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Warum haben einige Bakterien lineare Chromosomen

und Plasmide?

Matthias Redenbach, Lehrstull fiir Genetik, Universitiit Kaiserslautern,

und Josef Altenbuchner;, Institut fiir Industrielle Genetik, Universitit Stutigart

» Noch vor wenigen Jahren war man der
Ansicht, dass alle Prokaryonten ein einzel-
nes zirkuldres Chromosom besitzen und
eventuell noch ein oder mehrere autonom
replizierende Plasmide oder Phagen, wih-
rend Eukaryonten grundsitzlich mehrere li-
neare Chromosomen haben. Lediglich bei
Mitochondrien und Chloroplasten von Eu-
karyonten fand man zirkuldre Genome, was
als Beweis fiir den bakteriellen Ursprung der
Organellen galt.

Die Aussagen iiber bakterielle Chromo-
somentopologie und Chromosomengrife
beruhten meist auf Daten aus genetischer
Kartierung, DNA-Renaturierungskinetik
oder Sedimentationsverhalten. Einen Wen-
depunkt bildete die Entwicklung der Gen-
technik, die zunichst die physikalische Kar-
tierung weniger Gene erméglichte und heut-
zutage die ganzer Chromosomen. Von be-
sonderer Bedeutung erwiesen sich die Ent-
wicklung der Pulsed-Field-Gelelektropho-
rese (PFGE) zusammen mit der Ent-
deckung selten schneidender Restriktions-
enzyme und die Automatisierung der DNA-
Sequenzierung, mit der innerhalb weniger
Wochen ein komplettes Bakteriengenom im
»shot gun“-Verfahren sequenziert werden
kann.

Diese Techniken fiihrten zu einem diffe-
renzierteren Bild {iber bakterielle Genome.
Auch wenn nach dem heutigen Kenntnis-
stand die meisten Bakterien ein einzelnes,
zirkulires Chromosom besitzen (Tabelle 1),
so findet man heute zunehmend Bakterien
mit einer ungewohnlichen Genomstruktur

Bakterienstamm

Agrobacterium tumefaciens C58 o-Proteobacteria

Borrelia burgdorferi B31 Spirochétales
Brucella melitensis 16M o-Proteobakteria
Deinococcus radiodurans R1
Sinorhizobium meliloti 1021 o-Proteobacteria
Actinobacteria

Streptomyces coelicolor A3(2)

Vibrio cholerae El Tor N16961 y-Proteobacteria

Taxonomische Gruppe

Thermus/Deinococcus- Gruppe

Bakterienstamm Taxonomische Gruppierung ChromosomengroBe
Aquifex aeolicus VF5 Aquificales 1,55 Mb
Bacillus subtilis 168 Bacillus/Clostridien-Gruppe 4,21 Mb
Campylobacter jejuni NCTC11168 8/e-Proteobacteria 1,64 Mb
Caulobacter crescentus CB15 o-Proteobacteria 4,01 Mb
Chlamydia pneumoniae AR39 Chlamydiales 1,22 Mb
Escherichia coli K12 v-Proteobacteria 4,63 Mb
Mycobacterium tuberculosis H37Rv Aktinobacteria 4,41 Mb
Neisseria meningitidis MC58 f3-Proteobacteria 2,27 Mb
Synechocystis sp.PCC6803 Cyanobakterien 3,57 Mb
Thermotoga maritima MSB8 Thermotogales 1,86 Mb
Treponema pallidum Spirochétales 1,13 Mb

Tabelle 1: Beispiele von Eubakterien aus taxonomisch unterschiedlichen Abteilungen bzw. Unterab-
teilungen mit einem einzigen, vollstindig sequenzierten Chromosom. (Fiir Referenzen zur Genom-
grofBe und Genomstruktur siehe www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/Genome/org.html; www.sanger.ac.uk/
Projects/Microbes; www.jgi.doe.gov/JGI_microbial/html/index.html, www.tigr.org/tigr-scripts/CMR2/

CMRHomePage.spl).

