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1 Einleitung

Durch die Entwicklung von Antibictika in der Mitte des letzten Jahrhunderts kam die Hoffnung auf,
samtliche bakteridle Infektionskrankheiten besegen zu konnen. Heute weil3 man, dald dieser
Gedanke immer noch ein Wunschdenken ist. Bakterien schaffen es immer wieder, innerhalb relativ
kurzer Zeit durch Mutationen Varianten ihrer Art zu entwickeln, die gegen die neuesten Antibictika
ressent snd. Ein sehr gutes Beigpid hierfir ist die Tuberkulose. Sdbst in den indudtridiserten
Landern seigt die Inzidenz an Tuberkulosefdlen, wetwelt ist die Tuberkulose sogar die haufigste
todlich verlaufende bakteridle Infektionskrankheit. Mindestens 1/3 der Weltbevolkerung ist mit
Mycobacterium tuberculosis infiziert. Jahrlich sterben ca. 3 Millionen Menschen an den Folgen der
Tuberkulose, womit diese Krankheit nach AIDS und Mdaria die dritthaufigste Erkrankung mit
Todesfolge ig. Innerhab des letzten Jahrzehnts sind Uber die Erde verteilt mehrere sogenannte
»Hotspots' entstanden. In diesen besonders prégnanten Regionen, zu denen das Baltikum, Afrika
und auch Mitte- und Sidamerika zéhlen, haben sch multiresstente St&mme von Mycobacterium
tuberculosis entwickelt, die ba immunkompetenten Petienten zu 50 % und bel immunsupprimierten
Petienten in Uber 90 % ene letde Infektion nach sich ziehen. Der zur Zeit am haufigsten eingesetzte
Impfgtoff enthdt enen durch Attenuierung entsandenen Mycobacterium bovis-Stamm namens
BCG (Bacille Cdmette Guérin). Dieser Stamm vermittelt jedoch je nach Studie nur einen Impfschutz
von 0 bhis 80 %. Zudem fihrt e ba immunsupprimierten Patienten (z.B. HIV, angeborene
Immundefekte) zu einer disssminierten BCGitis. Es ist dso dringend erforderlich, einen neuen
Impfgtoff zu entwickeln.

Ein sehr interessanter Ansatiz i die Entdeckung eines dternativen Stoffwechseweges von
Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis BCG. Die Frage, wie es diese obligaten
Aerobier schaffen, n sauersofffreen oder —armen Milieus (Granulome, Abszesse) zu Uberleben,
deuerte unsere Aufmerksamkeit durch die Entschlissdung des kompletten Genoms von
Mycobacterium tuberculosis auf einen Enzymkomplex. In anderen Bakterien, z.B. Bacillus subtilis
oder Pseudomonas aeruginosa, sdlt diesser Enzymkomplex, codiert durch die Gene narGHJI,
Nitrat as terminalen Elektronenakzeptor bereit. Dadurch ist es diesen obligaten Aerobiern mdglich,
unter anaeroben Bedingungen zu exidieren. Mycobacterium tuberculosis bestzt die Fahigket,
durch diesen Enzymkomplex Nitrat zu Nitrit zu reduzieren (WEBER 1999). Aufgrund dieser
Féhigkeit helld der Enzymkomplex anaerobe Nitratreduktase. FRITZ hat gezeigt, dal3 auch
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Mycobacterium bovis BCG diese Nitrat reduzierenden Eigenschaften beditzt (2001). Es hat sich
herausgestellt, dal3 Mycobacterium tuberculosis mehr Nitrat zu Nitrit reduzieren kann ds

Mycobacterium bovis BCG.

Zid diesr Arbet war es, die Regulation der anaeroben Nitratreduktasen von Mycobacterium
tuberculosis und Mycobacterium bovis BCG zu untersuchen. Genauere Kenntnisse diesbeziiglich

kdnnten Rickschlisse Uiber die Virulenz dieser Bakterien zulassen.
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2 Schrifttum

2.1 Mykobakterien

2.1.1 Vorkommen und Bedeutung

Mykobakterien sind weltweit verbreitet, wobel die meisten sgprophytére Umwetkeime sind. Sie
konnten z.B. in Ackerbdden, Staub (v.a M. fortuitum), Abwasser, Klérschlamm, Waldbdden,
Aquarien, natlrlichen und kiingtlichen Gewéssern, Schwimmbédern (v.a M. marinum, fuhrt zum
s0g. Schwimmbadgranulom) und in Wasserleitungen (z.B. M. gordonae, M. kansasii) (SZEWZYK
e a. 2000) nachgewiesen werden (DEDIE e d. 1993). Die im Staub vorkommenden
Mykobakterien konnen sch nicht in ihm vermehren, bleiben aber Uber enen langen Zetraum
infektionsfahig und werden daher mit diesem verbreitet (SCHULZE-ROBBECKE 1993).

Eine Ausnahme innerhab der Gattung Mycobacterium stellen die obligat pathogenen Keime dar, zu
denen bespidswveise M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum (dellen zusammen den M.
tuberculosis-Komplex dar), M. avium (Erreger der Geflligeltuberkulose) und M. leprae gerechnet
werden (SCHULZE-ROBBECKE 1993). Sie konnen sich in der unbeebten Umwelt nicht
vermehren und sind somit auf einen Wirt angewiesen, in dem Se paradtér Ieben. Die Spezies M.
tuberculosis und M. bovis kénnen Menschen und andere Primaten infizieren und eine Erkrankung
aud 6sen, wohingegen Saugetiere im algemeinen nur durch M. bovis erkranken (ROSENBERGER
1970, WILESMITH u. CLIFTON-HADLEY 1994, SELBITZ 2002). M. aviumwurdein Vogen
nachgewiesen, eine Ubertragung von Rindern, Schafen, Ziegen, Schweinen, Hunden und Katzen auf
den Menschen konnte gezeigt werden (HAWTHORNE u. LAUDER 1962, WILESMITH u.
CLIFTON-HADLEY 1994). M. leprae konnte bisher nur aus Menschen isoliert werden (HAHN
1994), M. fortuitum aus Sil3wasserfischen in Sidafrika (BRAGG et d. 1990). Fir M. marinum-
Infektionen konnte der Nachwes erbracht werden, dal3 eine Infektion mit Bakterien aus
Schwimmbadwasser sowie aus Aquariumwasser mit infizierten Fischen efolgt war (SCHULZE-
ROBBECKE 1993).
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2.1.2 Taxonomie

Die Mykobakterien gehdren dem Stamm Firmicutes an, dessen Merkmd ene Zdlwand vom
grampostiven Typ is. Die phylogenetische Klassfikation ordnet Se aufgrund eines G+C-Gehdtes
von mehr ds 50 mol% den Actinobacteria zu. Innerhab der Gruppe der Actinomyceten
(» Strahlenpilze’) gibt es die Familien Actinomycetaceae, Mycobacteriaceae (wird in der neuesten
Ausgabe des Begey's Manud of Determinative Bacteriology nicht mehr  erwdhnt),
Corynebacteriaceae, Nocardiaceae und Dermatophilaceae. Die enzige Gatung der Familie

Mycobacteriaceae ist Mycobacterium mit Gber 50 Arten.

Aufgrund ihrer Pathogenitét werden die Mykobakterien in Hauptgruppen untertellt. Die obligat
pathogene Gruppe besteht aus dem M. tuberculosis-Komplex, zu dem die Erreger M. tuberculosis,
M. bovis (einschlieldich der Impfstdmme M. bovis BCG), M. africanum und wegen der hohen
Homologie auch M. microti gehtren. Die fakultativ pathogenen Keme werden ds NTM (,, hor+
tuberculous-bacilli“) oder MOTT (,mycobacteria other than tuberde badilli*) bezeichnet
(SALFINGER u. KAFADER 1992). Eine weitere ,,Gruppe” ist der Erreger der humanen Lepra,
das M. leprae. Innerhab der Gruppe der NTM gibt es verschiedene Untergruppen. Als MAI-
Komplex oder MAC werden die Erreger M. avium, M. intracellulare, M. marinum und M.
xenopi zusammengefasst, da eine grofe strukturele Ubereinsimmung besteht (DEDIE et d. 1993).
Mykobakteriosen kénnen unter bestimmten Bedingungen auch durch weitere Mykobakterien der
NTM, beispiesweise durch M. kansasii, M. scrofulaceum, M. szulgai und M. simiae, ausgel 0t
werden (DEDIE et d. 1993).

2.1.3 Eigenschaften

Mykobakterien sind grampositive, leicht gebogene, ca. 0,2 - 0,7 x 1,0 - 10,0 um grof3e, sporenlose,
unbewegliche Stébchen. Thr G+C-Gehdlt liegt bael 61 - 71 mol%. In der Zdlwand befinden sch
Mykolsduren mit 60 — 90 G-Atomen, die den Bakterien eine hohe Alkohol- und Saurefestigkeit
bescheren, eine Eigenschaft, die man sich beim Anférben der Bakterien zunutze macht (DEDIE et d.
1993). Karbolfuchsn bildet mit freien Mykolsturen in der Zellwand einen Komplex, der ener
Entfabung mit HCFAIkohol standhdt (SALFINGER u. KAFADER 1992). Weit verzweigte
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Filamente sind nicht typisch, kdnnen aber auftreten (SELBITZ 2002). Mykobakterien wachsen be
37 °C unter aeroben bis mikroaerophilen Bedingungen (5 —10 % CO2) auf komplexen Nahrboden
inz. T. variabler Kolonieform. Wéhrend die NTM mit ener Wachstumsgeschwindigkeit von drel bis
Sieben Tagen zu den schneller wachsenden Mykobakterien gerechnet werden, zéhlen die zu dem M.
tuberculosis-Komplex gehtrenden Mykobakterien zu den langsamwachsenden Mykobakterien, ihr
Wachstum erdtreckt sich auf drel bis vier Wochen. Die dem M. tuberculosis-Komplex zugehérigen
Mykobakterien wachsen immer mit einer rauen Oberflache, wahrend M. avium dies nur in
Ausnahmefélen tut (DEDIE et d. 1993).

1959 untertellte RUNYON die NTM nach ihrer Wachsumsgeschwindigket und ihrem
Pigmentationsverhdten in vier Gruppen. Inzwischen ist bekannt, dal? dieses Sysem verdtet ig, essa
jedoch wegen der daraus hervorgehenden Eigenschaften mit aufgeftinrt.

- Runyon-Gruppe I: langsamwachsend, photochromogen; M. kansasii, M. marinum, M.

smiae
- Runyon-Gruppe Il: langsamwachsend, skotochromogen; M. scrofulaceum, M. gordonae

- Runyon-Gruppe IlI: langsamwachsend, keine Pigmentbildung; M. avium, M. intracellulare,

M. terrae

- Runyon-Gruppe IV: schndlwachsend, M. smegmatis, M. chelonei, M. phlel, M. vaccae

Wie dgch im Laufe der Zet heraussdlte, ist dieses Schema zu einfach und geniigt nicht den
Angrichen dner  Klasdfizieeung, da innethdb  dner  Spezies Unterschiede im
Pigmentbildungsverhdten auftreten konnen.

Der Lipidgehat der Tuberkuloserreger ist mit 13,4 — 23,8 % hoher as bei den Sgprophyten mit ca.
8,4 % (WILSON u. MILES 1964). Aus der Gruppe der Lipide ist eines von besonderer Bedeutung
fur die Virulenz. Das Trehdose-6,6-Dimykolat, der sog. ,, Cord-Faktor* bewirkt das strangartige,
wie Zopfe aussehende Wachstumsmuster junger M. tuberculosis-Kulturen (DEDIE et . 1993).
Zudem zeichnet dieses Lipid fur die Phagozytosehemmung, die Gewebeschédigung und die
Virulenzsteigerung verantwortlich (COLLINS 1989). Die lipopolysaccharid- und wachsartigen
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Substanzen der Mykobakterien haben aber auch ene die unspezifische Immunité steigernde
Wirkung, die thergpeutisch ausgenutzt werden kann, z.B. das BCG-Vakzin bel der Behandlung des
Blasenkarzinoms oder des equinen Sarkoids sowie das Freund-Adjuvans (KREBS et d. 1977). Die
Mykobakterien besitzen Phospheatide, die im Korper des Wirtes as Reizstoffe fungieren und so die
Granulombildung férdern (DEDIE et d. 1993). Insgesamt besitzen Mykobakterien aber iber 50
Antigenfaktoren, die zur ldentifizierung herangezogen werden und pro Art 1 — 17 Serovare (DEDIE
et al. 1993).

Aufgrund ihres Zelwandaufbaues haben Mykobakterien eine Tenazitét, die hther ist s die anderer
sporenloser Bakterien. In der AulZenwelt kdnnen sSie unter ginstigen Bedingungen mehrere Monéate
infektionsfahig bleiben. Die Einlagerung in Bronchidschlem, Milch oder &hnlichen Medien vergérkt
diese Eigenschaft zudem. Temperaturen Uber 100 °C fuhren innerhalb kirzester Zeit zum Absterben,
fUr die Milch haben sch die Kurzzeitpasteuriserung bel 71 — 74 °C und die Hocherhitzung bei 80 —
85 °C bewdhrt (SELBITZ 2002). Sauren und Alkalien haben nur eine begrenzte Wirkung auf
Mykobakterien, sehr resstent snd sie auch gegen Eintrocknen und Gefrieren, so Uberleben se sogar
die Hitzefixierung und die chemische Behandlung bei der Ziehl-Neelsen-Farbung (DEDIE et 4.
1993). Zur Desinfektion sind deshab nur bestimmte hinschtlich ihrer Tuberkulozidie Uberpriifte (den
Desinfektions-mittellisten der DV G zu entnehmende) Mittel zugelassen, bspw. Formadehyd, Phenal,
chlorabspatende Mittel, Alkohole, Aldehyde und quarternére Ammoniumverbindungen (SELBITZ
2002). Mykobakterienkulturen sind bis zu zwdlf Jahre Uberlebensfahig, in Fakdien, Gllle und
Abwassern bis zu sechs Monate. Jedoch sind sie empfindlich gegen direktes Sonnen oder UV-Licht
und oxidierende Verbindungen (DEDIE et d. 1993).

2.2 Tuberkulose

2.2.1 Tuberkulose beim Menschen

2.2.1.1 Epidemiologie und Bedeutung

Sait Jahrhunderten ist die Tuberkulose digenige bakterielle Infektionskrankheit, an der weltweit die
mesten Menschen sterben. Daran hat sich bis heute nichts geéndert. Innerhab der letzten 15 Jahre
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dand die Inzidenz und die Prévdenz dieser Erkrankung stark gestiegen (STOKSTAD 2000). Heute
snd 1/3 der Menschheit latent mit M. tuberculosis infiziert, von denen nach Expertenschétzungen 10
% im Laufe ihres Lebens erkranken werden. Zunehmender internationaler Reiseverkehr, ansteigende
Migration und das geh&ufte Auftreten von HIV-Patienten, insbesondere in den Entwicklungdéndern,
werden fUr die seigenden Falzahlen verantwortlich gemacht (RAVIGLIONE et d. 1995). In diesen
Landern gerben jéhrlich zwe bis dre Millionen Menschen an Tuberkulose (RKI 2001).
Epidemiologische Beobachtungen in New York, USA, legten dar, da? 1992 drema mehr
Tuberkulosefdle aufgetreten sind ds noch 1978 (FRIEDEN et d. 1995). Die Héfte dler
Tuberkulosepatienten war gleichzeitig mit dem HI-Virus infiziet (HAMBURG 1995). Eine Studie,
die im Jahr 2000 in Japan durchgefihrt wurde, belegt, dal3 sait 1997 ein Aufwartstrend der
Tuberkulosainzidenzen zu verzeichnen it (NAKATANI et d. 2002). Nach mehr ds 40j8hriger
Anwendung von Thergpeutika gegen die Tuberkulose ist das Auftreten von multires stenten Stémmen
von M. tuberculosis heute zu einem weltweiten Problem geworden (NOLAN 1997; SALOMON
u. PERLMAN 1999). Die WHO informierte im Mérz 2000, dal3 die Anzahl an res stenten Stdmmen
in Deutschland und Dénemark sait 1996 um 50 % auf 10,3 % bzw. 13,1 % angestiegen ist
(STOKSTAD 2000). In Rusdand sind 7 %, in Teilen von Indien 14 % und in Estland sogar 22 %

dler YS&mmevon M. tuberculosis resstent gegen Rifampicin und |soniazid.

