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Naturliche Transformation

Leben und sterben lassen — horizon-
taler Gentransfer in Vibrio cholerae
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There is a fundamental gap in our understanding of how horizontal gene
transfer contributes to the enormous range of genetic variations that are
observed among bacteria. Our model organism is Vibrio cholerae, the
causative agent of cholera. V. cholerae enters a natural competence state
for the uptake of DNA in response to environmental signals. Our objective
is to better understand the regulatory circuits that drive competence in
this organism and the mechanistic aspects of the DNA transfer and
uptake process.
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V. cholerae kolonisierten Krebstierchen aus,
um die Krankheit auszulésen.

B Cholera ist eine durch Wasser iibertrage-
ne Krankheit, die durch schlechte sanitare
Bedingungen verursacht wird. Nach Infektion

Entwicklung von Vibrio cholerae
durch horizontalen Gentransfer

Bis vor Kurzem lag der Forschungsschwer-
punkt zu V. cholerae auf der menschlichen
Krankheit, die durch dieses Bakterium ver-
ursacht wird. Diese Einseitigkeit ist unserem
Verlangen zuzuschreiben, Cholera durch die
Entwicklung von Impfstoffen oder durch
wirksame Antibiotika-Behandlungen zu
bekampfen. Doch fiir Forschungsfortschritte
ist es von Bedeutung, wie und warum V. cho-
lerae iiberhaupt pathogene Eigenschaften
erlangen konnte. Insbesondere gibt die
Genomsequenz von V. cholerae Hinweise auf
eine umfangreiche Genaufnahme durch hori-
zontalen Gentransfer (HGT). Es sind ver-
schiedene Mechanismen bekannt, durch die
DNA in das Genom von V. cholerae gelangen
kann, beispielsweise durch Phagentrans-
duktion. Vor einigen Jahren entdeckten wir,
dass Chitin die natiirliche Kompetenz fiir

mit dem Erreger Vibrio cholerae leiden die

Patienten unter starkem Durchfall. Der Verlust
von Korperfliissigkeit fiihrt zur Dehydrierung,
und die Krankheit verldauft ohne Behandlung
haufig todlich.

Das Epizentrum der letzten Cholera-Pan-
demien ist das Flussdelta am Zusammenfluss
von Ganges und Brahmaputra und dem Golf

Phytoplankton
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—/_\

von Bengalen in Bangladesch. Hier lebt V. cho-
lerae im frei schwimmenden Zustand und oft-
mals auch in Verbindung mit Phytoplankton
und Zooplankton [1]. Es geht aus dieser aqua-
tischen Umgebung periodisch als humanes
Pathogen hervor. V. cholerae ist in der Lage, an
kleine Crustaceen (Krebstiere) und ihre
gehduteten Exoskelette zu binden (Abb. 1).
Solche Exoskelette bestehen hauptsdchlich
aus Chitin, einem Polymer aus N-Acetylglu-
kosamin. Seit dem vergangenen Jahrzehnt
wissen wir, dass die Verbindung zwischen

dieser Mikrobe und Chitinoberflachen eine
wesentliche Bedeutung fiir die Ubertragung
der Cholera-Bakterien hat. In Biofilmen auf
solchen Chitinoberfldchen (Abb. 1) tritt V. cho-
lerae in hoher Konzentration auf. Vermutlich
reicht die Aufnahme von einigen wenigen mit
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A Abb. 1: Vibrio cholerae in seiner natiirlichen Umgebung. In aquatischen Habitaten ist V. chole-
rae als frei lebendes Bakterium (linke Rasterelektronenmikroskopieaufnahme) oder in Verbindung
mit Phyto- und Zooplankton anzutreffen. Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt héchstwahr-
scheinlich durch Aufnahme kleiner (gehduteter) Krustentierchen zusammen mit ihren opportunis-
tischen Bakterien (z. B. als Biofilm auf Chitinoberflachen; rechtes Bild). MaBstabsbalken: 1 um.
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A Abb. 2: Kolonisierung der Chitinoberflachen durch Vibrio cholerae unter Laborbedingungen. Zur Untersuchung von Biofilmen kultivieren wir

V. cholerae auf autoklavierten Fragmenten von Krabbenschalen, die anschlieBend mit dem Rasterelektronenmikroskop untersucht werden (A). Durch
Anzucht von V. cholerae auf geschredderten Chitinflocken kann die Transformationsfrequenz bestimmt werden (B). Chitinkugeln eignen sich fir die
Lichtmikroskopie und sind somit zur Visualisierung der fluoreszenzmarkierten V. cholerae-Zellen niitzlich (C).

