer Uberin-
fektion mit homoimmunen Phagen. immC tragt das Gen fiir den C2-Repressor, der in
der Regulation des Wechsels von der lysogenen zur lytischen Vermehrung eine Schliis-
selrolle einnimmt. Bei P22 wird die Aufrechterhaltung der Lysogenie sowie die
Vermittlung der Immunitit lysogener Zellen zusétzlich durch eine zweite Immunitits-
region, imml, reguliert. Wie bereits aufgrund der Hybridisierungsergebnisse zu erwarten
war, ist der C2-Repressor von P22 nicht in der Lage, die Vermehrung der Phagen 7D,
PS79 und A12 zu unterdriicken. Ebenso verhindern die Repressoren der Phagen 7D und
PS79, die fiir die Aufrechterhaltung der Lysogenie verantwortlichen sind nicht die
erfolgreiche Infektion von P22. 7D- und PS79-Lysogene sind jedoch vor einer Infektion
mit dem Phagen, den sie als Prophagen tragen, geschiitzt. Ob die Superinfektion der
lysogenen Zellen mit dem gleichen Phagen ausschlieflich durch die Repressoren der
Prophagen verhindern wird ist nicht geklért.

Neben der repressorvermittelten Immunitit sind verschiedene phagenkodierte Resi-
stenzmechanismen bekannt, die eine Infektion lysogener Zellen durch weitere Phagen
des gleichen oder auch eines anderen Typs verhindern. So wurden z.B. von Prophagen
kodierte Proteine identifiziert, die zu einer Verdnderung der Zelloberfldche eines lyso-
genen Stammes fiihren und die Adsorption eines Phagen an seinen Rezeptor verhindern
(Susskind und Botstein, 1978; Susskind et al., 1971). Dieser Mechanismus wird als
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lysogene Konversion bezeichnet. Einen weiteren Mechanismus zum Ausschluf3 der
Vermehrung von superinfizierenden Phagen stellen die sogenannten superinfection
exclusion-Systeme dar. So blockiert etwa das sieA-System von P22 den Transfer der
DNA superinfizierender Phagen durch die innere Membran in das Zytoplasma. Im
Gegensatz zum sieB-System, das die Infektion einer P22-lysogenen Zelle mit weiteren
P22-verwandten Phagen verhindert, eliminiert dieses System auch die DNA anderer
Bakterienviren sowie DNA aus transduzierenden Partikeln (Susskind et al., 1971).
Unter Umstidnden wire die Einbringung solcher superinfection exclusion-Systeme in
gentechnisch verdnderte Organismen ein geeigneter Ansatz, um deren Infektion durch
Bakteriophagen und damit den Transfer von Fremdgenen durch Transduktion zu verhin-
dern.

Auch der Tatsache, dal PS79-Lysogene vor der Infektion von ES18 geschiitzt sind,
kann eine Verdnderung der Zellen durch lysogene Konversion zugrunde liegen. Eine
regulatorische Wirkung des Repressors von PS79 auf ES18 kann aufgrund der DNA-
Hybridisierungsergebnisse als eher unwahrscheinlich angesehen werden. Wie aus ver-
schiedenen Studien bekannt ist, sind einige Prophagen in der Lage, ithren Wirtszellen
durch eine phageninduzierte Verdnderung der LPS-Schicht einen Selektionsvorteil zu
verschaffen. So fiihrt z.B. die Lysogenisierung von Salmonella choleraesuis mit dem
Phagen P14 zu einer Verdnderung der O-Antigen-Polysaccharidketten, die eine erhdhte
Serumresistenz und Virulenz des lysogenen Stammes zur Folge hat (Nnalue et al.,
1990). Eine Konversion der LPS-Schicht, die eine Adsorption des Phagen ES18 an
LB5000(PS79) verhindert, konnte dieselbe Auswirkungen haben und Vorteile fiir PS79-
lysogene Zellen bei der Infektion ihrer Wirte bringen. Da die lysogene Vermehrung
eines temperenten Phagen unabdingbar an das Uberleben seiner Wirtszelle gebunden
ist, fithrt diese Strategie natiirlich auch zu einem Selektionsvorteil fiir den Bakterio-
phagen. Eine andere Erkldrung wire eine strukturelle Verdnderung des ES18-Rezeptors,
des Ferrichrom-Bindungsprotein Sid K. Der Coliphage T5 bindet an das TonA-Protein,
das bei E. coli dieselbe Funktion wie Sid K bei Salmonella erfiillt. Bei T5-lysogenen
Zellen wird der T5-Rezeptor so verdndert, da3 superinfizierende Phagen mit derselben