Neben der Resistenz it aber auch die Perastenz der Mykobakterien fur ihre lange Erfolgsgeschichte
verantwortlich. M. tuberculosis kann innerhdb enes infizieten Individuums Uber enen langen
Zeitraum Uberleben, ohne klinische Krankheitserscheinungen auszul6sen (HONER ZU BENTRUP
u. RUSSELL 2001). Wie Sudien belegen, it es sdbst nach einer scheinbar efolgreich
durchgefiihrten Chemothergpie zu Rezidiven gekommen. Fir den Fdl, dal3 Rifampicin nicht in der
Thergpie verwendet wird, liegt die Rezidivrate be Uber 10 % (East African-British Medica
Research Councils 1974). Die fur das erneute Ausbrechen der Erkrankung verantwortlichen Stamme
snd weiterhin empfindlich gegen die verwendeten Medikamente. Demnach sind keine Mutationen
aufgetreten, sondern die Mykobakterien blieben von der Chemothergpie unbeanflusst. Diese
Perdgenz is auch fur den Verlauf einer Infektion mit M. tuberculosis be nicht behandelten
Petienten typisch und erklért die hohe Anzahl von 2 Milliarden infizierten Menschen (RAVIGLIONE
et al. 1995).

In dem Epidemiologischen Bulletin des Robert-K och-Ingtitutes (RKI), Nr. 46 vom 16. November
2001, ig die derzetige Tuberkulosesituation fur Deutschland offengelegt. Obwohl die Stuation
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bisher ds nicht bedrohlich angesehen wird, gehdrt Deutschland nicht zu den ,low incidence
countries*. Die Zahl der gemeldeten Neuerkrankungen an aktiver Tuberkulose im Jahr 2000 betrug
9064. Das entspricht einer Inzidenz von 11,0 Erkrankungen auf 100.000 Einwohner. Im Vergleich
mit den Zahlen aus den Vorjahren it ein Rickgang an jahrlichen Neuerkrankungen festzustellen. Der
Anteil an erkrankten Audandern betrégt derzeit 33,6 %. Der Anteil an erkrankten Kindern unter 15
Jahren igt mit 4,9 % um 17 Fédle gestiegen. Dies wird as bedeutsam angesehen, weil durch die
héaufige und zeitnahe Erkrankung rach einer Infektion das aktuelle Tuberkulosegeschehen an dieser
Gruppe abgelesen werden konne. Die Inzidenzraten lagen im Jahr 2000 bundesweit zwischen 17,2
Erkrankungen pro 100.000 Einwohner in Hamburg und 7,6 in Sachsen. Niedersachsen gehort zu
den Bundedandern mit relativ niedrigen Inzidenzraten. Im Jahr 1998 betrug s€ 9,9, 1999 56 und
im Jahr 2000 9,1 pro 100.000 Einwohner. Nur Niedersachsen und das Saarland haben steigende
Inzidenzen zu verzeichnen, in dlen anderen Bunded@ndern blieben se auf geichem Niveau.

2.2.1.2 Klinik

Eine Infektion mit M. tuberculosis fuhrt nicht automatisch sofort zu einer Tuberkulose. Wéhrend
Kinder megens innerhdb enes kurzen Zetraumes erkranken, kann die Inkubetionszeit bel
Erwachsenen mehrere Jahre betragen. Tritt der Erkrankungdfdl sofort nach ener Infektion en,
spricht man von einer Primértuberkulose. Demgegentiber spricht man von ener postpriméaren
Tuberkulose, wenn die Krankheit mehr ds zwe Jahre nach ener Infektion aufritt. Anhand des
Ausdehnungsgrades wird avischen einer Miliartuberkulose, einer maldig fortgeschrittenen und ener
welit fortgeschrittenen Tuberkulose unterschieden (MATHIESSEN et d. 1992)

In der ersten Krankhetsphase verlauft eine Tuberkulose hdufig symptomlos. Im fortgeschrittenen
Stadium treten Allgemenerscheinungen wie gestortes Allgemenbefinden, Appetitlosgkeit,
Nachtschwell3, Fieber, Schittefrost, Gewichtsverlust und vermindertes Leistungsvermogen auf. Je
nach Lokdisation erscheinen auch Hesarkeit, Hudten, Hasschmerzen und Thoraxschmerzen
(MAGNUSSEN u. KANZOW 2001). Regelanomalien wurden ebenfalls beobachtet (DEDIE et 4.
1993).

Nach MATTHIESSEN et d. (1992) wird die Erkrankung der Lunge wie folgt eingetellt:

- Intrathorekade  Lungentuberkulose mit  intrathorekder  Lymphknotentuberkulose,
stenoserender Bronchustuberkulose, Lungentuberkulose durch Lymphknoteneinbruch in das
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Bronchid system, hdmatogener Lungentuberkulose und Pleuritis exsudativa tuberculosa

- Pogtprimédre Lungentuberkulose in Form von ener Oberlgppenspitzentuberkulose, einer
lobuldren Lungentuberkulose oder einer infiltrativen Lungentuberkul ose

Ba enem Befdl der Hiludymphknoten kann es zu ener Kompresson der Bronchien und zu
Segment- oder Lappenatelektasen kommen. Im Rahmen einer kaverndsen Lungentuberkulose
konnen engeschmolzene, késige Nekrosen zu Hohlraumbildungen und  Verbindungen zum
Bronchidbaum fiihren (MATTHY S 2000).

In weiter fortgeschrittenen Stadien treten an welteren Symptomen persstierender Husten mit

schieimig-eitrigem, manchmal auch blutigem Auswurf und Heiserkeit hinzu (DEDIE et a. 1993).

Die einzenen pulmonaden Tuberkuloseformen konnen rontgenologisch voneinander  abgegrenzt
werden, z.B. miliale Herde bel der Miliatuberkulose, ebenso die exsudative, késige und die
fibrotische Form der postpriméren Lungentuberkulose (MATTHY S 2000).

Gdlangen Mykobakterien in den grof3en Kérperkreidauf, manifestieren se sich in anderen Organen,
S0 dass extrathoraka e Organtuberkul osen auftreten. Neben den unspezifischen Symptomen kann es
zu abdomindlen Schmerzen und Geenkschmerzen kommen, spezidl bei Knochert  und
Gelenktuberkulose. Raumfordernde tuberkulése Prozesse im Abdomen  (zB. tuberkulOser
Psoasabszeld) konnen zu Hankenschwelung und be Verlegung der Ureteren zu einer
Hydronephrose filhren (BUCHHOLZ et a. 2000).

Eine urogenitae Tuberkulose zeigt Sch anhand der Leitsymptome rezidivierende Pye onephritis und
eventudl auch Hamaurie. Im weteren Verlauf treten Entzindungen der Becken und
Geschlechtsorgane auf (DEDIE et . 1993).

Andere Organmanifedtationen im Abdomen snd die Damtuberkulose, die haufig im
Ileocaecabeaich auftritt und dann zu lleus, Durchfdl, Blut im Stuhl und Malabsorptions- St6rungen
fuhren kann (DIERICH et d. 2000) und die Peritonedtuberkulose mit Peritonitis und Aszites
(DEDIE et d. 1993).

Neben unspezifischen Symptomen treten auch abdominegle Schmerzen oder Gelenk-schmerzen,
insbesondere bei Knochen bzw. Gelenktuberkulose, auf. Diese Form der Tuberkulose ist haufig an
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den Wirbdkorpern lokalisert (Spondylitis tuberculosa). Eine Zerstdrung der Wirbekorper fuhrt zu
ener Kompresson des Rickenmarks mit den daraus resultierenden Symptomen bis hin zu einer
Querschnittdéhmung (DIERICH e d. 2000). An der Wirbelsdule bedingen ausgedehnte
Senkungsabszesse Schmerzen und Funktionsstorungen (DEDIE et . 1993). Andere L okalisationen
wie Hift- oder Kniegelenk sind bekannt.

Eine meningede Form der Tuberkulose, die vor dlem bel Kleinkindern in Erscheinung tritt, &ul3ert
gch nach enem <shlechenden Beginn  durch  Kopfschmerzen, Wesensanderungen,
Leistungsschwiche Krampfe, Erbrechen und Appetitlosigkeit (DEDIE et d. 1993). In einem
spéteren Stadium der Krankheit kann es zu Lasionen der Hirnnerven 11, 111, 1V, VI, VII und VII
kommen, die sdbs nach ener efolgrechen Thergoie neurologische Schéden bis hin zur
Bewullosigkeit nach sich ziehen kénnen (MALTEZOU et d. 2000).

Die tuberkulse Pericarditis gehort zu den sdlteneren Organmanifestationen und resultiert in ener
erheblichen Absenkung des Herzminutenvolumens. In einem solchen Fdl ig die Letditét sehr hoch
(DEDIE et al. 1993).

Die sehr sdten auftretenden Hautformen der Tuberkulose sind der Lupus vulgaris mit papul Gser
Entziindung und die Tuberculoss verrucosa cutis mit granulomatdsen, warzendhnlichen Lasonen
(DIERICH et a. 2000).

Tuberkulosen nach extrgpulmonder Primé&infektion snd nur noch sehr sdten anzutreffen. Sie kbnnen
durch Infektionen in der Mundhohle eine Tonsllen oder Haldymphknoten+tuberkul ose bewirken.
Eine enterde Infektion kann zu ener lleozékdtuberkulose mit eventudler Beteligung der
Mesenteridlymphknoten fihren. Neben uncharakteristischen Bauchschmerzen kommen lleus,
Durchfal und Blut im Stuhl vor (DIERICH et d. 2000). Eine tuberkulse Peritonitis kann folgen.
Auch ba diesen Primé&infektionen kann es zu ener hamatogenen Aussaat kommen, die dle
postpriméren Verlaufsformen einschliefldich der Miliartuberkul ose nach sich ziehen kann.

Eine generdisete Miliatuberkulose kann einen milden, unspezifischen Verlauf, oft aber auch en
infektids-toxisches Krankheitsbild mit hoher Letditit annehmen (DEDIE et d. 1993).

2.2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Tuberkulose wird bem Menschen durch M. tuberculosis, M. africanum oder M. bovis
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hervorgerufen. In Mitteleuropa Uberwiegt die Infektion mit M. tuberculosis mit e@nem Antell von 99
%, M. africanum:-Infektionen kommen praktisch nur in Westafrika vor, Infektionen mit M. bovis
snd seit der Bekémpfung der Rindertuberkulose selten geworden (MATTHIESSEN et a. 1992).
Infektionsquelle snd  erkrankte und infiziete Menschen (VALVAY e d.  1998).
Nahrungsmittelinfektionen durch z.B. kontaminierte Milch oder erregerhdtiges Heisch sowie ene
Ubertragung der Tuberkulose von infizierten Tieren auf den Menschen sind heute sahr sdten
geworden (DOHOO et a. 1998, CORRY u. HINTON 1997). Von untergeordneter Bedeutung
snd Infektionen durch Staub (Aufwirbeln von eingetrockneten bakterienhatigen Ausscheidungen
beim Bettenmachen oder bel der Fuldodenpflege) und Laborinfektionen. Eintrittspforten sind die
Mundschleimhaut, die Tondllen oder die lleozékalregion des Darms (MATTHIESSEN et d. 1992).

Der haufigste Ubertragungsweg fur Mykobakterien ist die Aerosolinfektion. Das Sputum erkrankter
und unbehandelter Personen mit einer ,, offenen* Tuberkulose enthdt in jedem Tropfen eine grof3e
Anzahl von Mykobakterien, die Uber die Luft in die Atemwege anderer Menschen gelangen
(MATTHIESSEN et d. 1992).

Voraussetzung fir ene Erkrankung ig die Infektion mit groflen Bakterienmengen und
darauffolgender Erregervermehrung und —ausbreitung. Die nach MATTHIESSEN et al. (1992)
charakterigtischen Ausbreitungsvege sind:

1.) lymphogene Streuung
2.) hédmatogene Aussaat nach Einbruch in das Gefa3system oder nach lymphogener
Ausbreitung Uber den Angulus venosus

3.) ortliche Ausbreitung (Organtuberkul ose)

4.) kandikulére Aussaat bel verk&sten und eingeschmolzenen Prozessen; bekannt sind
die bronchiogene Ausbreitung und die Aussaat Uber den Harn bel bestehender
Nierentuberkulose mit Ausbreitung auf die Ureteren, die Hanblase und die
mannlichen Genitalien.

An der Eintrittspforte entwicket sch ein entzindlicher Primérherd. Durch die Ausbreitung der
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Entztindung Uber die Lymphgefd3e zu den regiondren Lymphknoten entsteht der sog. Primérkomplex
(DEDIE et d. 1993). In 96 — 98 % der Féle kommt es in der Folge zum Stillstand der Entziindung
und voriibergehenden oder dauerhaften Aushellung. Die entziindlichen Prozesse resorbieren und
vernarben (MATTHIESSEN et a. 1992).

Im Verlauf ener Tuberkulose treten die typischen Erscheinungen ener chronischspezifischen
Entzindung auf. Die zellulé&re Immunantwort bewirkt einen Tropismus von Epitheoidzdlen,
Langhans-Riesenzdlen, Lymphozyten und Makrophagen, die einen Abwehrwdl fir die zentra
gelegenen Mykaobakterien dargellen (FRIEDLAND 1999). Eine exsudative Entziindung geht mit
ener Irfiltration polymorphkerniger Leukozyten, Makrophagen und Lymphozyten einher. Bel der
produktiven oder granulomattsen Entzindung bilden sch die charakteristischen Tuberkd oder
Granulome aus, in deren Innern Epitheloidzelen und Riesenzellen vom Langhangtyp au finden sind.
Ihr Zentrum kann verk&sen und sekundér verkalken (BARON et d. 1994). Die Mykobakterien
persstieren in solchen Herden tber Jahrzehnte und bleiben virulent. Dadurch geht von ihnen standig
die Bedrohung einer postpriméren Erkrankung aus. Eine lymphogene und / oder hamatogene
Ausbreitung der Bakterien vor Eintreten einer reativen zdluldaren Immunantwort fihrt zu einer
Frihgenerdisation. Diese verlauft as akute Miliartuberkulose oder in Form ener protrahierten
Generadisation (MATTHIESSEN et d. 1992). Kommt es mehr as zwei Jahre nach einer Infektion
mit Mykobakterien zu einer Reektivierung der dten Herde, entwickdt sch ene postprimére
Lungentuberkulose (MATTHY S 2000). Solche Verlaufsformen zeigen sch in einer chronischen
Organtuberkulose, die durch kandikulére oder direkte Ausbreitung auf einen grof3en Tell oder auf
das gesamte Organ entstanden ist (MATTHIESSEN et d. 1992). Durch Einschmel zungsprozesse
kommt es zu Kavernenbildungen und / oder zu Einbriichen in bestehende Hohlraumsysteme, z.B. in
den Bronchialbaum, wodurch eine sog. ,,offene Tuberkulosg® entstent (MATTHYS 2000). Be

schlechter Resstenzlage des Wirtes konnen persistierende Mykobakterien eine Exazerbation
bewirken. Man spricht in diesem Fall von einer Spéigeneraisation (MATTHIESSEN et al. 1992).

2.2.1.4 Diagnose

Bedts @ne sorgfdtige Anamness, zu der ene genaue Hinterfragung der Familien und
Arbatsverhdtnisse zéhlen, kann ene Vedachtsdiagnose ergeben. Neben der vidfdtigen
Symptomatik geben ene Leukozytose mit Linksverschiebung, ene dak erhohte
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Blutsenkungsgeschwindigkeit und ein erhodhter a,-Globulinwert enen Hinwes auf en akutes
Gexchehen. Im  chronischen Stadium snd  ene redive Leukozytose, ene erhohte
Blutsenkungsgeschwindigkeit und ein Andieg der ?-Globulinfraktion zu verzeichnen. Eine
rontgenol ogische Thoraxibersicht, auf der eventudl vorhandene Verdichtungen auf dem Rontgenbild
zu erkennen dnd, i immer angeraten (MATTHIESSEN et d. 1987). Wetere radiologische
Diagnogtika wéaren die Sonographie und die Computertomographie (FRIEDLAND 1999).

Nach wie vor ig die Tuberkulinhauttestung ein approbates Mittel, Tuberkulinreagenten ausfindig zu
machen. Die am haufigsen eingesetzten Tests ind der Tine-Test und der Mendel-Mantoux-Test.
Beide Verfahren beruhen auf einer zdlvermittelten Uber-empfindlichkeitsresktion vom verzogerten
Typ (Typ IV) auf das zuvor injizierte Tuberkulin. Der Nachteil dieses diagnogtischen Verfahrens i,
dal? es lediglich gegen das Tuberkulin gerichtete T-Zelen nachweist. Diese kdnnen auch aus einer
friheren Infektion oder Impfung resultieren, so dal? ein positiver Tuberkulintest keine Aussage Uber
eine akute Tuberkulosainfektion zulasst (MATTHY S 2000).