(Tabelle 2). So wurde 1989 mit Hilfe der
PFGE zum ersten Mal ein lineares Bakteri-
enchromosom in dem Spirochiten Borellia
burgdorferi nachwiesen!!l. Uberraschend war
vier Jahre spiter die Entdeckung linearer
Chromosomen in Streptomyceten?], spezi-
ell im genetisch intensiv untersuchten §.
coelicolor A3(2), da alle Kreuzungsdaten auf
ein zirkuldres Chromosom hinwiesen. Be-
merkenswert ist auch die chromosomale
Struktur von Agrobacterium tumefaciens: Hier
wurden sowohl ein 3 Mb groBes zirkulires
als auch ein 2,1 Mb grof3es lincares Chro-
mosom gefunden sowie zwei zirkuldre Plas-
mide von 0,54 Mb und 0,21 Mbl3!.

Chromosom GroBe Topologie
Chromosom | 2,84 Mb zirkuldr
Chromosom Il 2,07 Mb linear
Chromosom | 0,91 Mb linear
Chromosom | 2,11 Mb zirkular
Chromosom I1 1,17 Mb zirkular
Chromosom | 2,64 Mb zirkular
Chromosom Il 0,41 Mb zirkuldr
Chromosom | 3,65 Mb zirkular
Chromosom | 8,66 Mb linear
Chromosom | 2,96 Mb zirkular
Chromosom 1 1,07 Mb zirkular

Tabelle 2: VolIstindig sequenzierte Bakteriengenome mit ungewéhnlicher Genomstruktur

Bakterien mit linearen Chromosomen ha-
ben meist auch lineare Plasmide. Seltener
treten lineare Plasmide in Bakterien mit zir-
kulirem Chromosom auf, wihrend Bakteri-
en mit linearen Chromosomen hiufig auch
zirkulire Plasmide enthalten, oft gleichzei-
tig mit linearen Plasmiden wie in B. burg-
dorferi oder S. coelicolor A3(2) (1ab. 2).

Interessanter Weise besitzen nur eine
oder wenige Gattungen innerhalb einer Bak-
terienfamilie lineare Chromosomen. So ha-
ben bisher alle darauf hin untersuchten Spe-
zies von Borrelia ein lineares Chromosom,
wihrend nahe verwandte und ebenfalls pa-
thogene Spirochiten wie Treponema pallidum

Plasmide

Plasmid AT (zirkuldr, 0,54 Mb) und Ti
(zirkuldr, 0,21 Mb)

9 zirkuldre Plasmide (9 kb - 30 kb), 12 lineare Plasmide
(5,2 kb - 53,5 kb)

keinePlasmide

Plasmid MP1 (zirkular, 0,17 Mb) und CP1
(zirkuldr, 45 Kb)

Plasmid pSymaA (zirkuldr, 1,35 Mb) und pSymB
(zirkular, 1,68 Mb)

Plasmid SCP1 (linear, 0,35 Mb) und Plasmid SCP2
(zirkular, 31 Kb)

keine Plasmide
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und Leptospira interrogans ein zirkulires Ge-
nom besitzen. Streptomyceten gehéren zu
den G+C-reichen Gram-positiven Akti-
nomyceten. Fiir wenigstens acht verschie-
dene Spezies wurde durch PFGE, Klonie-
rung der Enden™ oder bei 8. coelicolor A3(2)
und 8. avermitilis durch Sequenzierung des
kompletten Genoms die Linearitit der
Chromosomen gezeigt. Die nahe verwand-
ten Aktinomyceten Saccharopolyspora
erythrea, Actinoplanes philippinensis, Strepto-
verticillium abikoense, Nocardia asteroides und
Micromonospora chalcea haben nach PFGE-
Analysel! ebenfalls ein lineares Chromosom,
wihrend Corynebacterium glutamicum oder
Mycobacterium tuberculosum und M. leprae den
DNA-Sequenzdaten zufolge ein zirkulires
Chromosom tragen. Weiterhin weisen
PFGE-Daten bei Amycolatopsis orientalis und
Rhodococcus opacus ebenfalls auf ein zirku-
lires Chromosom hinl3,