Rezeptorspezifitit nicht mehr an die Zellen adsorbieren konnen (Klaus et al., 1992).

3.4. Molekulargenetische Charakterisierung

Ein wichtiger Punkt bei der Untersuchung verschiedener Phagen einer Organismen-
gruppe ist die Analyse der DNA-Restriktionsmuster. Erste Hinweise auf die Nichtver-
wandtschaft der Phagen untereinander sowie mit dem prominenten Salmonella-Phagen
P22 brachte der Restriktionsmustervergleich von aus Phagenkdpfen isolierter EcoRI-ge-
schnittener DNA (vgl. Abbildung 12., Seite 84). Zwischen diesen Mustern konnten
keine Ahnlichkeiten festgestellt werden. Bestitigt wurde dies durch die Hybridisierun-
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gen von Gesamt-Phagen-DNA gegen Southern Blots derselben Phagen ("jeder gegen
jeden"). Aus den Restriktionsmustern gespaltener Gesamt-Phagen-DNA bzw. klonierter
DNA-Fragmente wurden die Grofen der fiir 7D mit ca. 42000 bp, fiir PS79 mit 46200
bp und fiir A12 mit 44600 bp ermittelt. Alle drei Phagen sind in der Lage, generell zu
transduzieren. Es ist daher zu erwarten, da3 die Phagen-DNA, ausgehend von einer pac
site, nach dem sogenannten headful-Prinzip verpackt wird. Eine fiir diesen Ver-
packungsmodus typische unterreprisentierte Bande im Restriktionsmuster der Phagen-
DNA konnte bei PS79 und A12, nicht jedoch bei 7D detektiert werden. Dal3 die DNA
von 7D keine cos site besitzt, konnte experimentell gezeigt werden. Es stellt sich daher
die Frage, wie das Genom des Phagen vor der Integration in das Genom der Wirtszelle
zirkularisiert.

Das Fehlen einer unterreprasentierten Bande konnte bei 7D dadurch hervorgerufen
werden, daB3 die Verpackung an mehreren Stellen des Genoms initiiert werden kann.
Die bei der Spaltung mit Restriktionsenzymen entstehenden Startfragmente der jeweils
ersten Verpackung wiren im folgenden in so geringen Mengen vorhanden, daf} sie bei
der Analyse der Restriktionsmuster nicht detektierbar wéren. Eine weitere mogliche
Erklarung wére, daB3 der Verpackungsstartpunkt von 7D zwar in einem bestimmten,
jedoch ausgedehnten Bereich des Genoms liegt. Im Fall des generell transduzierenden
Phagen ES18, bei dem ebenfalls kein pac-Restriktionsfragment in submolarem Verhilt-
nis detektierbar ist, weisen jiingste Untersuchungen darauf hin, da3 der Verpackungs-
startpunkt iiber einen Bereich von ca. 2000 bp streut (Casjens, personliche Mitteilung).
Dies hat zur Folge, daB3 die Startbande so diffus ist, dal sie im Restriktionsmuster
unentdeckt bleibt.