genetische Transformation in diesem Orga-
nismus induziert [2]. Natiirliche Kompetenz
ist ein gut bekannter HGT-Modus, der ein
Bakterium in die Lage versetzt, freie DNA
aus der Umgebung aufzunehmen. Dies
geschieht mittels eines komplexen DNA-Auf-
nahmeapparates, der durch Kompetenzgene
codiert wird. Die transformierende DNA kann
dann {iber homologe Rekombination in das
Empfiangergenom eingebaut werden. Mithil-
fe der natiirlichen Kompetenz kann sich
V. cholerae neue Gene aneignen, einschlieB-
lich solcher, die pathogene Eigenschaften
definieren. Bemerkenswerterweise induzie-
ren andere Arten der Gattung Vibrio, wie
V. parahaemolyticus, V. fischeri und V. vulni-
ficus, ebenfalls ihre natiirliche Kompetenz
als Reaktion auf Chitin. Der von uns studierte
Mechanismus scheint also von genereller
Bedeutung zu sein.

Interaktion von Vibrio cholerae mit
Chitin unter Laborbedingungen

Die Untersuchung der Interaktion von V. cho-
lerae mit Chitin stellt wegen der Unloslich-

keit des Chitinpolymers eine experimentel-
le Herausforderung dar. Mithilfe verschie-
dener Methoden konnten wir einen besse-
ren Einblick in diese Interaktion gewinnen
(Abb. 2). Im Labor verwenden wir fiir die
Versuchsanordnungen das Exoskelett von
Krabben. Die Krabbenpanzer werden gerei-
nigt, in kleine Teile zerbrochen und im Auto-
klav sterilisiert. AnschlieBend wird V. cho-
lerae auf diesen Oberfldchen, die in ein Meer-
wasser-Medium eingetaucht werden, ange-
ziichtet. So konnen wir die Biofilme, die sich
auf den Chitinoberflachen gebildet haben,
mittels Rasterelektronenmikroskopie un-
tersuchen (Abb. 1 und 2A). AuBerdem
verwenden wir handelsiibliche Chitinflo-
cken (Abb. 2B). Um die bakteriellen Inter-
aktionen mit der Chitinoberflache und un-
tereinander zu visualisieren, verwenden
wir Chitinkugeln, da diese fiir die Licht-
mikroskopie geeignet sind (Abb. 2C). Zudem
ermoglicht dies die Anwendung von zell-
mikrobiologischen Techniken, die bessere
Einblicke in den DNA-Aufnahmeprozess
gewdhren.

Regulationsnetzwerk: Chitin-
induzierte natiirliche Kompetenz und
Transformation

Bisher lag der Schwerpunkt unserer For-
schung auf dem Regulationsnetzwerk, das fiir
die natiirliche Kompetenz und Transforma-
tion in V. cholerae verantwortlich ist [3]. Weil
die Chitinoberfldche als einzige Kohlenstoff-
quelle fiir V. cholerae dienen kann, unter-
suchten wir zuerst die Verbindung zwischen
der Katabolitrepression und der Chitin-indu-
zierten natiirlichen Transformation. Wir konn-
ten zeigen, dass sowohl die Kolonisierung der
Chitinoberflache als auch die Induktion der
natiirlichen Kompetenz Katabolit-reprimiert
sind [3]. Aber ,Chitin-sensing” und Katabolit-
repression waren nicht die einzigen Signale,
die den Beginn der natiirlichen Transforma-
tion in V. cholerae bestimmten; auch das Quo-
rum sensing (QS) hatte seinen Anteil.

Mit QS messen Bakterien die Dichte von
Populationen. Um eine Kommunikation zwi-
schen Zellen zu erzielen, synthetisieren Bak-
terien Autoinducer(Al)-Molekiile und schei-
den sie in die Umgebung ab. Andere Bakte-
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rien konnen derartige Al erkennen und auf
diese entsprechend reagieren. V. cholerae
besitzt zwei primare QS-Regelkreise. Das Sys-
tem 1 synthetisiert und erkennt den Cholera-
Autoinducer 1 (CAI-1). Weil dieses Signal vor-
wiegend von V. cholerae produziert wird, ver-
mutet man, dass es fiir die Kommunikation
innerhalb der Bakterienart verantwortlich ist.
Das System 2 vermittelt die Kommunikation
zwischen verschiedenen Arten durch das
weitlaufig verwendete Autoinducer 2-Molekiil
(AI-2) [4]. Dariiber hinaus ist QS fiir die
Umstellung von DNA-Degradation in Rich-
tung kompetenzvermittelte DNA-Aufnahme
verantwortlich [5-7]. Die Chitin-induzierte
natiirliche Transformation hangt vom art-
spezifischen CAI-1 ab, der daher als Kompe-
tenz-Pheromon fungiert [5, 6].