Fiir viele andere Aktinomycetengattun-
gen gibt es noch keine Daten. Es mag Zufall
sein, dass bisher alle Mycel-bildenden Akti-
nomycten mit Genom-Gréfen von 8-10 Mb
lineare Chromosomen haben, wihrend die
als einzelne Zellen wachsenden Aktinomy-
ceten mit Genomen von 3-8 Mb zirkulire
Chromosomen besitzen. A. tumefaciens ist bis-
her der einzige Vertreter aus der Gruppe der
a-Proteobakterien mit einem linearen Ge-
nom. Drei Verwandte wurden bisher se-
quenziert, von denen Sinorhizobium meliloti
und Brucella melitensis durch Megaplasmide
beziehungsweise ein bipartides Genom auf-
fallen (1ab. 2).

Die Probleme mit Enden von doppel-
strangiger DNA, wie sie durch Doppel-
strangbriiche nach intensiver y-Strahlung in
einer Zelle entstehen, sind einmal die In-
stabilitdt der Enden, in Prokaryonten be-
dingt durch Exonucleasen, die die DNA ab-
bauen, und in Eukaryonten durch Fusionen
mit anderen DNA-Enden. Zum anderen ist
bisher keine DNA-Polymerase bekannt, die
ohne eine Startersequenz oder Primer (ge-
wohnlich das 3’-OH-Ende eines RNA-Oli-
gonucleotids) die DNA-Synthese an einer
Matrize starten kann. Dies bedeutet, dass
nach jeder Replikation die neu synthetisier-
ten DNA-Stringe am 5’-Ende unvollstindig
sind, ein lineares DNA-Molekiil also nach
jeder Replikation kiirzer wird. Daher mus-
sten Zellen mit linearen DNA-Molekiilen
spezielle Enden (‘Telomere) und Mechanis-
men entwickeln, um die Enden zu stabili-
sieren und die Replikation zu vervollstindi-
gen. Abgesehen von einigen ,exotischen®
Losungen durch Viren und Bakteriophagen
mit linearen Genomen kénnen drei ver-
schiedene Grundtypen unterschieden wer-
den (Abb. 1).

Bei eukaryontischen Chromosomen be-
stehen die Telomere aus einer kurzen Se-

Abb. 1: Telomerstrukturen von (A) Eukaryonten-
chromsomen, bestehend aus kurzen, repetitiven
Sequenzen (Pfeile), (B) bakteriellen linearen
Chromosomen, Plasmiden und Phagen mit
kovalent verbundenen Enden bzw. (C) mit
kovalent an die 5°-Enden gebundenen Proteinen
(gelbe Kreise).

quenz, die hdufig und in gleicher Orientie-
rung hintereinander wiederholt wird und am
duflersten Ende in einen 3’-iiberstechenden
Einzelstrang ausliuft, welcher eine komple-
xe Struktur ausbildet. Zusammen mit hier
gebundenen Proteinen, darunter Telomera-
se, wird verhindert, dass diese Enden abge-
baut werden oder mit anderen Enden fu-
sionieren. Erstaunlich ist, dass alle Eu-
karyonten von Hefen iiber Protozoen, Pflan-
zen bis hin zum Menschen sehr dhnliche
Telomersequenzen habenl©l.

Dagegen findet man bei Prokaryonten
zwei vollig verschiedene Telomerstrukturen.
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Die linearen DNA-Molekiile von Borrelia
sowie dem K. co/i-Phagen N15 tragen Haar-
nadelstrukturen an den Enden, das heil3t das
3’-OH eines DNA-Strangs ist iiber eine
Phosphordiesterbriicke mit dem 5’-OH En-
de des komplementiren Strangs kovalent
verkniipft. Kovalent geschlossene Enden
findet man auch bei dem linearen Chromo-
som von A. zumefaciens’. Die Replikation der
linearen Borrelia-DNA-Molekiile, bei N15
und im A. zumefaciens-Chromosom beginnt in
oder nahe dem Zentrum und verlduft bidi-
rektional nach auen. Es entsteht eine zir-
kuldre doppelstringige DNA, die zwei Ge-
nome enthilt, die in Kopf-Kopf- und
Schwanz-Schwanz-Orientierung aneinander
stoBBen. Durch eine Telomer-Resolvase wer-
den dann die beiden Genome durch ver-
setzte Einzelstrangbriiche an den Ubergiin-
gen getrennt. Die iiberstehenden kohisiven
Einzelstringe falten sich zuriick zum Dop-
pelstrang, und nach Ligation erhilt man wie-
der die urspriinglichen Haarnadelstrukturen
(Abb. 2). Das Gen fiir die 'Telomer-Resolva-
se wurde inzwischen fiir den Phagen N15
identifiziert und das Protein gereinigt!”!. Es
zeigt eine geringe Homologie zu DNA-In-
tegrasen von Phagen.