Wie weitere Experimente zeigten, integriert 7D nach Zirkularisierung der DNA durch
homologe Rekombination zwischen den attachmen sites des Phagen- und des Bakte-
riengenoms. Die Integration erfolgt in einem nichtkodierenden Bereich des Salmonella-
Chromosoms. Dadurch verhindert der Phage die Schadigung seiner Wirtszelle. Da die
7D attP-Region innerhalb der vegetativen Karte lokalisiert ist, fiihrt die Integration zu
einer Anderung der Genreihenfolge im integrierten Prophagen. Es ist anzunehmen, daf3
diese Umstrukturierung des Genoms Einfluf} auf die Regulation der Phagengene hat und
wie etwa bei Lambda zur Stabilisierung des Prophagenstatus notwendig ist.

Nicht eindeutig gekldrt werden konnte die Frage, ob der PS79-Prophage in das Genom
von LB5000 integriert oder als extrachromosomale Replikationseinheit vorliegt. Die
Ergebnisse der Untersuchung der genomischen DNA von LB5000(PS79) weisen darauf
hin, da8 PS79 nicht in das Wirtschromosom integriert. Der eindeutige Beweis durch
Isolierung extrachromosomaler Phagen-DNA konnte jedoch nicht erbracht werden. Die
Hybridisierung extrachromosomaler DNA mit Phagen-DNA zeigen zwar, dal3 Cosmid-

DNA-Priparationen PS79-DNA enthalten, es kann aber nicht ausgeschlossen werden,
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daB3 es sich dabei um Verunreinigungen handelt, die durch freie Phagen verursacht
werden.

Als besonders problematisch erwies sich die molekulargenetische Charakterisierung des
Phagen A12. Eine mehrere Enzyme umfassende Restriktionskartierung, wie sie bei 7D
und PS79 durchgefiihrt wurde, war aufgrund der Nichtklonierbarkeit grofer Teile des
Genoms nicht moglich. Hinweise auf die Ursache dieses Phidnomens lieferten Versuche,
die klonierten Fragmente zu sequenzieren. Nach Informationen des Gottinger Sequen-
zierlabors SEQLAB bilden die in Vektoren inserierten DNA-Fragmente Sekundér-
strukturen aus, die eine Sequenzierung erheblich erschweren, in einigen Fillen sogar
ginzlich verhindern. Es mu3 davon ausgegangen werden, dal die Ausbildung von
Sekundérstrukturen auch die Hauptursache fiir die Nichtklonierbarkeit des Genoms von
A12 darstellt. Die Expression schddlichen Phagengene fiir die mit Ligationsansétzen
transformierten Zellen kann als Ursache nahezu ausgeschlossen werden, da auch
Shotgun-Klonierungsansitze, bei denen die Phagen-DNA mit dem Enzym EcoRV in

Fragmente mit geringer Groe gespalten wurde, erfolglos blieben.

4. Abschlieflende Betrachtung iiber phagenbedingte Gentransduktion in der Natur

Wie durch Arbeiten von Schicklmaier und Schmieger (1995) gezeigt werden konnte,
stellt Lysogenie in der Natur zumindest bei Salmonella eher die Regel als eine Aus-
nahme dar. Fiir die iiberwiegende Mehrheit der im Rahmen dieser Studien isolierten
Bakteriophagen konnte aullerdem die Fihigkeit, generell zu transduzieren, nachgewie-
sen werden. Eine Studie mit Isolaten der Spezies E. coli zeigte, dafl die Situation bei
Salmonella und ihren Phagen mit der bei der gentechnisch weitaus bedeutenderen
Spezies E. coli vergleichbar ist, wenngleich die ermittelten Zahlen fiir die Lysogenie
sowie fiir das Vorkommen transduzierender Bakteriophagen geringer waren (Schickl-
maier et al., 1998). Dies zeigt, da3 die bei Salmonella-Phagen erworbenen Erkenntnisse
durchaus auf andere Bakterienspezies iibertragbar sind.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, da3 die Rolle der Transduktion beim horizontalen
Gentransfer im Vergleich zu den Mechanismen der Transformation und der Konjuga-
tion bei weitem unterschitzt wird. Dies gilt nicht nur fiir die Evolution der Bakterien,
sondern stellt insbesondere im Rahmen der Sicherheitsforschung bei der Freisetzung
gentechnisch veridnderter Organismen ein Problem dar. Die Hoffnungen, nichttransdu-
zierbare Vektoren zu konstruieren, scheinen in Anbetracht der Vielzahl an Bakteriopha-
gen und der damit nahezu ins unermeBliche steigenden Variationen der Strategien,
DNA zu verpacken und auf Empfiangerzellen zu tbertragen, gering (vgl. 3.1.). Die
einzige Beschrinkung dieses Transfersystems scheint in der allgemein engen Wirtslimi-
tierung von Phagen zu liegen. Zwar sind durchaus Bakterienviren mit groem Wirtsbe-