Eine dchere Diagnose ist nur durch den Erregernachwels zu stdlen. Fir eine bakteriologische
Untersuchung eignen sch vide Se- und Exkrete der Patienten (Sputum, Nichternmagensaft,
Pleuraexsudat, Menstrualblut, Prostatasekret oder Ejakulat, Synovia und Liquor), aus denen die
Mykobakterien kulturell angeziichtet werden (FRIEDLAND 1999). Zur Kultivierung eignen sich
Nahrmedien, die auf einer Ei- oder Kartoffedbass aufgebaut snd. Beispide sind Middlebrook
7H10/11, das Lowengtein-Jensen-Medium, Gottsacker-Medium, Coletsos-Medium und das
Petragnani-Medium (SALFINGER u. KAFADER 1992, FRIEDLAND 1999). Die Nahrmedien
sollten Uber eine Zet von acht Wochen inkubiert werden, da die Bakterien des M. tuberculosis-
Komplexes zu den langsamwachsenden Spezies gehdren. Innerhab von drel bis vier Wochen
wachsen raue und weildiche Kolonien heran. Mit Hilfe der herangeziichteten Kolonien erfolgen
Typenbestimmungen sowie Sengbilitéstestungen (FRIEDLAND 1999).

Aus den oben genannten Patientenmateridien werden Direktpraparate angefertigt, die nach Ziehl-
Nedsen oder Kinyoun geféarbt werden. Beide Farbetechniken nutzen die Saurefestigkeit der
Mykobakterien aus, durch die die Bakterien nicht mit saurem Alkohol entférbt werden kénnen und
dadurch im mikroskopischen Aufschtpréparat rot erscheinen (MATTHIESSEN e a. 1987,
FRIEDLAND 1999, HAAS 2000). Dieses diagnostische Mittd 18sst jedoch nur die Aussage zu,

dal3 im Patientenmaterid sdurefeste Stébchen nachgewiesen wurden.
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Aus Bioptaten, die durch eine Probeexzison oder operativ gewonnen wurden, werden histologische
und zytologische Untersuchungen durchgefiihrt. Wahrend die eine Hélfte des Bioptats den oben
beschriebenen bakteriologischen Untersuchungen zugefihrt wird, muf die andere Hdfte fur die
pathol ogisch-anatomischen Untersuchungen in Formadin eingelegt werden. Das Vorhandensain einer
epithdoidzdligen  Granulomatose  unterstiitzt  die  Diagnose  ener Tuberkulosainfektion
(MATTHIESSEN et d. 1987).

Fir eine Speziesdiagnose miissen biochemische und molekularbiologische Verfahren angewendet
werden. Ein besonderes Augenmerk fdlt auf das Nitratreduktionsvermdgen von M. tuberculosis
unter aeroben Bedingungen. Diese Spezies ist innerhalb des M. tuber cul osis-Komplexes die einzige
mit dieser Eigenschaft, wodurch eine Abgrenzung zu M. bovis, BCG, M. africanum und M. microti
maoglich ist (VIRTANEN 1960, MATTHIESSEN et a. 1987, FRIEDLAND 1999). Andere Tests
nutzen die Fahigkeit zur Niacinproduktion oder die Eigenschaft, eine hitzesenstive Katdase zu
bilden, aus (FRIEDLAND 1999).

Ein rdaiv schnelles diagnostisches Verfaren is das BACTEC-System, das auf einem 7H12-
Medium mit einer an én **C-Atom gebundenen Pamitinsiure ds einziger Kohlenstoffquelle basiert.
Stoffwechsalaktive Mykobakterien bewirken eine Freisetzung von radioaktivem *CO,, das durch
dieses System erkannt wird (FRIEDLAND 1999).

M. tuberculosis kann auch durch ein Fettsaureprofil identifiziert werden. Mit Hilfe einer HPLC (High
Peformance Liquid Chromatography), ener Gadflissgketschromatographie oder ener
Dunnschichtchromatographie werden solche Profile ersdlt und mit Daten bekannter Stamme
verglichen (FRIEDLAND 1999).

Ein neueres Vefahren sitzt sSch auf ene kdorimetrische Methode. Es berunt auf enem
Middlebrook 7H9-Medium mit einem sauerdoffsengtiven, fluoreszeerenden Wachstums-indikator,
der ein Bakterienwachstum anzeigt (FRIEDLAND 1999).

Ebenfdls zu den neueren Methoden werden gentechnische Verfahren gerechnet. Mit Hilfe einer
Polymerasekettenreaktion (PCR) kdnnen Mykobakterien auf bestimmte DNA-Sequenzen, meistens
das 1S6110 (Insertionssequenz 6110) oder das 16S-rRNA-Gen, untersucht werden
(MATTHIESSEN et d. 1987, FRIEDLAND 1999). Eine weitere Methode verwendet einen
Reporter-Phagen, der mit eénem Luciferasegen des Glihwirmchens Photinus pyralis ausgestattet
is. Wird ein solcher Phage (z. B. TM4) in der Gegenwart von Luciferin und ATP in Mykobakterien
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eingebracht, erfolgt durch die Bakterien eine Oxidation zu Luciferyl-AMP. Dieses Zwischenprodukt
zerfdlt zu oxy-Luciferin, das pro Molekil Substrat 0,85 Photonen abgibt. Diese Lichtemission kann

in einem Luminometer gemessen werden (FRIEDLAND 1999).

In der Serodiagnostik kommen verschiedene ELISA zur Anwendung, die mykobakterielle Proteine
nachweisen. Zu nennen sind hier das 16 kDa hsp, das 30 kDa Antigen, die 38 kDa-Antigene und
das LAM. Ein entscheidender Nachtell dieser Methoden ist die geringe Sensitivité (FRIEDLAND
1999).

2.2.1.5 Therapie

Es gibt ene Relhe von Tuberkulogtatika, die in Kombination bei einer Chemotherapie eingesetzt
werden. Bewahrt haben sch Rifampicin, Isoniazid, Pyrazinamid, Ethambutol und Streptomycin. Laut
MATTHIESSEN et a. (1987) gdten fir eine efolgreche antituberkuldse Thergpie folgende
Grundsitze:

1) Am Anfang mui3 eine Intensvbehandlungsphase stehen, die zum Zid haben soll, mit einer
Drei- oder Vierfachkombination der oben aufgefUihrten Medikamente die Keimzahl moglichst
schnell zu reduzieren, eine kulturdle (Sputum-) Konversion zu erzielen und die Entwicklung

skundérer Res stenzen zu verhindern.

2.) Eine anschliel¥ende langere Stabiliserungsphase soll die persstierenden Erreger abotdten, um

Rezidive zu vermeiden.
3.) Die Auswahl der Medikamente richtet sch nach

- der Chemotherapieanamnese; eventud le sekundére Resistenzen durch insuffiziente
Vorbehandlungen

- der mdglichen Infektionsgquelle; aquirierte Primérresistenz durch Ansteckung

- den Organfunktionsstorungen; Krankheiten der Leber, Niere, Augen, Ohren (N.
vedtibularis)

4.) Eine sehr wichtige Rolle spidt die Zuverldssgkeit der Pdienten. Die Einnahme der
Medikamente muld sets geschet sain. Anderenfdls drohen Rezidive mit sekundér
resstenten Keimen. Besonders soziotkonomisch bedrohte Menschengruppen sind haufiger
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unkooperativ und uneinsichtig. Bei diesen Patienten mui eine strikte Uberwachung der
Medikamenteneinnahme erfolgen, entweder durch eine Einbestellung in die Praxis, durch
Hausbesuche oder durch eine dtationére Aufnahme. Empfehlenswert ist die andauernde
Anwendung einer Dreifachtherapie, die die Gefahr von Resistenzen mindert.

5.) Die Thergpiedauer héngt von der Ausdehnung der Tuberkulose und der verwendeten
Medikamentenkombination ab. Rifampicin und Isoniazid schenen unverzichtbar fir eine
erfolgreiche Therapie zu sain.

Die oben genannten Medikamente gehtren zu den Mitteln der ersten Wahl im Kampf gegen die
Tuberkulose (GRANGE u. ZUMLA 1999). Dennoch sind se nicht ungeféhrlich, wie die zahlreichen
Nebenwirkungen dokumentieren.

Isoniazid (INH oder Isonicotinsaurenydrazid) wirkt bei bestehender Lebererkrankung und
madglicherweise auch be Schwangerschaft hepatotoxisch. Welterhin bedingt es eine Neuritis im
peripheren Nervensysem und sdtener auch in den Sehnerven. Weniger haufig auftretende
Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen, Geenkschmerzen sowie sehr sdten hypersengtive
Resaktionen, Lupus-dhnliche Resktionen, zerebdlare Ataxien, Konvulsonen, Psychosen,
Hyperglykdmie, Agranulozytose und be schlecht erndhrten Patienten auch Pellagra (GRANGE u.
ZUMLA 1999).

Rifampin oder Rifampicin bestzt ene sehr gute antituberkul 6se Aktivitét, aber auch eine Vidzahl von
Wechsdwirkungen mit kérpereigenen und —fremden Substraten. Eine Eigenschaft des Rifampins ist
es, samtliche Korpersekrete orange einzuférben. Zum einen sollten Patienten darauf vorbereitet
werden, zum anderen ist Rifampin dadurch aber ein hervorragender Indikator zur Uberwachung der
Patientendisziplin bel der Einnahme der Medikamente. An weteren Nebenwirkungen treten
hepatische Erkrankungen bel Vorliegen einer Lebervorschédigung auf. Selten fllhren gastrointestinde
Nebenwirkungen wie Gewichtsabnahme, Ubelkeit, Erbrechen, abdominale Schmerzen und Diarrhoe
zu enem Abbruch der Thergpie. Immunitétsvermittelte Resktionen wie Hautausschidge, Urtikaria,
Konjunktivitis und sdten auch Hamolyse oder thrombozytopeniebedingte Purpura werden
beschrieben (GRANGE u. ZUMLA 1999).

Ebenfals hepatotoxisch ist das Pyrazinamid. Haufiger dlerdings treten milde gedirointestinde
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Beschwerden und Gedenkschmerzen auf. Die Patienten zeigen einen herabgesetzten Appetit
(GRANGE u. ZUMLA 1999).

Die haufigste Komplikation in der Ethambutolthergpie ist eine retrobulbédre Neuritis, die sich durch
eingeschréankte visuele Wahrnehmung, Farbenblindheit und verkleinerte Sehfelder aul3ert. Sehr selten
tritt eine periphere Neuritis auf. Der Einsatz von Ethambutol bel Kindern sollte generdl vermieden
werden (GRANGE u. ZUMLA 1999).

Das erge tuberkulostatisch eingesetzte Medikament war das Streptomycin.  Es besitzt schon bel
niedriger Doderung eine lange Habwertszeait, was das Auftreten von Nebenwirkungen begingigt.
Durch die Bindung an die 30S-Untereinheit der rRNA vermindert es die Proteinsynthese und
verursacht Fehler beim Lesen der mRNA. Die haufigsten Nebenwirkungen sind eine Oto- und ene
Nephrotoxizitét, sdtenere snd neuromuskulére Blockaden und Hypersengtivitdtsresktionen mit
makulopapul&ren Hautausschldgen, Fieber und Eosinophilie (GRANGE u. ZUMLA 1999).

Die Medikamente der zweiten Wahl sollten auf den Einsatz bel multiresster Lage beschrankt bleiben.
Der therapeutische Erfolg dieser Medikamente wurde bis jetzt in keiner klinischen Studie bestétigt.
Genannt werden sollen Ethionamid, Imipenem, Clofazamin und Thiazetazon (GRANGE u. ZUMLA
1999).

Die Behandlungssraiegie stiitzt sSch auf die Kombination von drel oder vier der genannten
Medikamente innerhdb der erten zwel Monae Rifampin und Isoniazid sollten in dieser
Kombinationsthergpie nicht fehlen. Sofern keine Resistenzen zu beftirchten sind, kann die Menge an
Medikamenten auf zwe reduziert werden. Auch dann sollten wieder Rifampin und Isoniazid Gber
eine Dauer von vier bis sechs Monaten weitergegeben werden (GRANGE u. ZUMLA 1999).

2.2.1.6 Impfung

Der einzige zur Zeit zugdlassene Impfstoff gegen die Tuberkulose ist das BCG-Vakzin. Es handdt
sch um enen abgeschwéchten M. bovis-Stamm, der im frihen 20. Jahrhundert durch 230
Kulturpassagen von Albert Camette und Camille Guérin hergestdlt worden ist. Im Jahr 1921 zum
ersten Ma eingesetzt, wurden inzwischen dre Milliarden Menschen mit diesem Impfstoff geimpft,
womit er zum meist eingesetzten Lebendimpfstoff Gberhaupt wurde (MC KINNEY et d. 1998).

BCG wurde lange Zeit ds ein ideder Impfstoff angesehen. Eine Impfung schien zu keinen erngthaften
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Nebenwirkungen zu fihren, die Impfung sdbst it sehr kogtenglingtig, sie kann zu jedem Zeitpunkt
wahrend und nach der Geburt verabreicht werden, eine enmalige Applikation fihrt zu einer lang
anhatenden Immunitét, BCG is temperaturresstent, so dal3 auch in Landern ohne geschlossene
KUhlkette eine Impfung durchgefhrt werden kann und zudem hat es sch erwiesen, dal? eine Impfung
im frihen Kindedter eine darke Immunitét vermittelt, die ene Erkrankung an den schlimmsten
Formen der Kindertuberkulose wie der meningitischen und der disssminierten miliaren Form

verhindert (MC KINNEY et . 1998).

Die Effektivitét einer BCG-Impfung wurde in den letzten 50 Jahren in diversen Studien untersucht.
Der Tabdle 2.1 ist zu entnehmen, dal3 je nach durchgefihrter Studie die Effektivitét der Impfung bel
80 his 0 % liegt. In enigen Studien konnte demnach kein BCG-vermittelter Schutzeffekt
nachgewiesen werden (BLOOM u. FINE 1994). Diese Ergebnisse flhrten zu stark kontrovers
diskutierten Meinungen. Auf der einen Seaite steht das alarmierende Ergebnis gerade aus den grof3en
Studien in Indien. Auf der anderen Saite zeigen Untersuchungen (dargestdlt in Tabelle 2.1), dal3
dort, wo der Unterschied der Tuberkuloseinzidenz zwischen Kontrollgruppe und Impfgruppe am
geringsten war, de Expostion mit nichttuberkulsen Mykobakterien am weitesten verbreitet war.
Die nichttuberkulésen Mykobakterien scheinen einen dhnlichen Schutz gegen die Tuberkulose zu
vermitteln wie BCG, was eine Erklarung fur die erschreckenden Zahlen besonders der Indienstudien
sain konnte (WILSON et d. 1995). Versuche an Tiermoddlen zeigten, dal3 M. kansasii und M.
avium 85 % des Impfschutzes von BCG erreichten (PALMER u. LONG 1966).
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Studie Anzahl der Studien- Anzahl der Impfschutz | Exposition mit
teilnehmer Tuberkulose - in % atypischen
inzidenzen Mykobakterien
Kontrolle | Geimpfte | Kontrolle|Geimpfte

Haiti (1973) 629 2545 15 25 80 unbekannt

Kanada (1949) 303 306 29 6 80 gering

Britisch MRC 12867 13598 248 62 77 gering

(1977)

Nordamerikan. 1451 1541 372 108 75 gering

Indianer

(1958)

Chicago (1961) 1665 1716 65 17 75 gering

Sudafrika (1968) | 17135 20623 74 48 37 unbekannt

Puerto Rico 27338 50634 141 186 31 hoch

(1974)

Indien, 5808 5069 46 28 31 hoch

Madanapalle

(1973)

Georgia u. 17854 16913 32 26 14 hoch

Alabama (1976)

Georgia (1969) 2341 2398 3 5 0 hoch

Indien, 79398 272455 93 192 0 hoch

Chingleput

(1969)

Tab. 2.1: Impfschutz durch BCG-Impfungen (BLOOM u. FINE 1994)

In den letzten Jahren het Sch ein zusétzliches Problem herausgestd|t. Immunsupprimierte Menschen,
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hier seien insbesondere die HIV-Patienten genannt, entwickeln nach einer Impfung mit BCG ene
generdiserte Infektion (disseminierte BCGitis) mit oft todlichem Ausgang (VON REYN et a. 1987,
WELTMAN u. ROSE 1993, JOUANGUY et a. 1996, NEWPORT et a. 1996). Dennoch
empfienlt die WHO in Landern mit ener hohen Tuberkulosspravdenz und —inzidenz ene
Schutzimpfung mit BCG. Lediglich HIV-podtive Kinder sollten von den Impfma3nahmen
ausgenommen sein. Weltweit werden heute 85 % dler Neugeborenen gegen die Tuberkulose
geimpft. In Deutschland und enigen anderen Industrienationen wird eine BCG-Impfung gegenwartig
nicht empfohlen.