Charakteristisch fiir Streptomyceten-
chromosomen, aber auch fiir lineare Plas-
mide aus Streptomyceten und anderen
Gram-positiven Bakterien, einigen Phagen,
Adenoviren sowie einigen linearen Pilz- und
pflanzlichen Plasmiden ist ein Protein, das
kovalent an die beiden 5’-Enden des Dop-

Abb. 2: Mechanismen der Replikation linearer DNA-Molekiile, links von DNA mit kovalent
geschlossenen Enden wie beispielsweise bei dem Phagen N15 und rechts von Molekiilen mit kovalent
gebundenen Proteinen (gelbe Kreise), beispielsweise bei Streptomyceten-Chromosomen. Die weien
Pfeile links an den gelben Regionen symbolisieren die versetzten Einzelstrangbriiche der Telomer-
Resolvase an den palindromen Erkennungssequenzen.
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Abb. 3: Mégliche Faltung der Telomere des S. lividans-Chromosoms als Einzelstrdnge (3*-OH-Enden).

pelstrangs gebunden ist. Dieses dient an-
stelle eines RNA-Oligonukleotids als Primer
fiir die DNA-Replikation. Bei Adenovirus
und dem Bacillus-Phagen ¢29 beginnt die
Replikation mit einem Heterodimer aus ter-
minalen Protein und Virus-codierter DNA-
Polymerase an den Enden des Genoms mit

einem als ,strand displacement* bezeich-
neten Replikationsmechanismus. Bei St-
reptomyceten sitzen die Proteine am Ende
von langen, auf der anderen Seite die Mo-
lekiils invers wiederholten Sequenzen, die
von zirka 160 bp bei §. avermitilis bis zu 550
Kb bei §. rimosus reichen. Deletionen in den
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"Telomeren des linearen Plasmids pSLLA2 aus
8. rocher zeigten, dass eine an den Mo-
lekiilenden gelegene Sequenz von etwa 144
bp Linge essentiell ist, um dieses Plasmid
in einer linearen Konfiguration zu vermeh-
ren8l. Die Telomere enthalten bis zu elf pa-
lindromische Sequenzen von 13-25 bp Lin-
ge, von denen die zum Molekiilende hin ge-
legenen ersten drei Palindrome innerhalb
der linearen Streptomycetenreplikons am
héchsten konserviert sind.

Wie bei den Borrelia-Plasmiden und bei
N15 startet die Replikation bei Streptomy-
ceten bidirektional vom Zentrum dieser Mo-
lekiile nach auB3en (Abb. 2). Damit unter-
scheidet sich diese Art der Replikation deut-
lich von der bei Adenoviren und $29. Nach
der Replikation endet der jeweils neu syn-
thetisierte Strang etwa 150-200 bp vor dem
cigentlichen Replikon-Ende. Der 3’-iiber-
stehende Einzelstrang bildet vermutlich an
den palindromen Sequenzen Haarnadel-
strukturen, die die Erkennungsstelle fiir das
terminale Protein bilden kénnten (Abb. 3).

Der genaue Mechanismus fiir das Auffiil-
len der Einzelstrangliicke ist noch nicht be-
kannt. Kiirzlich wurden aus §. rochei drei Ge-
ne fiir terminale Proteine (#pgR1-7pgR3) iso-
liert, eines aus dem Chromosom und zwei
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aus linearen Plasmiden sowie jeweils eines
aus den Chromosomen von §. /ividans und
8. coelicolor. Die Proteine sind zu tiber 60 Pro-
zent identisch in der Aminosduresequenz
und funktionell austauschbar™!. Interessant
ist, dass die Proteine keine Homologie zu
den terminalen Proteinen der Adenoviren
oder von $29 zeigen, sondern zu Dominen
bestimmter reverser Transkriptasen, die —
wie beim Hepatitis B-Virus — die Synthese
des viralen DNA-Minus-Strangs anhand ei-
ner RNA-Matrize katalysieren, indem sie das
erste Nukleotid des beginnenden Strangs
kovalent an sich selbst binden.