reich bekannt, doch handelt es sich bei keinem dieser Vertreter um einen transdu-
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zierenden Phagen. Auch die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Salmonella-Phagen
zeichnen sich durch einen engen Wirtsbereich aus.

Abbildung 24 stellt die moglichen Verbreitungswege genetischer Information von gen-
technisch verdnderten Organismen auf die natiirliche Bakterienpopulation eines Habi-
tats durch Transduktion dar. Um zu iiberpriifen, welchem dieser Ubertragungswege in
der Natur die grofite Bedeutung zukommt, sind umfangreiche Studien unter naturnahen

Bedingungen (Mikrokosmosexperimente) notwendig.
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Abb. 24: Transduktionswege zwischen gentechnisch verdnderten Organismen und Bakterien in ihrer

Umgebung.

Im Rahmen der Arbeit wurden bereits Vorstudien zu solchen Experimenten unter
Laborbedingungen gemacht. Das Prinzip bestand in der Kokultivierung potentieller
Spender- und Empfangerstimme, von denen entweder einer oder beide lysogen fiir den
transduzierenden Phagen P22 waren. Zur Unterscheidung der Transduktionspartner
wurden diese mit chromosomalen transposonkodierten Resistenzmarkern (Tn5, Tn/0)

versehen. Die Ubertragung der Selektionsmarker wurde in Abhingigkeit von der Ko-
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kultivierungsdauer anhand des Auftretens von Doppelresistenten ermittelt. In Versu-
chen, in denen ausschlieBlich lysogene Stimme verwendet wurden, konnte die Richtung
des Transfers durch einen zusdtzlichen chromosomalen Resistenzmarker gegen Strepto-
mycin, den nur einer der beiden Stimme trug, bestimmt werden.

Dabei zeigte sich, daB die Ubertragung der Markergene mit Abstand am hiufigsten und
schnellsten auf folgendem Weg erfolgt: Aus Lysogenen freigesetzte Phagen vermehren
sich in den Zellen des nichtlysogenen Stammes und iibertragen DNA der Wirtszelle auf
die lysogenen Zellen. Transduktanten konnten bereits nach vier bis sechs Stunden nach-
gewiesen werden, und dies nahezu unabhéngig von der Anfangsdichte der Zellkultur
sowie von variierten Verhdltnissen von Spendern und Empfangern. Bei der Kokultivie-
rung zweier lysogener Stamme traten Transduktanten erst nach vier Tagen auf. Unter
diesen Voraussetzungen konnte Transduktion nur durch transduzierende Partikel erfol-
gen, die spontan aus einem der Stimme freigesetzt wurden (vgl. Abbildung 24, Weg 4).
Experimente, bei denen die Kokultivierung unter Mangelbedingungen durchgefiihrt
wurden, wie sie fiir die meisten natiirlichen Habitate typisch sind, zeigten nur unwesent-
liche Unterschiede zu denen, die unter Verwendung von Vollmedien durchgefiihrt wur-
den. Aus diesen Untersuchungen kann geschlossen werden, da3 freie Phagen aus der
Umgebung, die sich in phagensensitiven GVOs explosionsartig vermehren konnen, eine
groBere Gefahr darstellen als Prophagen, die die GVOs tragen.