2.2.2 Tuberkulose bei Tieren

2.2.2.1 Epidemiologie und Bedeutung

Die Tuberkulose ist eine meist chronisch verlaufende Infektionskrankhet, die sehr vide Tierarten
befdlen kann. Die haufigste Tuberkulose ist die Rindertuberkulose, die entsprechend am besten
beschrieben idt. In der Bundesrepublik zahlt Se heute zu den anze gepflichtigen Tierseuchen.

Wie zahlreiche higorische Aufzeichnungen belegen, is die Tuberkulose ene der am langden
bekannten Seuchen. Aber erst Robert Koch gdang es, den verantwortlichen Erreger zu
charakteriseren. 1882 entdeckte er die Tuberkulosebakterien und postulierte daraufhin, dal3 die
Tuberkulose bel Tieren und be Menschen durch den gleichen Erreger hervorgerufen werde. Erst
1901 gdang ihm der Nachwes, da3 es Sch um zwe unterschiedliche Erreger handen miisse
(SELBITZ 2002).

In den weitaus haufigsten Fdlen wird die Tuberkulose bal Sdugetieren durch M. bovis verursacht,
shr vid sHtener snd M. tuberculosis-Infektionen. In den letzten Jehrzehnten wurde die
Tuberkulose in vielen Indudtrienationen erfolgreich bekampft, so dal3 Sein viden dieser Lander - u.a
auch in Deutschland und viden Bundesstaaten der USA sowie Kanada - getilgt werden konnte
(HUNTER 1996, SELBITZ 2002). Dennoch treten heute wieder vermehrt Tuberkulosefdle, z. B. in
Grofdritannien und den USA, auf (MONIES u. HEAD 1999). Obwohl Deutschland den Status
tuberkulosefrel bedtzt, werden auch be uns hin und wieder vereinzedte Fdle gemedet (s
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Tierseuchenberichte des Bundesminigeriums fur Erndhrung, Landwirtschaft und Forgen im
DEUTSCHES TIERARZTEBLATT, diverse Ausgaben der Jahre 2001 und 2002).

Der Erreger M. bovis zeichnet sich durch ein grof3es Wirtsspektrum aus (O'REILLY u. DABORN
1995). Der bekannteste Wirt der Tuberkulose ist das Rind, aber auch kleine Wiederkauer wie Schaf
und Ziege werden, wenn auch sdten, befdlen (MORRIS et a. 1994, O'REILLY u. DABORN
1995). Die Tuberkulose macht auch nicht vor Speziesgrenzen hat. Neben Hausschweinen
(OREILLY u. DABORN 1995, ARANAZ et d. 1996) und Pferden werden auch Hunde und
Kaizen mit M. bovis infiziert (COSIVI et d. 1995, JONES und JENKINS 1995, O'REILLY u.
DABORN 1995). Von Zoo- und Wildtieren wie Buffen, Bisons, Warzenschweinen (MORRIS et
a. 1994, COSlVI et a. 1995, O'REILLY u. DABORN 1995) und in freier Wildbahn sowie auch
in Gefangenschaft lebenden Cerviden (CLIFTON-HADLEY u. WILESMITH 1991, HUNTER
1996) snd ebenfalls Féle von Tuberkuloseerkrankungen bekannt. Ein besonderes Problem in
Grofdritannien stellt die Dachspopulation dar. Durch ihre grof3e Verbreitung auf der Insd ist dieses
Erregerreservoir nur schwer zu erfassen und fihrt wie die Beutdrattenpopulation (Opossum) in
Neusedand zu einer erschwerten Tilgung der Tuberkulose (CLIFTON-HADLEY u. WILESMITH
1991). Eine Infektion mit M. bovis be im Zoo lebenden Pavianen, Leoparden und Sedléwen ist
ebenfdls beschrieben (THOREL et d. 1998). Weil dle wild lebenden, mit M. bovis infizierten, Tiere
en grof3es Erregerreservoir bilden, gellen se eine sténdige Bedrohung fur die Haudtiere dar (DE

LISLE et a. 2002).

Da die Rindertuberkulose in Deutschland getilgt ist, gehen heute die meisten Infektionen von anderen
Tieraten und von Menschen mit offenen M. bovis-Tuberkulosen aus (SELBITZ 2002).
Tierseuchenrechtlich gilt nur die M. bovis-Infektion s Rindertuberkulose, obwohl Rinder auch fir
Infektionen mit M. tuberculosis, M. africanum, M. avium und enigen anderen aypischen

Mykobakterien empfanglich sind (SELBITZ 2002).

Im Reich der Voge wird die Tuberkulose durch M. avium verursacht. Sie kommt be Haus- und
Wildgefliigel, Ziervogeln (HOOP, BOTTGER u. PFYFFER 1996) und in Nordamerika bei Emus
vor (SHANE et al. 1993).

2.2.2.2 Klinik

Im Stadium des Primérkomplexes treten im algemeinen noch keine klinischen Symptome auf. Erstim
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Stadium der Frihgenerdisation, der ausgeprégten Organtuberkulose oder der Spétgenerdisation
(Niederbruchphase) kommt es zu klinischen Erscheinungen (ROSENBERGER 1970). An
vorderster Stelle ist hier die Lungentuberkulose zu nennen, die durch anhatendes, fortschreitendes
Hugen und zunehmend schlechteren Allgemeinzustand auffdlt (SELBITZ 2002). Kréftige
Feberschibe, Abmagerung, Kréfteverfdl, Anorexie, Somnolenz und eventudl Andmie snd
begleitende Symptome. Auskultatorisch ist teils ein verscharftes, teils ein geschwéchtes vesikuléres
Atmen zu vernehmen, dal3 aber auch ganz fehlen kann, so dal3 nur bronchiale Atemgerausche zu
horen snd. Be gro¥léchigen Verdnderungen oder bel Beteligung der Bronchien sind
Rassdlgerausche wahrnehmbar. Je nach Lage der tuberkulsen Verdnderungen im Thorax treten
mehr oder weniger darke funktiondle Stérungen auf, die die Atmung, den Verdauungstrakt
(Kompresson des N. vagus) oder das kardiovaskulare System betreffen konnen. Das
Erscheinungshild von Organtuberkulosen richtet sch nach der Art des betroffenen Organs. So
wurden belspidsweise Verdauungsstorungen, Fertilitdisstorungen, Nierenfunktionsstérungen und
zentralnerviose Erscheinungen beschrieben. Bei Rickenmark- und Wirbelkorpertuberkul ose treten
Lamungserscheinungen, bel der Tuberkulose der Haut und Unterhaut bis zu faudigrofe
Umfangsvermehrungen in den VVordergrund (ROSENBERGER 1970).

Ba Schafen und Ziegen ig die Lungentuberkulose die haufigste Form, bel der Ziege id die
Eutertuberkulose noch erwdhnenswert. Schweine hingegen weisen durch die haufige dimentére
Angeckung in den meisten Féllen tuberkuldse Herde im Darm+ und Rachenbereich auf. Bel Pferden
werden vorwiegend Darm, Lungen, Tongdllen, Kehlgangs- und
Retropharyngeal lymphknotentuberkul ose beobachtet. Hunde und Katzen erkranken weitaus weniger
héufig an Tuberkulose ds beispidsweise der Mensch. Die befdlenen Organsysteme snd meist der
Atmungs- sowie der Verdauungstrakt (SELBITZ 2002).

Die Gefligdtuberkulose aul3ert 9ch durch den dimentéren Angteckungsweg in erster Linie in der
Aushildung enes Primérkomplexes in der Darmregion. Es kommt zu einer Generdisation mit
Auftreten erser Krankheitssymptome wie uncharakteristische Allgemeinerscheinungen, Abmagerung,
Durchfdl, Lahmheiten und Hangenlassen der Fliige (SELBITZ 2002).

2.2.2.3 Atiologie und Pathogenese

Der Erreger der Rindertuberkulose ist M. bovis. Er befdlt aber auch andere Tierarten, wie in der
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Epidemiologie bereits aufgezeigt wurde. M. tuber culosis-Infektionen sind bei Rindern zwar ebenfals
beschrieben, doch fihrt dieser Erreger meist nur zu einer Aushildung eines Primérkomplexes (s.
unten) mit anschlief}ender spontaner Abheilung (ROSENBERGER 1970, SELBITZ 2002).

Die Ubertragung des Erregers erfolgt meist auf aerogenem Wege durch Tropfcheninfektion, seltener
durch orde Aufnahme eregerhdtigen Faeces, Urin, Ejakula, Gebdrmutterausflul? und Milch
(COSVI e d. 1995). Die Angteckung landwirtschaftlicher Nutztiere bel infektiosen Menschen
wurde ebenfals beschricben (GRANGE u. YATES 1994). Sdtener sind Infektionen durch die
Aufnahme kontaminierten Weidefutters (MORRIS et d. 1994) und kontaminierter Kadaver oder
Beutetiere, Se snd aber aufgrund der ausgeprégten Tenazitét des Erregers nicht auszuschlief3en
(WHIPPLE et a. 1997).

Abhéngig von der Tierart, der Art des Erregers und der Resktiondage des Wirtes entstehen
entweder vermehrt exsudative oder eher proliferative (produktive) granulomattse Ent-ziindungen
(BUCHAN u. GRIFFIN 1990, WEISS u. RUDOLPH 1999). Bei Pferden und Feischfressern
herrschen die exsudativen Prozesse vor, wahrend bel Rind, Schaf und Ziege die Entziindung eher
einen proliferativen Verlauf annimmt (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990).

Die exsudative Entziindung it durch ene ausgeprégte Ansammlung von eweil¥eichem Exsudat
gekennzeichnet, dal3 anschlielend primér verkést (Koagulationsnekrose). Bel der proliferativen
Entziindung bilden sich die typischen Granulome (Tuberkel, Tuberkulome) aus, deren Zentren spéter
verkasen und verkalken kénnen (SELBITZ 2002).

Die ese Manifetation der Bakterien in der sog. Erdinfektionsperiode mit Aushbildung ener
Entziindungsresktion in Form von Epitheloidzd ltuberkeln wird as Primérherd bezeichnet. Breiten
sch die Bakterien gemél3 dem Cornetschen Lokdisationsgesetz auf die regionéren Lymphknoten
aus, spricht man von einem Primérkomplex. Ist der Primérherd bereits wieder abgeheilt, handdt es
sch um einen unvollstandigen Primérkomplex (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990). Der Primérherd
ist beim Rind zu 90 %, bel Hund und Katze zu 50 % und be Pferd und Schwein nur selten in der
Lunge zu finden, manifestiert sich dann Gberwiegend in den am besten beatmeten Gebieten subpleura
am dorsden Hauptlappen. Im Verdauungswveg ist der Primé&rherd zu 100 % bel Vogeln, be Hund
und Katze zu 50 %, beim Kab zu 80 % und aul¥erdem héufig bel Pferd und Schwein zu finden.
Ubrige weniger bedeutende Primarherdiokalisationen sind die Haut und das Auge (vor alen Dingen
be Katzen) sowie beim Kalb der Nabel (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990). Eine vollstdndige
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Ausheilung der Tuberkulose ist be Tieren sdten, vidmehr wird der Prim&komplex bindegewebig
abgekapsdt, so dald Uber vide Jahre ein infektionsfahiger Herd im Korper verbleibt (SCHULZ u.
TRAUTWEIN 1990). Bel schlechter Resistenzlage des Wirtes kann es bereits in der Phase der
Erdinfektion zu einer Bakterieémie kommen. Diese Frilhgenerdisation bedingt das Ausschwemmen
der Bakterien, was Sch in der Entstehung von miliaren Tuberkeln in den betroffenen Organen &ulert.
Solch eine akute Miliartuberkulose it in den meisen Falen todlich. Es gibt aber auch einen
chronisch-protrahierten  Verlauf der  Frihgenerdisation mit dteren und  jingeren Herden
nebeneinander, insbesondere bel Pferd, Schwein, Heschfresser und Huhn. Das Cornetsche
Lokalisations-gesatz gilt in diesen Fdlen uneingeschrankt (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990).

Im Fdle ener Exazerbation oder bel einer Superinfektion entsteht el geschwéchter Resstenzlage
des Wirtes eine chronische Organtuberkulose. In dieser postpriméaren Phase breiten sich die
Mykobakterien ausschliedich intrakandikulé&r aus, so dald die regiondren Lymphknoten nicht
betroffen sind und die Tuberkulose auf en Organ beschrénkt bleibt. Es kommt weder zur Aushildung
ener Verkakung noch zu ener bindegewebigen Abkapsdung, so dald die Bakterien Uber die
natUrlichen Kande (Bronchien, Nierenkande, Ureteren etc.) eine Verbindung zur AulZenwelt haben.
Well auf diese Weise die Tuberkelbakterien mit den Ausscheidungen des Kérpersin die AuRenwelt
gelangen, spricht man von einer offenen Tuberkulose (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990).
Besonders beim Rind ist die Lunge prédilektiert, in ihr werden drel Charakteristika der Ausbreitung
unterschieden (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990):

- dieazinds-noddsen Herde,
- bronchiektatische und Einschmel zungskavernen,

- tuberkulGse Verdnderungen in den oberen Atemwegen.

Eine Schwéachung der Immunitét kann zu einer Spétgenerdisation oder Niederbruchphase fihren.
Entzindliche Herde verkdsen primér, so dald kaum eine produktive Entziindungs-reaktion entsteht.
Wael gch die Bakterien lymphoh&matogen ausbreiten, snd die Lymphknoten immer betelligt
(Cornetsches  Lokdisationsgesetz) und haufig auch die Blutgefd3e. Dies erklat das gehéufte
Auftreten von Blutungen, die bel einer Ausbreitung auf grolere Arede (in der Regd nur be
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Primaten) in einen sog. Blutsturz resultieren konnen (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990).

2.2.2.4 Diagnose

Die Notwendigkeit einer Tuberkulosediagnogtik ergibt sch sait der Tilgung dieser Krankheit in
Deutschland meist aus Schlachtbefunden. Neben den pathol ogisch-anatomischen Befunden werden
Proben der veranderten Bereiche entnommen und mikroskopisch mit Hilfe der Ziehl-Neelsen+
Féarbung auf sturefeste Stabchen untersucht. Doch erst ein kultureller Nachweis von Mykobakterien
des M. tuberculosissKomplexes erlaubt die Diagnose Tuberkulose (SELBITZ 2002). Eine
anchlielRende Anziichtung und Speziestifferenzierung dauert zwel bis drel Monate. Die Abbildung
2.1 gibt einen Uberblick tiber das diagnostische Verfahren.
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Abb. 2.1: Schema zur Diagnostik von Mykobakterieninfektionen (SELBITZ 2002).
BSH = Brenzschlemséurehydrazid; TCH = Thiophen 2-carbonséurehydrazid
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Im Rahmen der Tuberkulosebekampfung wurde in Deutschland friiher der Tuberkulintest eingesetzt.
Es handdt sich um einen Schndlltest, der innerhab von drel Tagen Tuberkulose verdéchtige Rinder
identifizieren kann. Auch heute ist dieser Test der weit verbreitetste in der Tuberkul osediagnostik am
lebenden Tier. Nach enem in der Verordnung zum Schutz gegen die Tuberkulose der Rinder
(Neufassung vom 13.3.1997) festgel egten Verfahren wird den verdéchtigen Tieren Tuberkulin (5000
I.E.) subkutan injiziert (SELBITZ 2002). Dieses Tuberkulin hat antigene Eigenschaften und 16gt im
immunkompetenten Wirt eine Allergie vom verzégerten Typ aus (SCHULZ u. TRAUTWEIN
1990). An der Injektionsstele kommt es im pogtiven Fal zu einer Hautdickenzunahme, zu
Schmerzresktionen und zu vermehrter Warmebildung (SELBITZ 2002). Durch einen Vergleich der
Hautdicke zum Zeitpunkt der Injektion und 72 Stunden danach kdnnen verdéchtige Tiere von nicht
verdéchtigen unterschieden werden. Betragt die Hautdickenzunahme weniger ds 2 mm und snd
keine songtigen Entziindungsresktionen vorhanden, falt der Test negetiv aus. Eine Zunahme von 2-4
mm ohne klinische Anzeichen gilt ds zwefdhaft und ene Hautdickenzunahme von mehr ds 4 mm
oder das Auftreten von Entziindungsresktionen wird as postiv bewertet (TUBERKULOSE-
VERORDNUNG 1997). Dieses Verfahren birgt jedoch Schwachgtellen. Nach Infektionen mit
anderen Mykobakterien (M. tuberculosis, M. avium) treten Kreuzresktionen auf, die ein falsch
positives Ergebnis im Sinne der Tuberkulose-Verordnung erzeugen, da nur Infektionen mit M. bovis
von dieser Verordnung geregelt werden. Fasch negativeErgebnisse kdnnen entstehen, wenn sich ein
erkranktes Tier im Frihgadium einer Neuinfektion oder im Stadium der Niederbruchsphase
befindet.