Kompetenz-induzierter DNA-
Aufnahmeapparat von Vibrio cholerae

Die DNA-Aufnahmekomplexe von natiirlich
kompetenten Bakterien sind noch immer
nicht gut verstanden, obwohl ein makromo-
lekularer Komplex diskutiert wird, der Typ-IV-
Pilus(T4P)-dhnliche Komponenten und ande-
re Kompetenzproteine umfasst. Viele Aspek-
te dieser Modelle beruhen jedoch auf korre-
lativen Ergebnissen (z. B. keine Pili = keine
Transformation), Homologien mit dem , Stan-
dard“-T4P und experimentell nicht unter-
mauerten Spekulationen. Wir haben kiirzlich
gezeigt, dass V. cholerae bei der Kompetenz-
Induktion tatsdchlich einen T4P produziert,
der {iber die AuBenmembran hinausreicht [8].
Mithilfe von fluoreszenzmarkierten Fusions-
proteinen konnten wir auch andere Kompo-
nenten des DNA-Aufnahmekomplexes visua-
lisieren und zeigen, dass der DNA-Aufnah-
meapparat nicht strikt mit den Zellpolen asso-
ziiert ist [8]. Das periplasmatische Kompe-
tenzprotein ComEA sammelt sich um die ein-
tretende DNA und kondensiert diese. Die
DNA-Aufnahme iiber die AuBenmembran
wird somit hochstwahrscheinlich durch en-
tropische Krafte gefordert, die mit der ComEA-
Bindung einhergehen [10]. Wir konnten
mittels Lebendzellmikroskopie die DNA-Auf-
nahme in Echtzeit visualisieren [9, 10].

Toten fur DNA

Unsere jlingste Studie beschreibt, wie V. cho-
lerae wahrend des Wachstums auf einer Chi-
tin-haltigen Oberfldche sein Typ-VI-Sekre-
tionssystem (T6SS) induziert, um Nachbar-
zellen zu toten (Abb. 3, [11]). Die T6SS-codie-
renden Gencluster sind Teil des Kompetenz-
regulons. Mithilfe der Lebendzellmikrosko-
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A Abb. 3: Kompetenz-induzierter Apparat zur Tétung von Bakterien verstarkt den horizontalen Gentransfer bei Vibrio
cholerae. Die Kompetenz-anhéngige Induktion des Typ-VI-Sekretionssystems (T6SS) fordert die natiirliche Transformabi-
litat von V. cholerae durch Tétung von Nachbarbakterien und Aufnahme ihrer freigesetzten DNA. Der Verlauf ist oben
schematisch und unten anhand fluoreszenzmikroskopischer Bilder dargestellt (Angreifer: rot; Beute: griin; v. . n. r.):
Zusammentreffen beider Stamme, T6SS-vermittelte Zellrundung und Lyse der Beute, DNA-Aufnahme durch den Angrei-

fer (sichtbar durch die rote Konzentration des Kompetenzproteins ComEA; weiBe Pfeile).

pie haben wir gezeigt, dass V. cholerae bei der
Kompetenz-induzierten Aktivierung des T6SS
gleichzeitig kultivierte Bakterien wie Esche-
richia coli und andere V. cholerae-Stamme
totet und deren genetisches Material fiir
natiirliche Transformation nutzt (Abb. 3).
Daher tragt T6SS mithilfe natiirlicher Trans-
formation zu einem verstarkten HGT bei. Die-
ses Ergebnis begriindet eine neue Rolle des
Typ-VI-Sekretionssystems in V. cholerae, das
urspriinglich aufgrund seiner Rolle bei der
Virulenz untersucht wurde [12].

Wie werden Cholera-Bakterien
gefahrlich?
Umweltsignale 16sen die natiirliche Kompe-
tenz in V. cholerae aus. Unsere Studien zei-
gen, dass eine starke Verbindung zwischen
der natiirlichen Kompetenz als ein Mecha-
nismus fiir HGT und der 6kologischen Nische
besteht, in der V. cholerae lebt. Deshalb ver-
muten wir, dass Chitinoberflachen einen hot
spot fiir die natiirliche Transformation dar-
stellen und somit die Evolution von V. chole-
rae und anderen Vibrio-Arten fordern.
Unsere Forschungsergebnisse tragen daher
zu einem besseren Verstandnis der umwelt-
bedingten Lebensweise von V. cholerae und

seiner Evolution bei. Zu verstehen, wie sich
eine harmlose Mikrobe in der Umgebung zu
einem gefahrlichen humanen Pathogen ent-
wickelt, ist fiir die Bekdmpfung und Verhin-
derung schwerwiegender Cholera-Epidemien
offensichtlich von groBer Bedeutung.
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