Bei der Fiille von Informationen, die heute iiber die einzelnen Mechanismen der Uber-
tragung von genetischem Material zwischen Bakterienzellen vorliegen, darf jedoch
nicht vergessen werden, daf} es sich dabei um isolierte Betrachtungen einzelner Trans-
fersysteme handelt. Derzeit liegen, soweit bekannt, keine Studien vor, die sich mit den
tatsdchlichen Gentransferereignissen in der Natur beschiftigen. Bei der Komplexitit der
Zusammensetzung und der Uberlebensstrategien mikrobiologischer Lebensgemein-
schaften darf angenommen werden, daf3 selbst unter enormem technischen Aufwand nur

Einblicke in die Beziehungen der Organismen natiirlicher Habitate moglich sind.
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Zusammenfassung

Die Rolle der Transduktion beim horizontalen Gentransfer ist bislang wenig untersucht.
Die Bedeutung, die diesem Mechanismus beim Austausch von genetischem Material in
der Natur zukommt, kann nur geklért werden, wenn moglichst umfassende Informatio-
nen iiber das Vorkommen von transduzierenden Bakteriophagen verfiigbar sind. Zur
Erforschung des AusmaBes des phagenvermittelten Gentransfers war es notwendig,
Methoden zu entwickeln, die nicht auf die Verfiigbarkeit kultivierbarer Indikatorbakte-
rien zum Nachweis von Phagen sowie Spender- und Empfangerstimme zum Nachweis
der Transduktion angewiesen sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur indikatorunabhéngigen Identifizie-
rung transduzierender Bakteriophagen entwickelt. In Phagenpartikel verpackte DNA
wurde als Template fiir die PCR-Amplifikation von bakterieller 16S rDNA eingesetzt.
Dabei wurden PCR-Primer verwendet, die eine Amplifikation der 16S rRNA-Gene der
meisten Eubakteria ermdglichen. Die Sequenzierung der klonierten Amplifikationspro-
dukte ermdglichte die retrospektive Identifizierung der Wirtsbakterien. Zur Etablierung
dieser Methode wurde der generell transduzierende Sa/monella-Phage P22 eingesetzt.
Erste Anwendungen auf verschiedene Umweltproben zeigten, dafl dieser Ansatz den
Nachweis generell transduzierender Bakteriophagen ohne Isolierung und Kultivierung
der Wirtszellen ermoglicht. Daher ist es auch mdglich, Phagen, die am Gentransfer
beteiligt sind, ohne Selektion durch die derzeit kultivierbaren Wirte zu detektieren.
Schon in den ersten Testanwendungen konnten Phagen von 26 verschiedenen Gram-
negativen Bakterienspezies nachgewiesen werden, bei denen bisher keine transduzieren-
den Viren bekannt waren. Die Untersuchung einer Moorquellwasserprobe brachte Infor-
mationen iiber Phagen mit bisher unbekannten Wirtszellen.

Die hier vorgestellte Methode kann als Prototyp des indikatorunabhéngigen Nachweises
generell transduzierender Phagen fiir prinzipiell alle Bakterienarten gelten. Unter Ein-
satz verschiedener 16S rDNA-Primerpaare ist der Suche nach transduzierenden Parti-
keln in der Umwelt nahezu keine Grenze gesetzt. Dieser Ansatz erlaubt sowohl die
Uberpriifung einer Probe auf das Vorkommen transduzierender Phagen mit unterschied-
lichen Wirtsspezifititen als auch die gezielte Suche nach am DNA-Transfer beteiligten
Phagen spezieller Vertreter der Prokaryonten.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der bisher unbekannten
Salmonella-Phagen 7D, PS79 und A12. Es konnte gezeigt werden, daB3 diese nicht mit
P22 sowie anderen prominenten Bakterienviren verwandt sind und daher drei neue Pha-
genfamilien reprisentieren. Mikrobiologische Untersuchungen erbrachten, daf es sich
dabei um zwei temperente und einen virulenten generell transduzierenden Phagen
handelt. Beziiglich ihrer morphologischen und Nukleinsdure-Merkmale z&hlen sie zur