Eine in den USA verwendete Methode, die Kombination des Tuberkulintests mit ELISA-Verfahren
zur Erhdhung der diagnostischen Sicherheit, fand in Deutschland kaum Anwendung (SELBITZ
2002). Weitere diagnostische Verfahren snd der ?-Interferontest, ebenfdls as Erganzung zur
Tuberkulinprobe (SELBITZ 2002), ein Lymphozytentrandformationstest zum Nachwels
sndbiliseter  T-Lymphozyten (GRIFFIN u. BUCHAN 1994) und ene PCR, die de
Insertionssequenz 156110 nachweisen kann (SELBITZ 2002). Als Vergleich hierzu sehe Abschnitt
2.2.14.

2.2.2.5 Bekampfung

Laut Verordnung aum Schutz gegen die Tuberkulose der Rinder vom 13.3.1997 sind eine Therapie
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sowie Schutzimpfungen verboten. Nachdem die Tuberkulosefretheit in Deutschland erreicht wurde,
zidt die Uberwachung der Tuberkulose auf Schlachtbefunde. TuberkulGse Veranderungen miissen
sorgfétig abgeklart und sofort dem zustandigen Veterinaramt gemeldet werden. Andere Tierarten ds
Rinder (z. B. Wildtierpopulationen) werden in Bekampfungsmal3nahmen miteinbezogen (SELBITZ
2002).

2.3 Nitratstoffwechsel in Mykobakterien

Nitrat it eine wichtige Stickstoffquelle fur Pflanzen und Mikroorganismen (POOLE 1998). Die
Fahigkeit, Nitrat zu veratmen, ist unter den Bakterien weit verbraitet. Dabel produziertes Nitrit wird
entweder in gasformige Komponenten (Denitrifizierung: NOs» 2 NO, 2> NO -2 N,O 2 Ny)
umgewandelt oder zu Ammonium reduziert (PHILIPPOT u. HZIBERG 1999). Ba dem
letztgenannten auch a's Assmilation bezeichneten Vorgang dient NAD(P)H ds Elektronenquelle, das
gebildete Ammonium wird fir den Einbau in Zdlmaterid verwendet. Das fur diese Lestung
verantwortliche Enzym wurde be anderen Bakterien ds zytoplasmatische Nitratreduktase
klassfiziert (NasAC be Klebsiella oxytoca, NasAB be Bacillus subtilis). Eshanddt Schumenin
vitro labiles Enzym mit eéinem MolybdéanCofaktor und je vier Eisen und Schwefelatomen (LIN u.
STEWART 1998). Nach RATLEDGE (1982) verwerten sowohl sgprophytére a's auch pathogene
Mykobakterien Ammoniumionen ads Stickdoffquele. Die enzelnen Mykobakterienspezies
unterscheiden sch dlerdings dark in ihrer Fahigkat, Nitrat, Nitrit oder Ammoniumionen zu
assmilieren. S@mme, die ausschliefdich eine dieser dre Komponenten fir ihr Zelwachstum
verwenden konnen, wachsen erheblich langsamer as bel Zusatz von organischen Stickstoffquellen.
M. tuberculosis bspw. wéchst am besten mit Zusatz von Alanin oder Glutamat, wéahrend nahezu dle
anderen Mykobakterien Asparagin bevorzugen. Nitrat und Nitrit werden von M. tuberculosis, M.
bovis (BCG), M. smegmatis und M. butyricum, Ammonium von M. tuberculosis assmiliert.
Obwohl vide Mykobakterien in der Lage sind, mit Nitrat as dleniger Stickstoffquelle zu wachsen
(DE TURK u. BERNHEIM 1958, RATLEDGE 1982), it nicht bekannt, ob diese Fahigkeit auf der
Expresson einer assmilatorischen Nitratreduktase beruht. Bel der Sequenzierung des Genoms von

M. tuberculosis wurden keine Gene mit Homologie zu den assmilatorischen Nitratreduktasen
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anderer Bakterien gefunden (COLE et d. 1998).

Ein unter den Bakterien ebenfdls welt verbreteter Stoffwechselvorgang ist die Respiration, bel der
Nitrat ds Elektronenakzeptor in der anaeroben Atmung die Bildung von ATP ermdglicht (LIN u
STEWART 1998). Das néchste Kapitel beschéftigt sich mit der anaeroben Nitratreduktion.

2.3.1 Anaerober Stoffwechsel in Mykobakterien

Die Begriffe respiratorische Atmung und dissmilatorische Atmung werden in der Literatur oftmas
synonym verwendet. Sie beschreiben den Aufbau eines eektrochemischen Gradienten Uber eine
Membrantransferkette mit Hilfe eines Reduktaseenzyms. Da dassdbe Enzym je nach den
Stoffwechsderfordernissen aber unterschiedliche Aufgaben erfiillt, mul3 zwischen diesen beiden
Begriffen unterschieden werden. Wird der Elektronenfluld an einen Protonen transportierenden
Komplex zur Erzeugung von ATP gekoppelt, so wird dieser Vorgang ds Respiration bezeichnet. Die
Besdtigung reduzierender Aquivdente an déner Membran ohne Koppeung an  dne
Protonentrangportkette wird Dissmilaion genannt (MORENO-VIVIAN u. FERGUSON 1998).
Die periplasmatische Nitraireduktase von E. coli, kodiert durch die Gene napABC, dient
Uberwiegend der Aufrechterhaltung der Redoxbaance im anaeroben Stoffwechsd (LIN u.
STEWART 1998). Unter bestimmten Voraussetzungen bewirkt die Aktivitét dieses Enzyms aber
auch ene Protonen bewegende Kraft, so dal3 se dann respiratorische Aufgaben erflllt. In
Photosynthese betreibenden Bakterien wie Rhodobacter sphaeroides zeigt die periplasmatische
Nitratreduktase hingegen dissmilatorische Eigenschaften, da se bestehende reduzierende
Aquivaente abbaut und weder zu einer Nitratassmilation noch zu einer Nitratrespiration fahig it
(MORENO-VIVIAN u FERGUSON 1998). Nach PHILIPPOT u. HGJBERG (1999) konnte
dieses Enzym den Ubergang von aerober zu anaerober Atmung katalysieren.

Von enigen obligat aeroben Bakterien it bekannt, dald Se unter anaeroben Bedingungen von
Sauergtoff- auf Nitratlatmung umschdten. So verfligen z.B. E. cali, B. subtilis und Pseudomonas
aeruginosa Uber eine membrangténdige Nitratreduktase, die unter Verwendung von Nitrat ds
Elektronenakzeptor einen Protonengradienten an der Zellmembran aufbaut, der die Bildung von ATP
fordert (HOFFMANN 1995, NAKANO 1997, POOLE 1998, NAKANO u. ZUBER 1998,
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POTTER 1999, PHILIPPOT u. HZIBERG 1999). VIRTANEN entdeckte 1960, dal3 M.
tuberculosis sowohl unter aeroben ds auch unter anaeroben Bedingungen ene
Nitratreduktasesktivitét bedtzt. Da Mykobakterien jedoch drikte Aerobier sind, hielt er diese
Entdeckung fir den Stoffwechsd nicht fur bedeutungsvall. In der neueren Literatur wird vermutet,
dal3 der anaerobe Stoffwechsdl in der Pathogenese der Mykobakterien eine Rolle spidt, dasich die
Bakterien in Granulomen und Abszessen, in denen vermutlich anaerobe Bedingungen herrschen,
vermehren (BARCLAY u. WHEELER 1989). WAYNE und LIN fanden 1982 heraus, dal3 M.
tuberculosis unter anaeroben Bedingungen das Enzym |sozitratlyase exprimiert, das die Oxidation
von NAD zu NADH katadysert. Im Mausmodd | konnte inzwischen der Nachweis erbracht werden,
da3 M. tuberculosis fir sein Uberleben in vivo die Isozitratlyase bendtigt (MC KINNEY et 4.
2000). Doch erst 1998 wurden bei der Sequenzierung des kompletten Genoms von M. tuberculosis
Gene mit hoher Homologie zu den anaeroben Nitratreduktasen anderer Bakterien gefunden. Die
Homologie der anaeroben Nitratreduktase und der anaeroben Nitritreduktase (reduziert anfalendes
Nitrit zu Ammoniumionen) zu den vergleichbaren Enzymen von E. coli und B. subtilis betrégt
durchschnittlich 55 % (COLE et d. 1998). Das Gencluster der anaeroben Nitratreduktase von M.
tuberculosis, kodiert ds narGHJI, Ubertragt eine anaerobe Nitratreduktasesktivitét auf den nicht
Nitrit bildenden Stamm M. smegmatis (FRITZ 2001). Das Genom von M. tuberculosis und M.
bovis BCG stimmen zu mehr as 98 % Uberein. WEBER (1999) konnte den Nachweis erbringen,
dal? auch BCG uber eine anaerobe Nitratreduktase verfigt. Es wird vermutet, dal? die Anpassung an
anaerobe Bedingungen die Voraussetzung fur die mykobakterielle Latenz i (MANABE u. BISHAI
2000). Beobachtungen Uber verdoreichte Impfst&mme, die noch nach Jahren bel immunsupprimierten
Petienten eine Infektion verursachen kdnnen, stiitzen diese Theorie (TALBOT et d. 1997).

2.3.2 Die anaerobe Nitratreduktase

Die membrangebundene Nitratreduktase narGHJI ist unter enterischen Bakterien weit verbreitet
(PHILIPPOT u. HZIBERG 1999). Begpiehaft bestzen folgende Bakterien eine anaerobe
Nitratreduktase: Escherichia coli (BLASCO et a. 1989), Pseudomonas fluorescens
(PHILIPPOT et a. 1997), Bacillus subtilis (HOFFMANN et a. 1995), Saphylococcus carnosus
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(PANTEL e a. 1998), Thermus thermophilus (RAMIREZ-ARCOS et a. 1997) LI (1987)

konnte zeigen, da3 die Nitraireduktase, damas noch unvollsténdig nar-Operon genannt, unter
anaeroben Bedingungen bei Anwesenheit von Nitrat induziert wird. Zwel Jahre spéater wurde die
Nucleotidsequenz  von narGHJI  komplettiert. In  diessm Zusammenhang konnten die
Molekulargewichte der einzelnen Gene bestimmt werden. Mit einer Grof3e von 138,7 kDa it narG
das grolte Gen, in absteigender Reihe folgen narH (57,7 kDa), narJ (26,5 kDa) und narl (25,5
kDa). Das Genprodukt NarGHJ besteht aus enem EisenSchwefd-Zentrum, das eine
Elektronentransportkette darstellt (BLASCO et d. 1989). Eine detalliertere Beschreibung der
anaeroben Nitratreduktase gelang 1999 PHILIPPOT und HAIBERG. Ihre Untersuchungen fihrten
se mit der anaeroben Nitratreduktase von E. coli durch. Demnach besteht diese aus dre
Untereinheiten (a, 13 und ?) und einigen Cofaktoren. Die Untereinheiten a und (3 bilden zusammen
den zytoplasmatischen Antell des Enzyms, die - Untereinheit macht den membrangebundenen Antell
aus, mit dem das Enzym in die innere Membran gekoppdt wird. Das narG-Gen kodiert fir die a-
Untereinheit, die ein Eisent Schwefd-Zentrum und enen MolybdanCofaktor enthélt. Diese beiden
Einheiten gellen reversble Redoxsysteme dar, mit deren Hilfe Elektronen Ubertragen werden. Somit
ist das narG das katalytische Zentrum der anaeroben Nitratreduktase. Die 3Untereinheit wird
durch narH kodiert. Es handdt sch um ein globul&es Protein, das je nach Spezies en bis dre

Eisen Schwefd- Zentren enthdt, die Uber Cystein verankert Snd. Seine Aufgabe ist die Weiterleitung
der Elektronen von der 2Untereinhet an die a-Untereinhat. Das fur die ?-Untereinheit kodierende
Gen narl ig en hydrophobes Protein mit finf transmembrandsen dpha-Heices enem
periplasmatischen N-Terminus und einem zytoplasmastischen G Terminus. Die Helices umsiumen
zwe Uber Hidtidin verankerte Ham-Molekile, die fir Transport der Elektronen von den Chinonen zu
der (3Unterenheit verantwortlich snd. Die Chinone erhaten die Elektronen von den verschiedenen
Cofaktoren, die neben den Elektronen auch Protonen auf die Bakterienmembran Ubertragen. Eine
Sondergelung innerhalb des Nitratreduktasekomplexes nimmt das narJ-Gen en. Es hat keine
funktiondle Aufgabe, sondern dient der Reifung des a¥Komplexes und der Bereitstdlung des
gesamten al3?-Komplexes. In der Abbildung 2.2 wird durch ein Schema der Aufbau der anaeroben
Nitratreduktase verdeutlicht.
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Aufbaus der anaeroben Nitratreduktase von E. coli

(PHILIPPOT u. HGIBERG 1999).

Anhand dieser Abbildung l&sst sich der Elektronenfluss verfolgen. Im oberen Abschnitt des Bildesist
die Oxidation der Chinone, illugtriert durch Q, dargestdlit. Die Pfeile beschreiben den Weg der
Elektronen entlang des Ham-Molekils, Uber die Eisen- Schwefel- Zentren bis hin zur Reduktion des
Nitrats zu Nitrit. Bel dieser Reduktion werden Protonen aus dem Zytoplasma verbraucht. Zusammen
mit der Oxidation der Chinone innerhab der Membran, bel der Protonen an das Periplasma
abgegeben werden, wird entlang dieser Membran ein Protonengradient gebildet, der zur Synthese
von ATP genutzt wird, das wiederum dem bakteridllen Stoffwechsd unter anaeroben Bedingungen
zugute kommt (PHILIPPOT u. HBIBERG 1999).
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Die anaerobe Nitratreduktase wird durch zwel Gene induziert: unter anaeroben Bedingungen durch
Fnr (fumarate and nitrate reductase regulation) und bel Anwesenheit von Nitrat durch NarL (LI et
a. 1987). Die Regulaion durch NarL scheint auf Transkriptionsniveau zu erfolgen (POTTER &t d.
1999). Nach PHILIPPOT und HAIBERG (1999) ist NarL der einzige regulatorische Transmitter
fur die Expresson von narGHJI. Die Aktivierung der Transkription von narGHJI durch NarL und
FNR ist abhéngig von IHF (integration host factor) (PHILIPPOT u. HBIBERG 1999). Das fnr-
Gen igt ds Hauptaktivator fir die Transkription von Genen des anaeroben Stoffwechsdls etabliert
(SPIRO u. GUEST 1990, UNDEN u. BONGAERTS 1997 und 1998). Dieses Gen wird durch
molekularen Sauerstoff sehr effektiv inaktiviert (BECKER et a. 1996, JORDAN et d. 1997). Die
Bedeutung von Nitrat im Stoffwechsel der Bakterien (hier Klebsiella) wird durch die Synthetisierung
der anaeroben Nitratreduktase bei Stickstofflimitierung deutlich (POOLE 1998). In diesen Bakterien
ist auch eine Induktion der Transkription durch Nitrat und Nitrit beschrieben (POOLE 1998). Bel
niedrigen Nitratkonzentrationen it das narGHJI-Gencluster in E. coli nur schwach, be hohen
Nitratkonzentrationen dagegen maximal exprimiert ( WANG,TSENG u. GUNSALUS 1999).

Vor diesem Hintergrund sollte untersucht werden, was die Grunde fur die dsékere
Nitratreduktaseaktivitét von M. tuberculosis gegentber M. bovis BCG snd. Gibt es wie bel
anderen Strukturgenen einen sog. Promotor, der die Expression der anaeroben Nitatreduktase
reguliert ? It der schwécher ausgepragte Phanotyp von BCG in einem abweichenden DNA-
Abschnitt begrindet ? Waeiterhin sollte nach Hinweisen gesucht werden, ob die anaerobe
Nitratreduktase fUr die Virulenz der pathogenen Mykobakteriengdmme verantwortlich ist. In diesem
Zusammenhang <ollte abgekléart werden, ob auch M. bovis Uber ein Operon der anaeroben
Nitratreduktase verfigt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Plasmide, Cosmide und Cosmid-Bibliotheken

Plasmid / |repliziert in| repliziertin integriert in | Selektions- Herkunft
Cosmid E. coli |Mykobakterien|Mykobakterien] marker
Labor W.R. Jacobs,
Ampicillin Albert Einstein
pYUB.412.2 * i * Hygromycin | College of Medicine,
Bronx, New York
Labor W.R. Jacobs,
. Albert Einstein
pMV.306 + - + Kanamycin College of Medicine,
Bronx, New York
Labor W.R. Jacobs,
. Albert Einstein
pPMV.206 * * i Hygromycin College of Medicine,
Bronx, New York
AG Bange, Institut fur
Medizinische
. Mikrobiologie und
PCF3 * i * Kanamycin Krankenhaushygiene
der Medizinischen
Hochschule Hannover
pAP7 + - + Kanamycin Diese Arbeit
pAP8 + - + Kanamycin
pAP10 + - + Kanamycin
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pAP11 + + - Hygromycin Diese Arbeit
pAP12 + + - Hygromycin
pAP17 + + - Hygromycin
pAP18 + + - Hygromycin
pAP19 + - + Kanamycin
pAP20 + - + Kanamycin
pAP25 + - + Kanamycin
pAP27 + - + Kanamycin
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pAP28

+ - + Kanamycin Diese Arbeit

Tabdlle 3.1: verwendete Plasmide und Cosmide; pAP7 bis pAP28 wurden im Rahmen dieser

Arbait ersdlt.