Lineare bakterielle Chromosomen wer-
den wahrscheinlich auch zukiinftig wesent-
lich seltener gefunden werden als zirkulire
Chromsomen. Das Auftreten von nur einer
oder wenigen Gattungen mit linearen Chro-
mosomen innerhalb einer Bakterienfamilie
oder Ordnung sowie zwei vollig verschie-
dene Telomerstrukturen kénnen als Indizien
dafiir genommen werden, dass Bakterien-
chromosomen urspriinglich ringférmig wa-
ren, und die lineare Topologie spiter ange-
nommen wurde, etwa nach Integration eines
linearen Phagen oder Plasmids. Die Vortei-
le einer solchen Anpassung lassen sich mog-
licherweise aus der Betrachtung der Fihig-
keiten und Lebensweise der entsprechen-
den Bakterien ableiten.

B. burgdorferi und verwandte Species sind
die Ursache der durch Zecken iibertragenen
Borreliose. Eine Infektion kann sich iiber
Jahre hinziehen, da das Immunsystem den
Erreger offensichtlich nur ineffektiv
bekdmpft. Ein Grund kénnte in der Variabi-
litit der Oberflichenproteine der Erreger lie-
gen. Das A+ T-reiche Genom von Borrelia ist
wie bei vielen pathogenen Organismen re-
duziert, bei B. burgdorferi B31 MI hat das li-
neare Chromosom eine Linge von 910 kb.
Ungewohnlich sind die vielen linearen (12)
und zirkuliren Plasmide (9), die noch ein-
mal 610 kb an DNA ergeben, sodass hier
auch von einem gesplittetem Genom ge-
sprochen wird. Bemerkenswert ist die Viel-

zahl homologer Sequenzen in den Plasmi-
den und einer Region am rechten Ende des
Chromosoms. Diese sind bedingt durch dhn-
liche Telomersequenzen, vor allem aber
durch eine hohe Redundanz von Genen, die
meist fiir Oberflichen-Lipoproteine kodie-
ren sowie fiir ihnliche plasmidische Repli-
kations- und Partitionsproteine. Bemer-
kenswert ist ferner ein fiir Bakterien unge-
wohnlich hoher Anteil an Pseudogenen in
den Plasmiden!?],

Ein Vorteil der Genomstruktur von Bor-
relia konnte in einem schnellen und einfa-
chen Austausch der auf den Plasmiden lo-
kalisierten Gene innerhalb der Borrelia-
Stimme liegen. Homologe Rekombination
zwischen den Plasmiden kénnte zur Verin-
derung der Genexpression fiir Oberflichen-
und Virulenzproteinen bezichungsweise zu
Proteinen mit veridnderten antigenen Ei-
genschaften fiithren. Dies sollte durch eine
lineare Struktur der Plasmide und Chromo-
somen begiinstigt werden, da hier Einzel-
Crossover bereits ausreichen, um Gen- oder
Plasmidfusionen zu erzeugen. Die Pseudo-
gene und nicht-codierenden Regionen tre-
ten vor allem in einigen Plasmiden oder Plas-
midregionen und am rechten Chromo-
somenende gehiuft auf. Offensichtlich sind
dies Zwischenstufen bei dem Abbau oder
Umbau nicht benétigter Funktionen und ein
Indiz fiir dynamische, schnell evolvierende
Genombereiche.