Familie der Caudovirales. Die Phagen wurden in Hinsicht auf ihr Wirtsspektrum sowie
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Zusammenfassung

auf phagenvermittelte Schutzmechanismen lysogener Zellen untersucht. Im Rahmen der
molekulargenetischen Analyse konnte die Grofe der Phagengenome ermittelt werden
und fiir 7D und PS79 konnten Restriktionskarten fiir acht bzw. sieben Enzyme erstellt
werden. Der Phage A12 entzog sich, wahrscheinlich aufgrund ausgeprigter DNA-
Sekundarstrukturen, einer ausfiihrlichen Restriktionskartierung, so daf3 diese auf ein En-
zym beschriankt werden muflite. Untersuchungen PS79-lysogener Zellen weisen darauf
hin, daf} der Prophage als extrachromosomale Replikationseinheit vorliegt. Fiir den Pha-
gen 7D wurde die Integration durch ortsspezifische Rekombination sowie der Integra-
tionsort auf dem Chromosom von Salmonella nachgewiesen. Die Charakterisierung der
Phagen 7D, PS79 und A12 erbrachte neue Informationen iiber die Vielfalt generell
transduzierender Bakteriophagen bei Salmonella.

Insgesamt zeigen die erzielten Ergebnisse deutlich, da3 der horizontale Transfer geneti-
schen Materials durch Transduktion, insbesondere im Hinblick auf die Sicherheitsfor-
schung im Zusammenhang mit der Freisetzung gentechnisch verdnderter Organismen,

nicht ldnger als vernachléssigbarer Faktor eingestuft werden kann.

124



Anhang

Anhang

Positionen Kartierter Restriktionsschnittstellen in Genom von 7D

EcoRV EcoRI Dral
Position der FragmentgroBe | Position der FragmentgroBe | Position der Fragmentgrofe
Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp)
2400 3200 1600
3700 1300 5900 2700 6000 4400
4650 950 9400 1300 7050 1050
9950 4900 18000 3500 12450 5400
11150 1600 20600 8600 20900 8450
13350 2200 28600 2600 31450 10550
16950 3600 32400 8000 35850 4400
17850 900 36200 3800 2500
19850 1100 37550 1350
20350 1400 37900 350
27500 2400 3800
24950 2200
27050 2100
31550 4500
31950 400
32650 700
32850 200
35350 2500
36200 850
3900
Pstl HindIII Xhol
Position der FragmentgrofBe | Position der FragmentgroB3e | Position der Fragmentgrofle
Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp)
2900 1100 14100
6200 3300 9000 7900 20400 6300
12500 6300 22300 13300 28700 8300
13000 500 30950 8650 39500 10800
13550 550 3500 150
15850 2300
15100
Smal Miul
Position der Fragmentgrofe | Position der Fragmentgrofie
Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp)
3800 34700
21400 17600 500
14600
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Anhang

Positionen Kartierter Restriktionsschnittstellen in Genom von PS79

EcoRV Nrul Stul
Position der Fragmentgroe | Position der| FragmentgroBe | Position der Fragmentgrofie
Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp)
3400 pac-Fragment 4700 pac-Fragment 4900
3700 300 5800 1100 7300 2400
4500 800 9800 4000 11800 4500
6950 2450 11650 1850 17000 5200
8450 1500 12150 500 34700 17700
8690 240 12450 300 35100 400
11290 2600 15450 3000 900
15790 4500 20950 5500
19790 4000 26750 5800
23790 4000 29150 2400
26240 2450 34950 5800
28440 2200 35450 500
30040 1600 36400 950
30740 700 36950 550
32540 1800 38450 1500
32840 300 41650 3200
33940 1100 42050 400
34540 600 4000
38240 3700
43840 5600
1650
Hindlll Sall Xho 1
Position der Fragmentgrofe | Position der Fragmentgrofe | Position der Fragmentgrofie
Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp) Schnittstelle (bp)
2500 pac-Fragment 7650 6000
7800 5300 19500 11850 16250 10250
11700 3900 25400 5900 25100 8850
2600 14300 27650 2250 27850 2750
39500 13500 4750 7750
40300 800
43100 2800
2700
Ndel
Position der FragmentgrofBe
Schnittstelle (bp)
6500
25300 18800
18400
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Anhang