3.1.2 Cosmid-Bibliotheken

Cosmid-Bibliothek von M. bovis BCG (Vektor: pY UB.412),
ergdlt von F.-C. Bange (unvertffentlichte Ergebnisse)

Cosmid-Bibliothek von M. bovis (Vektor: pY UB.412),
im Rahmen dieser Arbait ersdlt.
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3.1.3 Bakterienstamme

Gattung Spezies

Stamm

Herkunft

[Mycobacterium  ftuberculosis

H37RV

ATCC 25618

RV/2001-422-4

Nationaler Ringversuch

RV/2001-422-5

Nationaler Ringversuch

Erdmann Labor W.R. Jacobs, Albert Einstein College
of Medicine, Bronx, New York
bovis BCG Pasteur Statens Serum Institut, Kopenhagen,
Danemark
Copenhagen Statens Serum Institut, Kopenhagen,
Danemark
Moreau Statens Serum Institut, Kopenhagen,
Danemark
narG BCG [Molecular Microbiology (2000) 35(5), 1017
(IW1) - 1025
narG BCG AG Bange, Institut flir Medizinische
(SR106) |Mikrobio|ogie und Krankenhaushygiene,
Medizinische Hochschule Hannover,
unveroffentlichte Ergebnisse
bovis R99 Nationaler Ringversuch
Labor W.R. Jacobs, Albert Einstein College
of Medicine, Bronx, New York
smegmatis mc? 155 Labor W.R. Jacobs, Albert Einstein College
of Medicine, Bronx, New York
Escherichia coli HB101 Firma Promega GmbH, Mannnheim
Stabl-2 .
Firma Stratagene
Ec?191

Firma Stratagene

Tabdle 3.2: verwendete Bakteriensdmme
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3.1.4 Nahrmedien

Middlebrook 7H9 Medium

4,7 g Middlebrook 7H9 (Difco, Best.-Nr. 0713-01-7) werden in 900 ml dest. H,O gel6st und nach
Zugabe von 100 ml ADS, 2,5 ml 20 % Tween 80 und 10 ml 50 % Glycerin Sexilfiltriert.

Middlebrook 7H10 Agar

19 g Middiebrook 7H10 Agar (Difco, Best.-Nr. 0627-17-4) werden in 900 ml dest. H,O gel6st
und autoklaviert. Nach Zugabe von 10 ml Glycerin und 100 ml ADS wird der auf 50 °C abgekihlte
Nahrboden in Petrischalen gegossen.

Wahiweise wird der Agar in 960 ml dest. H,O g6t und statt ADS wird 40 ml OADC hinzugefUigt.

ADS (Albumin Dextrose Sdt = Natriumchlorid)

8,1 g NaCl

50 g Rinderdbumin (Boehringer-Mannheim, Best.-Nr. 100021)
20 g Dextrose

950 ml dest. H,O

Die Zutaten werden nacheinander ge6st und Serilfiltriert (1 Liter- Sterilfiltrationsainheit)

MB Medium fir Mykobakterien (1000 ml)

100 ml 10x BasissalzIGsung (s.u.)
2 ml Spurendlemente (su.)
500 pl 1 M CaCl, [05mM ]

500 pl 1 M MgCh [0,5mM ]
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50 ml 20 % Glucosdosung [ 1 %]
4ml 50 % Glycerinigsung [ 0,2%]
2,5 ml 20 % Tween 80 [0,05%]
840,5 ml dest. H,O

Die Zutaten werden gemischt und erilfiltriert (1 Liter Sterilfiltrationsainheit).

10x Badissazl6sung ohne Stickstoffquelle fiur Mykobakterien-Basasdzmedium (MB)

Die Grundage des Minimdmediums dgdlt ene Nawrsazosung dar. Es enthdt dle
wachstumsfordernden Komponenten mit Ausnahme der Kohlenstoff- und Stickstoffquelle.

10 g KH,PO, , 25 g NaHPO, und 20 g K,SO, werden nacheinander in 950 ml dest. H20 gel6st
und sevilfiltriert (1 Liter Sterilfiltrationsainheit).

500x Spurend emente

40 mg ZnCh, 200 mg FeClx6H,O, 10 mg CuCkx4H,O, 10 mg MnCI2x4H20, 10 mg
NaB;Ox10H,0, 10 mg (NH;)sM0;0,x4H,0 werden in 1000 ml dest. H20 geldést und
devilfiltriert.

20 % Glucosd 6sung

200 g Glucose werden in 1000 ml dest. H,O gd6st und serilfiltriert.

5x Ammoniumchloridldsung

50 g NH,Cl werden in 1000 ml dest. H,O gd6st und gexilfiltriert.

LB-Agar
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35 g LB-Agar, Lennox (Difco, Best.-Nr. 0401-17-0) werden in 1000 ml dest. H,O gddst und
autoklaviert.

LB-Bouillon

20 g LB-Broth-Base (Lennox, Best.-Nr. 12780-052) werden in 1000 ml dest. H,O gddst und
autoklaviert.

3.1.5 Loésungen und Puffer

Allgemeine Ldsungen und Puffer

50x TAE-Puffer

242 g Trispuffer

57 ml Eisesg
100 ml 0,5M EDTA (pH8)

mit dest. H,O auf 1000 ml auffillen und autoklavieren.

10 % Glycerinlésung

100 ml Glycerin in 900 ml dest. H,O l6sen und autoklavieren.

50 % Glycerinldsung

500 ml Glycerinin 500 ml dest. H,O |6sen und Seilfiltrieren.
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1M KNOs-L 6sung

101,11 g KNOs in 1000 ml dest. H>O l6sen und dexilfiltrieren.

Cetrimid-Sazlésung

4,1 g NaCl werden in 90 ml Aqua dest. g6, unter Rilhren wird 10 g Cetrimid hinzugegeben und
auf 65 °C erwéarmt. Es wird nicht autoklaviert oder Sevilfiltriert.

3.1.6 Puffer und Losungen fir den Zellaufschluf3

SM-Puffer

5,8 g NaCl

2,09 MgSO, x 7 HO

50 ml IM TRIS-HCI (pH 7,5)
5ml 2% (whv) Gdaine

in daonisertem Wasser bis zu einem Gesamitvolumen von 1 Liter 16sen und autoklavieren.

Resuspensonspuffer (P1), Fa. Qiagen

50mM Tris HCI
10mM EDTA

10ug/ml RNAse

Lysepuffer (P2), Fa Qiagen

200mM NaOH

1% SDS
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Neutralisationspuffer (P3), Fa. Qiagen

3M Kaliumacetat (pH 5,5)

Bakterienlysepuffer

10 ml IM TRIS-HCI pH 9,5

8 ml 0,5M EDTA

3,6 g D-Glucose (3,96 g D-Glucose x 1 H;O)
382 ml Aqua dest.

Seilfiltrieren.

Alle Medien und Ldsungen werden durch Autoklavieren (T= 121°C, t= 60 Min., p= 2,1 bar)
serilisert oder gerilfiltriert (Fltrationseinheiten der Fa. Corning Codtar).

Sonstige Materialien

Alle weiteren Geréte, Chemikalien, Enzyme und Gebrauchsmateridien snd im Anhang aufgefthrt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Préparation von Plasmid-DNA

Die Plaamid-Miniprgparation wurde mit Hilfe des Plasmid-Prdparations-Kits der Firma Qiagen
durchgefiihrt. Die Losungen sind vorgefertigt. Die Methode basiert auf der akaischen Denaturierung
(pH-Wert  12) von hochmolekularer  (chromosomaer) DNA in  Einzddrange, wéhrend
niedermolekulare (Plasmid-) DNA nicht denaturiert wird. Auf diese Weise wird Plasmid-DNA aus

Zdlen gewonnen und von chromosomaler DNA bereinigt.

Es werden 1,5 ml einer Ubernachtkultur in einem EppendorfgefaR bei 10.000 x g (13000 U/min.)
zentrifugiert. Das Pdllet wird in 100 pl Resuspensonspuffer (P 1) geldst. Anschliel¥end wird 100 pl
Lysepuffer (P 2) hinzupipettiert und fir 5 min b Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100
(I Neutralisationspuffer wird das Eppendorfgefdl3 fir 15 min. auf Eis inkubiert. Die entstandenen
Zdltrimmer werden bei 10.000 x g abzentrifugiet und der Uberstand wird in en neues
Eppendorfgefdd Uberfiihrt. Nach ener anschlielfenden Phenoliserung mit  Phenol- Chloroform-
Isoamylakohol (25:24:1) wird das Gemisch abermals bei 10.000 x g zentrifugiert. Wéahrend die
untere Phenolphase im Eppendorfgefd? verblelbt, wird die obere wéssrige Phase in e@n neues
Eppendorfgefdd Uberfihrt. Durch Zugabe von absolutem Ethanol (96 %) wird die DNA
anschliel¥end fur 15 min auf Eis gefdlt. Esfolgt eine Zentrifugation bel 10.000 x g, wodurch Sch en
Pellet bildet, dass anschlielfend mit verdinntem Ethanol (70 %) gewaschen wird. Damn wird das
DNA-Pdlet bei 37 °C getrocknet und schliefdich in serilem Aqua dest. aufgenommen.

3.2.2 Préparation genomischer DNA

Diese Methode basert auf einem enzymatischen Zelaufschlufl? durch Lysozym und Proteinase K.

Eine Ausgangskultur von 10 ml (200 ml, wenn eine grol3ere Menge prépariert werden soll) wird
durch Zentrifugation (20 min bel 13.000 x g) pellettiert. Das Pdllet wird in 1 ml  Bakterienlysepuffer
resuspendiert und in zwe 1,5 ml Eppendorfgefdie Uberfihrt. Nach einer Zentrifugation bel 10.000 x
g fur 10 Minuten wird emneut 225 pl Bakterienlysepuffer sowie 25 pl Lysozym (10 mg / ml)
hinzugegeben und tber Nacht bel 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag wird nach Zugabe von 50 il 10
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% SDS vorschtig gemischt. Anschlief3end wird 25 pl Proteinase K (10 mg / ml) hinzupipettiert und
im 55 °C warmen Wasserbad fir 20 bis 40 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul 5 M NaCl

und 80 pl ener Cetrimid-Salzlésung wird fir 10 min auf 65 °C erhitzt. Anschlie3end wird die gleiche
Menge (0,5 ml) Chloroform-Isoamylakohol (24:1) hinzugegeben und vorschtig gemischt. Durch

Zentri-fugieren bei 10.000 x g fir 5 min wird die Losung pellettiert und der Uberstand (enthét die
DNA) in ein neues Eppendorfgefdd Uberfihrt. Dieser Vorgang wird bis zu zweima wiederholt.

Durch Zugabe von 0,7 vol% Isopropanol (280 pl) wird die chromosomale DNA auf Eis fur ¥z bis 2
Stunden prézipitiert. Das Waschen des Pelets efolgte mit 70 % Ethanol be 10.000 x g.
Anschlief?end wurde das Pellet luftgetrocknet und in 50 pl sterilem Aqua dest. bel 4 °C ber Nacht
gelog.

3.2.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Redtriktionsenzyme oder —endonucleasen sind in der Lage, doppelstrangige DNA zu spdten. Se
bendtigen dazu ene Nucdeotidsequenz von 4 - 10 aufenandefolgenden Basen ds
Erkennungsmerkmd. Die Enzyme schneiden in dem Bereich der Nucleotidsequenz entweder mit
(gicky ends) oder ohne (blunt ends) Uberstehende Enden. Fur ihre Aktivité bendtigen
Redtriktionsendonucleasen ein Milieu mit einem spezidlen Sazgehdt. Dieses wird durch Zugabe von
Puffern ereicht. Einige Enzyme brauchen zusdzlich noch bovines Seeumdbumin (BSA) zur
Aktivitéssteigerung.

Es wurden Enzyme der Firmen New England Biolab (NEB) und Amersham Pharmacia verwendet.
Per Ddfinition schneidet eine Einheit Enzym 1 pg DNA in ener Stunde. Das standardiserte
Gesamtvolumen des Resktionsansatzes betrug 10 pl. Inkubiert wurde 1 — 2 Stunden bei 37 °C.

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegeleektrophorese it es moglich, durch Restriktionsenzyme gespatene DNA-
Stiicke von ca. 200 bis 20.000 bp Grofie aufzutrennen. Jede DNA enthdt negativ geladene
Phosphatreste, die einem e ekirischen Gradienten folgen. Je nach Grolie der DNA- Stiicke wandern
diese unterschiedlich schndll in enem entsprechenden Trangportmilieu. Dieses Transportmilieuig en
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Agarosegd, das in Konzentrationen von 0,7 — 1,5 % aus einem Agarosepulver mit 50 x TAE und
Wasser angesetzt wird. Durch Aufkochen 162t sich das Pulver, so dass eine klare Fissigkeit
entsteht. Diese wird in einen Gelschlitten gegossen, in dem die Flissgkeat aushértet und in eine
Gelphase Ubergeht. Das Gd wird in ene mit Ladepuffer versehene Elektrophoresekammer
eingesetzt. Die (gespdtene) DNA wird in Taschen, die beim Gief3en des Geles ausgespart werden,
enpipettiert. Je nach GroRe der zu ewatenden Banden wird ene Spannung auf die
Elektrophoresekammer gelegt, so dass ein gewisser Stromgradient zwischen Anode und Kathode
entsteht. Die Zdt ist variabe einzugelen.

Um die DNA sgchtbar zu machen, wird das Ge anschlief?end fir 10 — 60 min. in é@n
Ethidiumbromidbad (0,8 mg / |) gdegt. Unter UV-Licht and daraufhin die DNA-Banden zu

erkennen und konnen fotografiert werden.

3.2.5 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Banden aus Agarosegelen

Unter Verwendung des GFX™ DNA and Gd Purification Kits der Firma Pharmaciaiist es maglich,
DNA von Sdzen, Proteinen, Primern u.a zu reinigen. Das Prinzip beruht auf einer Glasfibermatrix,
an der die DNA zundchg bindet und so isoliet wird. Durch Ldsungen mit niedriger
Salzkonzentration (bspw. Aqua dest.) wird die DNA anschliel3end dluiert.

Die gewinschten DNA-Banden werden moglichst genau aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in
ein Eppendorfgefdl? tberfihrt. Dem Gewicht der Banden entsprechend wird eine definierte Menge
Capture- Puffer hinzugegeben (10 pl / 10 mg). Hierbel handelt es sch um eine chaotrophe Ldsung,
die Proteine denaturiert und die Agarose 10st. Nachdem die DNA in gddster Form vorliegt, wird se
auf die GFX™-Saule gegeben und 500 pl Wash Puffer werden hinzupipettiert. Esfolgt eine erneute
Zentrifugation bel 10.000 x g fur 30 Sekunden. Auf die Siule wird der Elutionspuffer gegeben (z.B.
Agqua degt), 1 min. be Raumtemperatur inkubiert und anschlief?end wird durch ene letzte
Zentrifugation bel 10.000 x g fur Imin. die DNA duiert.
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3.2.6 Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA

Die Dephosphorylierung der Vektor-DNA ist ein wichtiger Schritt vor einer Ligation. Um den
unerwinschten Effekt der Religation einer zuvor gespatenen Vektor-DNA zu vermeden, ist es
notwendig, die Phosphorgruppe am 5 -Ende der DNA abzuspalten.

Die Dephosphorylierung erfolgt mittels einer Alkaischen Phosphatase in eénem Reektionsvolumen
von 50 pl.

X pl DNA
1,5 -3 pl dkd. Phophatase (1 U/ul)
5 pl AP-Puffer (10x)

X ul gerilesdH,O

Die Reaktion wird fir eine Stunde bai 37 °C inkubiert.