Die Gram-positiven Sporen bildenden
Streptomyceten konnten zu den Gram-ne-
gativen Borrelia-Arten kaum unterschiedli-
cher sein. Sie sind apathogene Bodenbak-
terien; die Chromosomen gehéren mit 8 Mb
zu den groBten Bakterienchromosomen
iiberhaupt; sie besitzen den héchstmogli-
chen G+C-Gehalt von 72 Prozent und tragen
selten mehr als drei Plasmide. Sie zeichnen
sich vor allem aus durch den effizienten Ab-
bau aller moglicher organischer Polymere
wie Zellwinde, Polysaccharide, Proteine so-
wie der Fihigkeit, eine unglaubliche Viel-
falt an Sekundirmetaboliten wie Antibioti-

ka zu syntheti-
sieren.

Eine intensiv
untersuchte Ei-
genschaft von
Streptomyceten
ist ihre enorm
hohe geneti-
sche Instabi-
litit. Etwa 0,5
Prozent aller
Sporen weisen
grof3e, chromo-
somale Deletio-
nen auf, die bis
zu 25 Prozent
des Genoms be-
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tragen konnen. In der Regel treten diese De-
letionen an den Enden der Chromosomen
auf; sie fithren zu einem Verlust der Telo-
mere und einer Zirkularisierung des Chro-
mosoms, die meist noch instabiler sind und
weiter deletieren. Begleitet sind diese De-
letionen oft von DNA-Amplifikationen, bei
denen DNA-Abschnitte von 2 kb bis zu 100
kb teilweise mehrere hundert Mal tandem-
formig wiederholt werden. Diese Rearran-
gements sind moglich aufgrund der unge-
wohnlichen Genverteilung. Die Telomerre-
gionen haben zwar eine dhnlich hohe Gen-
dichte wie die Regionen um den zentralen
Replikationsursprung, die ,,house keeping“-
Gene konzentrieren sich aber im Chromo-
somenzentrum, wihrend viele Gencluster
fiir die Biosynthese von Sekundirmetaboli-
ten, oft redundant vorhandene Gene zum
Abbau von Polymeren sowie cine Vielzahl
von Genen mit unbekannter Funktion an
den Chromosomenenden sitzen. Die Telo-
merregionen kénnen daher deletiert werden,
da sie frei sind von Genen, die fiir das Wachs-
tum essentiell sind. Weiterhin kénnen die
chromosomalen Telomerregionen durch
Einzel-Crossover mit linearen Plasmiden re-
kombinieren und, da die Funktion der ter-
minalen Proteine austauschbar ist, iiber Kon-
jugation horizontal weitergegeben werden.
Ebenso wurde gezeigt, dass das linke Ende
eines Chromosoms mit dem rechten Ende
eines zweiten identischen Chromosom iiber
kurze zufillig vorhandene homologe Se-
quenzen rekombinieren kénnen, was die
sehr unterschiedlich langen inversen Se-
quenzwiederholungen der Enden erklart!'],
Damit zeigen die "Telomerbereiche eine dhn-
lich hohe Dynamik wie sie in dem Plasmid-
system von Borrelia vermutet wird. Vermut-
lich dient dies zur Verbesserung von Ab-
bauleistungen und der Synthese von neuen
Sekundirmetaboliten, mit der neue Nah-
rungsquellen erschlossen und Nahrungs-
konkurrenten niedergehalten werden kon-
nen.

Ein Vergleich der zirkuliren Chromoso-
men von A. tumefaciens und S. meliloti zeigt
eine Vielzahl orthologer Gene, die zudem in
threr Anordnung hochkonserviert sind. Un-
ter den meisten Genen des linearen Chro-
mosoms von A. zumenfaciens finden sich eben-
falls Orthologe in §. meliloti; die Verteilung
dieser Gene auf die verschiedenen Repli-
kons und ihre Anordnung ist aber nicht kon-
serviert, sondern zeigt mosaikartige Struk-
turenBl die auf eine hohe Frequenz von
DNA-Rearrangements nach Aufspaltung der
beiden Organismen in zwei Arten hindeu-
tet.

Der Vorteil der linearen Struktur von
Chromosomen und Plasmide kénnte also fiir
Bakterien darin liegen, in Teilen des Ge-
samtgenoms eine hohe Plastizitit und Flui-
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ditdt zur schnellen Adaptation zu erreichen
und in anderen Teilen wiederum eine hohe
Konstanz zu bewahren.
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