Positionen Kartierter Restriktionsschnittstellen in Genom von A12

Sall HindIIl EcoRI
Position der Fragmentgrofe Position der | FragmentgroBe | Position der | Fragmentgrof3e
Schnittstelle (bp) Schnittstelle | (bp) Schnittstelle | (bp)
16000 18000 19400
20400 4400 23200 5200 23800 4400
25400 5000 24500 1300 29000 5200
27900 2500 33500 9000 31500 2500
32400 4500 39000 5500 36000 4500
41400 9000 42900 3900 8600
41900 500 1700
2700

Integrationsstelle des Phagen 7D in das Chromosom von S. typhimurium LT2

attB

FurC] nlpE  dapA  gouwRbep perl wigh
] I I I I
1 1 1 1
2608088 Hazi3z 2684265 2686392 2688536
uraA pp purtl purh [=lal PR
N | I | | 1 I I
1 1 1 1
2616688 12032 2614265 2616398 2618536
\ 4 guad quak #=ef
Mmoo COt I | | ||
1 1 1 1
2620088 22132 2824260 2EZE398 2628030
=hdA ratE
|
1 1 1 1
2638088 #=3I2132 2634265 2636398 2638536
ratA sinl =inH
| Il |
1 1 1 1
2646088 42132 2E44265 2646398 2648536
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Anhang

Sequenzvergleich: p4EV/p7D1500att

Obere Sequenz: p4EV
Untere Sequenz: p7D1500att

S

61

61 C

121

121

181

181

241

GATATCGCGA

SILITTITT

GATATCGCGA

TCGATAACGG

LELETTET

TCGATAACGG

GTACCGCGAA

T GTACCGCGAA

241 TTCCCTGCGA CCGTTGATTC TGTAGTCGTA

301

301 AGCGACATAC AGCCCGTCAC

361

361 TTTTAATTT

421

421

481

481

541

541 T

601

601

661

661

TACTCATAAC

CGGTTTACCG

ATATACCGTC

GTTGGAAACG

TAATTGACTG
|

CTGATGTCAT

ACCGGTTAAC

CGACCGAGGA

GGTCAGAAAC

LELEETETT

GGTCAGAAAC

GCACAATTCA
RERRARNRR
GCACAATTCA

AAGAAAAACC

A AAGAAAAACC

ATAACAACTT

wEL

ACACCACACG

AGTACCCCGT

AGTCATACGG

CGACCA
LT
ca

CCGGAACGAG

CCGGAACGAG

CCCGTAAAGC

CCCGTAAAGC

CTGTACCGGC
LEFTTIETT
CTGTACC

GGC

CTCTGTAAAA

LILTTTTT

CTCTGTAAAA ACAGAGGGTT GACTACG

TGTAAATCAT

LELTETELT
TGTAAATCAT
TATGAAAAAT
GGAAATCCCG
TTTTTCAGTG

| |

CAGGTGCGCC

AAAAAATGTG A

AAAAAATGTG

GATTTTTACC

TTGACTTCAT

CGTCATACTG

CAGTGTGCGG

CAGCAATGAG

G CAGCAATGAG

TGACAAGCGT

LITLTTTT
A TGACAAGCGT

TTATTTACGA
Mo ]
TGGTAGCCGG

ATACCGTTTT

TGATGATGCG

CTGCTCACAG

TCATAAAGTC

60

60

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540

600

600

660

660

720

720
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