3.2.7 Ligation

Die Ligation von DNA-Molekilen erlaubt es, Fremd-DNA in ein Plasmid einzubauen, welches ds
Transportvehikd genutzt wird, um diese Fremd-DNA in Zdlen enzuschleusen.

Das die Resktion katdyserende Enzym ist die T4-DNA-Ligase, diein eénem Regktionsvolumen von

20 pl verwendet wird.
X pl Insert-DNA
X pl Vektor-DNA
2l T4-Ligese
4l Ligasepuffer (10x)

Die Menge an Insat-DNA solite moglichs maximd (12-13 ul) gewdhlt werden, um die
Wahrscheinlichkeit einer gewlinschten Verbindung von Insert und Vektor zu erhhen. Die Menge an
Vektor entspricht demnach 1-2 pl. Nach Angaben des Hergelers der T4-DNA-Ligase sollen fir
anen 20 pl-Ansaiz 4 pl 10x Ligasepuffer verwendet werden. Die Resktion wird Uber Nacht bel 16



46 Material und Methoden

°Cinkubiert.

3.2.8 Glycogenfallung

Um die Effizienz einer Trandformation von ligierter DNA in Zdlen zu erhdhen, ist es von Vortell, die
DNA zu féllen. So kann eine grofRere Menge DNA eingesetzt werden. Ein weiterer Effekt ist, dal3
bel der Aufbereitung die Sdze des Ligasepuffers entfernt werden, so dal3 diese eine Transformation
durch Interaktion mit geladenen Tellchen an der Membran der Zdlen nicht mehr behindern. Zu dem
Ligationsansatz von 20 pl wurden 80 pl dest. H,O und 100 pl Phenolchloroformisoamylakohol
hinzupipettiert und anschlieRend firr 5 Minuten bei 10.000 x g zentrifugiert. Der wéssrige Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfgefdld Uberfihrt. Zu der Phenolphase wurden noch einma 50 pl dest.
H20 gegeben und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem ersten Uberstand vereint. Nun
wurden 15 pl 5 M NaCl, 13 pl dest. HO und 2 pl Glycogen hinzupipettiert und mit 540 pl 96 %
Ethanol aufgefiillt. Das Gemisch wurde dann bel 10.000 x g und 4 °C fir 15 Minuten zentrifugiert.
Nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol wurde abermas zentrifugiert, dann der Uberstand
verworfen und das Pdllet in 4 — 6 pl dest. H,O aufgenommen.

3.2.9 Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli

Als E. coli-Stamme wurden HB101, Stabl-2 und Ec*191 verwendet. Zunéchst wurde eine 5 mi-
Ubernachtkultur in LB-Medium angesetzt, die am néchsten Tag in 345 ml LB-Medium inokuliert
wurde. Bei 37 °C und 300 rpm wurde solange inkubiert bis eine ODgyo von 0,5 erreicht war.
Anschlief3end wurde die Kultur bei 4.000 rpm, entsprechend 1200 x g, und 4 °C fir 15 Minutenim
JA14-Rotor einer Beckman® Zentrifuge pdllettiert. Das Pdllet wurde dreima mit 10 % Glycerin
gewaschen und in 5 ml 10 % Glycerin suspendiert und in Aliquots zu je 300 ul in flissgem Stickstoff
schockgefrostet und bet —70 °C gelagert.

3.2.10 Transformation in E. coli

Zur Anwendung kamen die Stdmme HB101, Stabl-2 und Ec?191.

50 pl der auf Eis aufgetauten Bakterien wurden mit 1 pl DNA (0,1 — 1 pg), nach ener
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Glycogenfdlung 2 — 3 pl DNA vermischt und in Trandformationskivetten Uberfihrt. Die
Elektroporation (Genepulser der Fa. Biorad) erfolgte bel einer Spannung von 2,5 kV, enem
Widergtand von 400 W und einer Kapazitét von 25 pF bel ca 4 °C. Nach der Transformation
wurden die Bakterien in 1 ml Nahrmedium (LBB) Uberfihrt und fir eine Stunde ba 37 °C im
Schitttelinkubator vermehrt, um die Antibiotikares stenz zu exprimieren.. Um postive (transformierte)
Bakterien von negativen zu unterscheiden, werden die Bakterien auf Sdektivndhrboden
ausgedtrichen. Dabel handdt es sch um LB-Agar-Platen mit einem entsprechenden Antibiotikum.
Die Wahl des Antibiotikums richtet sch nach der Antibiotikumresistenz des Vektors. Nach einer
Inkubation be 37 °C kann am néchsten Tag das Ergebnis auf der Platte abgelesen werden. Zur
Uberprifung des Transformationserfolges werden eine Positiv- sowie eine Negativkontrolle ebenfals
transformiert. Die Transformationseffizienz wird nach folgender Formel berechnet :

X ml Nahrmedium + X ml Bakterien

x Anzahl Bakterien

X ml ausplattiertes Volumen

3.2.11 Transformation in schnellwachsende Mykobakterien

Be den schnellwachsenden Mykobakterien handelt es sich um die Spezies M. smegmatis mc” 155.
Aus ene Vorkultur wird en 50 ml-Ansatz bis zu ener ODsy von ca 0,5 - 0,7 kultiviert und
zunéchgt bal 1.200 x g (2500 U/min. in ener Heraeus-Zentrifuge) fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet
wird in eiskadtem, 10 %igem Glycerol resuspendiert. Der Vorgang wird noch zweima wiederhalt bis
das Pdllet am Endein 4 — 5 ml Glycerol gelGst wird. 400 pil der Bakterien werden mit 1 pl DNA (0,1
— 1 pg) in der Elektroporationskiivette auf Eis vermischt. Das Elektroporationsgerdt wird mit eéinem
Widersand von 1 kW betrieben. Die Bakterien werden auf 7H10/ADS/Glycerol-Platen mit
entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und fir 3-4 Tage bel 37 °C bebr(itet.
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3.2.12 Transformation in langsamwachsende Mykobakterien

Eine Besonderheit der langsamwachsenden Mykobakterien ist ihre Eigenschaft, ein besseres
Transformationsergebnis be erheblich hdheren Temperaturen zu erreichen. Nachdem die Zdlen
andog dem Protokoll zur Hergelung dekirokompetenter Zelen aus schndlwachsenden
Mykobakterien kompetent gemacht wurden, erfolgte die Resuspendierung des Pdlets daher mit
raumtemperiertem Glycerol. Vor der Uberfiihrung der Bakterien in die Transformationskivetten
wurden diese im Wasserbad auf 50 °C ewamt. Dassdbe wurde unmittelbar vor der
Transformation mitsamt Inhalt wiederholt. Der Genepulser der Fa. Biorad wurde genauso eingestellt
wie fur die schnellwachsenden Mykobakterien. Die Bakterien wurden auf 7H10/OADC/Glycerol-
Platten ausgestrichen und fir ca. 3 Wochen bel 37 °C inkubiert.

3.2.13 Kultivierung von M. smegmatis mc? 155

3.2.13.1 Kultivierung unter aeroben Bedingungen

Mycobacterium smegmatis gehdrt zu den schnellwachsenden Mykobakterien. Eine 50 ml-Kultur
wurde Uber Nacht durch die Inokulation von 75 ul Bakterien in 50 ml 7THY/ADSGlycerol/Tween80
angezlichtet. Die Kultur wurde in einen 300 ml Erlenmeyerkolben nit Stopfen gegeben und be 37
°C inkubiert.

3.2.13.2 Kultivierung unter anaeroben Bedingungen

Das Vorgehen be der Kultivierung unter anaeroben Bedingungen entspricht bis zum Waschschritt
der Vorkulturen der Kultivierung unter aeroben Bedingungen. Anschliel3end wurden die Bakterienin
Kungstoffrohrchen (Greiner PP) mit 10 ml MB-Medium, 20 % Glycerol und 0,01 M Kdiumnitrat
inokuliert. Die Greiner-Roéhrchen wurden zusammen mit dem AnaeroGen™ - System der Fa. Oxoid

(stellt anaerobes Milieu her) und einem Indikator zur visudlen Uberprifung der kulturdlen
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Bedingungen in einen Anaerobiertopf der Fa. Merck Uberfiihrt. Eswurde bei 37 °C inkubiert.

3.2.14 Kultivierung langsamwachsender Mykobakterien

3.2.14.1 Kultivierung unter aeroben Bedingungen

Alle anderen verwendeten Mykobakterien sind langsamwachsende Stdmme. Voluminabisca. 15 ml
wurden in Ink square bottles (Fa Nagene), Volumina ab ca 50 ml wurden in Rollflaschen (Fa
Corning Cogtar) angezlichtet. Auf diese Weise wird eine grol3ere Oberfléche erzidt, so dal die
Bakterien be gleichem Volumen mehr Sauergtoffkontakt haben ds in Erlenmeyerkolben. Fir ihr
Wachstum benétigen langsamwachsende Mykobakterien bel einer Inkubationstemperatur von 37 °C
ca. 7—10Tage.

3.2.14.2 Kultivierung unter anaeroben Bedingungen

Die Kultivierung unter anaeroben Bedingungen erfolgte bis zum Waschschritt der Vorkulturen andog
dem Protokoll zur Kultivierung unter aeroben Bedingungen. Nach dem Waschen werden die
Bakterien in Kungtstoffréhrchen (Greiner PP) mit 10 ml MB, ADS und 0,01 M KNO; inokuliert.
Die Bebriitung erfolgt in enem Anaerobiertopf der Fa Merck mit dem AnaeroGen™-System der
Fa. Oxoid bei 37 °C. Zur Uberprifung der anaeroben Verhdtnisse wurde ein Anaerobierindikator

der Fa. Oxoid verwendet.

3.2.15 Nitratreduktasetest

Das Vermogen eniger Bakterien, durch eine Nitratreduktase Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, wird
mittels einer Diazotierungsresktion nachgewiesen. Durch salpetrige Séure, die aus Nitrit und Essig
entgeht, werden primée Amine in Diazoniumsalze umgewanddt. Be der Diazotierungsesktion von
Sulphanilamid (NIT 1) und N-N-dimethyl- 1- ngphthylamin (NIT 2) entsteht unter Anwesenheit von
Nitrit bzw. sapetriger Saure ein Diazoniumsalz von roter Farbe. Diese Farbstoffentwicklung gilt ds
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Nachweis des Nitratreduktionsvermdgens bei Mikroorganismen.

Es wurden in ein Eppendorfgeféld zu 1 ml Bakteriensuspension jewells 50 pl NIT 1 und NIT 2 (Fa
Api Biomerieux) gegeben und ba Raumtemperatur fir 7 Minuten bel 10.000 x g zentrifugiert. Die
Absorption des Uberstandes wurde bei schnellwachsenden Mykobakterien bei 530 nm und bei

langsamwachsenden Mykobakterien bel 440 nm gemessen. Die verschiedenen Absorptionsbereiche
snd notwendig, um die Auswirkungen von ADS auf das Lichtabsorptionsspektrum zu kompensieren.
Zur Errechnung des produzierten Nitrits (in umol/l) wurden fir beide Absorptionsbereiche
Eichkurven ergdlt, aus denen Faktoren ermittdt wurden, die zur Multipliketion mit den

Lichtabsorptionswerten verwendet wurden.

Fur den Absorptionsbereich von 530 nm wurde folgende Eichkurve ergel It:

3,75
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1,25 +
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0,75
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0,00 . . . . . . . . .
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OD 530
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Abb. 3.1: Eichkurve zur Besimmung photometrisch ermittelter Nitritmengen im
Absorptionsbereich von 530 nm.
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Es ergab sich der Faktor 105.

Fur den Absorptionsbereich von 440 nm sah die Eichkurve folgendermalen aus:

OD 440

010 T T T T T T T

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Nitritmenge [umol/l]
Abb. 3.2: Eichkurve zur Besimmung photometrisch ermittelter Nitritmengen im
Absorptionsbereich von 440 nm.

Hier betrug der Faktor 134.

3.2.16 Die Polymerasekettenreaktion

Eine PCR (Polymerase Chain Reaction) wird dazu verwendet, einen bestimmten DNA-Abschnitt zu
vavidfdtigen (amplifizieren). Hierzu werden Oligonukleotide (Primer) bendtigt, die den gewilnschten
DNA-Abschnitt begrenzen und komplement&r zu der zu amplifizierenden DNA snd. Eine
temperaturbesténdige DNA-Polymerase nutzt die Primer, um sch an die DNA (sog. Template-
DNA) anzulagern. Sie liest an der Template-DNA die Basenfolge & und synthetisert in enem
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weiteren Schritt einen neuen DNA-Strang, indem de die enzednen Nukleotide (Adenin, Guanin,
Cytosn und Thymin) in der richtigen Reihenfolge zusammensetzt. Die Polymerase kann sich nur an
endréngige DNA anlagern. Daher mul3 die zwedrangig vorliegende Template-DNA vorher
aufgespaten (denaturiert) werden. Dies geschieht durch kurzzeitige Temperaturerhbhung auf 92 — 95
°C. An diesen Prozess schligld sch die Primerbindung an (Anneding). Hierflr werden niedrigere
Temperaturen bendtigt. Der genaue Wert richtet sich nach der Schmelztemperatur der Primer, aso
nach derjenigen Temperatur, bel der die Hafte dler vorhandenen Primer von der DNA gelost ist.
Die Schmelztemperatur errechnet sich aus der Lange der Primer sowie aus der Art und der Anzahl
der vorhandenen Nukleotide, aus denen der Primer zusammengesetzt ist. Nachdem die Primer an die
DNA gebunden haben, kann nach einer Temperaturerhdhung die Polymerase die gewtinschte DNA
verlangern (Extension). Jede Polymerase besitzt ein eigenes Temperauroptimum, in dem se am
effektivsten arbaitet. Die in dieser Arbeit verwendeten Polymerasen haben ihr Temperaturoptimum
be 68 °C. Durch mehrmaiges Wiederholen dieses Zyklus — Denaturierung, Anneding und Extenson
—wird so in mehreren Schritten eine groflere Menge DNA ergtdlt. Dadurch, dal? nach jedem Zyklus
immer mehr Matrizen zur Verfigung stehen, wachst die Menge an gebildeter DNA exponentiell.

3.2.17 Erstellung einer Einpunktmutation mittels Site-directed mutagenesis

Das Vefahren berunt auf eénem von der Firma Stratagene entwickelten Prinzip (Quik Change™
Site-Directed Mutagenesis Kit). Es werden zwe Primer gewahlt, die komplementér zueinander an
einem zirkulariserten, doppelstrangigen Plasmid binden konnen. So entsteht ein Block von einem
Primerpaar, der in seiner Mitte die gewiinschte Mutation enthdlt. Beide Primer werden durch eine
Pfu DNA Polymerase verlangert, so dal3 wieder ein zirkularisertes Plasmid entsteht. Der fehlende
Schiuf3 des Ringes wird erst wéhrend einer anschliel¥enden Transformation durch die Zdllen erzidit.

Die Firma Stratagene empfiehlt folgendes Primerdesign:

- bede Primer missen die gewtinschte Mutation enthadten und komplement& zueinander an

die Template-DNA binden kénnen

- die Primer sollten zwischen 25 und 45 Basenpaare lang sein und eine Schmelztemperatur
haben, die ca. 10 °C oberhab der Verlangerungstemperatur der Polymerase liegt (68 °C),
damit der Verlangerungszyklus nicht zweimd ablauft; die Schmeztemperatur T, soll nech
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folgender Formel berechnet werden:

Ton= 81,5+ 0,41(% GC) — 675/ N - % mismaich

N = Primerlénge in bp

mismatch = Menge der Punktmutationen in Prozent

- die gewlinschte Mutation sollte in der Mitte der Primer liegen und zu beiden Enden hin noch
10 bis 15 Basen Uberstand besitzen

- die Primer sollten mindestens zu 40 % aus Guanin und Cytosin bestehen und sollten mit

einem oder mehreren Guanin- oder Cytosinbasen enden

- die Primer brauchen an 5 — Ende nicht phosphoryliert zu sein, missen aber durch eine
Hochgeschwindigkeltsfl liss gchromatographie (FPLC) oder durch ene
Polyacrylamidgel e ektrophorese (PAGE) aufgereinigt werden

- wichtig ist die genaue Einhatung der empfohlenen Primerkonzentration

Der Resktionsansatz fur die PCR wurde wie folgt angemischt:
5 I 10x Resktionspuffer
Xyl dsDNA dsTemplae
Xyl (125 ng) Forwardprimer
Xl (125 ng) Reverseprimer
1 50 mM dNTP-Mix
ddest H,O ad 50 p

anschlieRend 1wl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/l)
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Es wurden drel verschieden Mengen an Template-DNA verwendet. In jewells 5 pl waren 5, 25 und

50 ng DNA enthaten.

Der Thermocycler wurde auf 15 Zyklen programmiert. Nach der initiden Denaturierung von 96 °C
fur 30 Sekunden folgte eine erneute Denaturierung bel 95 °C fir 30 Sekunden. Das Anneding wurde
1 min bel 55 °C durchlaufen, dem sich eine Extenson bel 68 °C fur 2 Minuten / kb Plasmidldnge
anschliel.

Nach Beendigung der PCR liegen in dem Resktionsgemisch sowohl die neu synthetiserte DNA ds
auch die Ursprungs-DNA vor. Letztere wurde durch eine Restriktionsspatung mit der Endonuclease
Dpnl in vide klene Stiicke gespdten. Die synthetiserte DNA wird nicht gespdten, well Dpnl
auschlieldich methylierte DNA spaten kann und nur von Bakterien erzeugte DNA methyliertist. 1 pl
Dpnl (10 U/ul) wurde zu dem Reaktionsansatz pipettiert und anschlief3end wurde fir zwel Stunden
bei 37 °C inkubiert.

Abweichend vom Standardprotokoll der Firma Stratagene wurde die synthetiserte DNA in CaCl-
kompetente Zdlen des E. coli-Stammes DH5" transformiert. Dazu wurden 23 pl der DNA mit
100 pl der kompetenten Zdlen vermischt und fir 20 min auf Eis stehen gelassen. Anschliel2end
wurde exakt 90 Sekunden beal 42 °C im Wasserbad inkubiert. Nach einer erneuten Eisphase von 2
min wurden die Zdlen in 1ml LBB tberfiihrt und fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurden
die Zdlen 5 min bel 7.500 x g dozentrifugiert und in 150 — 200 pl LBB resuspendiert. Diese Menge
wurde auf einen Nahrboden mit LB-Agar und entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Aus den
gewachsenen Kolonien wurden eine Fliissigkultur angelegt und die Plasmide prapariert.

3.2.18 Erstellung, Markierung und Quantifizierung einer Hybridisierungssonde

Die Hergdlung einer Hybridiserungssonde efolgte mit Hilfe einer PCR. Die gewiinschten Primer
wurden von der Firma MWG synthetisert.

Damit die Sonde im Rahmen ene Hybridiserung wirksam i, mul3 se markiert werden. Das
Verfahren hierfir war das ,, DIG randomprimed DNA Labding” der Firma Boehringer Mannheim. Es
handdlt sch um ein nicht radioaktives Verfahren, ba dem das an dUTP angdlagerte Steroidhapten
Digoxigenin (DIG) durch Klenow-Enzym mit der Sonden-DNA verbunden wird.
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Es wurden 15 pl DNA fur 20 min im kochenden Wasserbad denaturiert und anschlief3end sofort auf
Eis abgekiihlt. Zur Markierung wurden 2 pl DIG-11-dUTP und 1 pl Klenow- Enzym verwendet. Als
Primer wurden 2 pl Hexanukleotid-Mix zugegeben, die an die Templaie-DNA binden. Markiert
wurde Uber Nacht bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl 0,2 M EDTA-L6sung
abgestoppt und der Reaktionsansatz mit ddest HO auf 50 ml aufgefllt. Anschlief3end wurde die
Sonde fir eine halbe Stunde mit 96 % Ethanol gefdlt. Nach einem Waschschritt mit 70 % Ethanol
wurde die Sonde Uberprdift.

Die Uberprifung einer Hybridisierungssonde dient dazu, die Menge an einzusetzender DNA zu
bestimmen. Die Sonden-DNA wurde in vier Stufen (1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000) verdinnt
und von jeder Verdinnungsstufe wurde 1 pl auf eine Nylonmembran aufgetragen. Eineim DIG DNA
Labding and Detection Kit enthdtene Kontroll-DNA wurde in funf Schritten verdinnt und von
diesen Verdinnungsstufen (c = 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 0,1 pg/ul und 0,01 pg/ul) wurde
ebenfdls je 1 pl auf die Nylonmembran aufgetragen. Analog dem Protokoll  zur Entwicklung einer
hybridiserten Nylonmembran (s. Kapitd 3.2.19) wurde die Membran entwicket. Anhand der
Sgndgéake der Kontroll-DNA konnte abgelesen werden, welche DNA-Menge ds
Hybridiserungssonde eingesetzt werden mulde. Bel gleicher Signdstérke von Sondent und Kontroll-
DNA wurden pro 10 ml Hybridiserungdsung 10 pl Sonden-DNA verwendet.

3.2.19 Koloniehybridisierung

Aus enea genomischen Cosmid-Bibliothek kann mit Hilfe einer Koloniehybridiserung und einer
geeigneten Sonde ein gewiinschter Genom-Abschnitt isoliert werden. Die die Bibliothek enthaltenden
Bakterien wurden getitert, um digenige Verdinnungsstufe zu erhdten, bei der pro N&hrboden ca
200 Kolonie bildende Einheiten wachsen. Die Anzahl an Kolonien pro Nahrboden ist entscheidend
fir das Gdingen einer Koloniehybridiserung, da einersats moglichs vide Kolonien untersucht
werden sollen, anderersaits aber zu vide Kolonien ene Abgrenzung untereinander unmoglich
machen. Von den gewachsenen Kolonien wurden Abklaischpréparate durch Auflegen ener
Nylonmembran hergestelt. Die Membranen wurden dann mit der Koloniesaite nach oben 15 minin
Denaurierungd6sung, 5 min in Neutrdiserungd ésung und anschliel¥end fir 20 min in 2 x SSC bel
Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen lagen dabei auf einem zweilagigen Stapel Whatman™ -
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Papier. Zur Fixierung der DNA wurden die Membranen 30 min bel 120 °C gebacken. Die
Entfernung der Bakterienzdlreste wurde durch zweimaiges Waschen je 30 min mit 2 x SSC/ 0,1%
SDS bel 65 °C im Hybridiserungsofen erzielt. Wahrend dieser Zeit wurden die Rundfilter vorschtig
mit der Waschldsung und enem sauberen Geschirrhandtuch abgerieben.

Die Membranen wurden zunéchst 1 Stunde in Hybridiserungdésung bel 65 °C préhybridisiert.
Diesar Schritt ist notwendig, um den Hintergrund zu iminieren, der durch unspezifische Bindung der
DIG-DNA-Sonde an die Nylonmembran entsteht.

Die Hybridiserung wurde Uber Nacht mit der zuvor denaturierten und dann auf Eis abgekihiten
DIG-markierten Sonde bei einer Hybridiserungstemperatur von 65 °C durchgeftihrt. Es wurden pro
100 cn¥ Filterflache 2,5 ml Hybridisierungdésung verwendet. Die Menge an Sondert DNA richtete
sch nach dem Ergebnis der Quantifizierung.

Am néchsten Morgen wurden die Membranen fir 2 x 30 Minuten in WaschlGsung | und 2 x 30 min
in Waschlésung |1 bel 65 °C gewaschen. Diese spezifischen Waschschritte snd notwendig, um
Basenpaarungen mit weniger as 95 % Homologie zwischen Sonde und DNA auf dem Filter zu
besaitigen.

Es folgt der Schritt der Chemilumineszenzdetektion (s.0.). Dazu wurden die Filter 5 min in
Waschpuffer gewaschen und anschliel3end fir 30 min in Puffer 2 und dann fir weitere 30 min in
1:10.000 verdinntem DIG-AP.Konjugat in Puffer 2 inkubiert. Danach wurden die Filter 3x 10 min
in Waschpuffer gewaschen und anschliel¥end fir 5 min in 20 ml Puffer 3 &quilibriert. Die Membranen
wurden daraufhin mit der Koloniessite nach unten in eine Schale mit CSPD®- Substratl 6sung gelegt
(CSPD® 1:100 in Puffer 3 verdinnt). Uberschilssiges Substrat wurde abgestreift und die
Membranen mit der Koloniessite nach unten fir 5 min im Dunkeln inkubiert. Die Membranen
wurden dann in Plagtikbeutdn eingeschwell® und 15 min be 37 °C im Dunken inkubiert. Das
Ergebnis der Hybridiserung wurde durch Expostion eines Rontgenfilmes fir 15 min bis 3 Stunden
und anschliel3ender Entwicklung dokumentiert.

3.2.20 Southernblotanalyse

Genomische DNA oder Cosmid-DNA wird bel der Methode nach Southern (1975) nach einer
Spdtung mit Redriktionsendonucleasen in enem Agarosegd nach ihrer Grof3e aufgetrennt und auf
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eine Nylonmembran Ubertragen (Blotting).

Das in Ethidiumbromid geférbte Agarosege wurde mit enem Langenma3stab fotografiert. Zur
Denaturierung der DNA wurde das Agarosegel 2 x 30 min in einer Schae mit Denaturierungd 6sung
unter leichtem Schwenken behanddt. Anschlief3end wurde fir 2 x 30 min in Neutrdiserungdésung
inkubiert. Der Trandfer fand Uber Nacht gtatt. Dazu wurde eine Lage Whatman™ -Pepier mit 20 x
SSC-Puffer angefeuchtet. Dieser Puffer et eine Trandferl6sung dar, die in ener Schale unterhab
des Agarosegds schwimmt. Das Papier igt saugféhig und kann somit den Trandferpuffer aus der
Schale ziehen. Das Agarosegd wurde mit 20 x SSC aquilibriert und mit der glatten Seite nach oben
luftblasenfrel auf das Saugpapier gelegt. Eine zurechtgeschnittene und &quilibrierte Nylonmembran
wurde ebenfals ohne Luftblasen auf das Gd gelegt. Auf die Nylonmembran wurden zwel Lagen
Whaman™-Papier gelegt. Als Saugpapier wurden Papierhandtiicher verwendet, die noch oberhab
des Whatman™-Pgpiers postioniert wurden. Der Blot wurde mit etwa 600 g beschwert. Zur
Fixierung der DNA wurde die Nylonmembran mit UV-Licht behanddt. Die Membran wurde
anschliel}end fir 2 x 30 min mit 2 x SSC/ 0,1 % SDS im Hybridiserungsofen gewaschen.

Die folgenden Schritte snd identisch mit dem Protokoll der Koloniehybridiserung (s Kapitel
3.2.19).

3.2.21 Erstellung einer Cosmid-Bibliothek

Zur Ergdlung einer genomischen Cosmid-Bibliothek wird die chromosomae DNA des gewiinschten
Bakteriums benttigt. Diese wurde aus dem M. bovis-Stamm R99 prépariert. Die Spatung der
DNA efolgte mit der Restriktionsendonuclease Sau3A. Dieses Enzym spdtet an dlen GATC-gtes
einer DNA. Da es davon sehr vide gibt, wirde die gesamte chromosomae DNA in viele 150 — 300
bp kleine DNA-Fragmente unterteilt werden. Es werden jedoch ca. 40.000 bp grof3e Fragmente
bendtigt (su.). Somit durfte die DNA nur partiell verdaut werden. Dies wurde erreicht, indem von
der Redtriktionsendonuclease eine Verdinnungsreihe Uber zehn Stufen angefertigt wurde. Zunéchst
wurde ein Reaktionsgemisch bestehend aus 150 pug DNA, 10 x Resktionspuffer und ddest. HO
hergestd|t. Die Gesamtmenge betrug 440 pl. 80 pl davon wurden in ein Eppendorfgefd Gberfihrt, je
40 pl in weitere 9 Eppendorfgefdle. In das erste Gefal? wurden 2 pl ener 1:10-Verdinnung von
Sau3A (entsprechend 0,8 U) gegeben. Nach dem Mischen des Reaktionsansatzes wurden 40 pl
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entnommen und in das néchge Eppendorfgefdd Uberfihrt. Die Rehe wurde bis zum zehnten
Eppendorfgefal fortgefiihrt. Die Reaktionsansitze wurden fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach
einem Denaturierungsschritt fir 20 min bel 65 °C wurde je ein Zehntdl des Resktionsansaizes auf ein
0,4 %iges Agarosegd aufgetragen. Die DNA-Fragmente mit einer Grofe von ca. 35.000 bis 40.000
bp wurden in einem Eppendorfgefd? zusammengefasst und mit einer Kédberphosphatase (1l ener
1:1.000-Verdinnung) fir eine Stunde dephosphoryliert.

Die gepoolte DNA wurde nach einer Phenoliserung mit Isopropanol unter Natriumacetatzugabe
gefdlt. Anschlief3end wurde die DNA mit 70 % Ethanol gewaschen, bel Raumtemperatur getrocknet
und in 30 ml ddest. H,O resuspendiert.

Pardld dazu wurden Vektorarme ergdlt. Es handdt sch dabe um Antelle des Vektors
pYUB.412.2 (Ampicillin, Hygromycin), die je eine cos Site bestzen. Diese benétigt der Phage
(su), um de DNA pYUB.412.2 wurde mit der
Redriktionsendonuclease  Xbal gespdten, nach ene dch anschliellenden  Denaturierung

zu vepacken. Der Vektor

dephosphoryliert und phenolisert und dann einer Ethanolprézipitation unterzogen. Durch ene
Spdtung des linearigerten Vektors mit dem Restriktionsenzym Bcll entstanden zwel Vektorarme.
Auf eénem Arm ig die Antibiotikumresstenz lokdigert, auf dem anderen das ,,origin of replication®
fir E. coli. So wird be der zu einem spéteren Zetpunkt dattfindenden Kultivierung der dann
phagenhatigen Bakterien (s.u.) schergestellt, dass nur digenigen Bakterien Uberleben, die beide
Vektorarme enthaten. Nach einer Saulenaufreinigung wurden die Vektorarme auf einem Agarosege
kontrolliert. Die DNA-Fragmente wurden anschlief3end mit den Vektorarmen ligiert.

part. Verdau | Vektorarme Puffer Ligase Aqua dest.
3 g 500 ng 4 ul 2U sul
10 ug 500 ng 4 ul 2U 1l

Tab. 3.3: Ligationsansitze zur Erstellung einer Coamid-Bibliothek

Die Ligdtion efolgte ba 16 °C Uber Nacht. Werden die beiden Vektorarme mit A und B
bezeichnet, ergeben sich folgende Kombinationsmdglichkeiten:

- A —-DNA-Fragment — B
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- A —-DNA-Fragment — A
- B —DNA-Fragment -B

Ba der Infektion (in vitro-Verpackung der DNA in die Zidzdlen) kann nur die erste Variante in die
Zidzdlen integrieren, da sowohl die Antibiotikumresstenz ds auch das ,,origin of replication” fur E.
coli benétigt wird.

Die Infektion erfolgte mit dem GigaPack 111 Gold™ — System der Firma Stratagene. Es enthdt einen
8-Phagen, der Uber zwei cos-Sites DNA verpacken kann. Er ist alerdings nur in der Lage, 35.000
bis 40.000 bp grofRe DNA-Fragmente zu integrieren. Zu den in der Hand aufgetauten Phagen
wurden 5 pl des Ligationsansatzes hinzugegeben und fur 2 Stunden bel Raumtemperatur inkubiert.
Pardld dazu wurden die Zidzdlen E. coli Stabl-2) vorbereitet. 750 pl Stabl-2 wurden in 30 ml
LBB gegeben, 600 pl 20 % Matose und 300 pl 1 M MgSO, hinzupipettiert und anschlief3end bel
37 °C im Schittler inkubiert, bis ene ODsy Von 0,5 — 0,7 erreicht worden war. Danach wurden die
Bakterien fir 10 min be 4 °C abzentrifugiert und auf Eisin 10 mM MgSO, resuspendiert, so dal3

eine ODgyo VONn 1,2 erzidt wurde.

Die DNA-hdtigen Pragen wurden nach den zwel Stunden Inkubationszeit in 500 pl SM-Puffer
aufgenommen. 50 pl davon wurden mit 200 pl der Bakterien zusammengeftinrt und fir eine habe
Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurde das Gemisch in 1 ml LBB Uberfuhrt und erneut bei
37 °C fur eine Stunde inkubiert, wobel dle 15 Minuten einmal geschwenkt wurde. Das gesamte
Materia wurde auf Nahrbdden mit LB-Agar und Ampidillin in ener Konzentration von 100 pg / ml
ausplattiert und Uber Nacht bel 37 °C bebrittet. Die Nahrboden wurden am néchden Tag
augewertet, um die auszuplattierende Gesamtmenge zu ermitteln, die bendtigt wird, um mindestens
20.000 Klone zu erhdten. Da das gesamte Genom von M. bovis 4,4 Millionen Basenpaare umfasst,
ig diese GrofRenordnung notwendig, damit das Genom ungefdhr 1000 md in der Bibliothek
reprasentiert ist. Mit der redtlichen in dem SM-Puffer befindlichen Bibliothek wurde wie oben
beschrieben verfahren. Die gewachsenen Klone wurden mit LBB von den Nahrbdden geschwemmt

und zusammen in Glycerol eingefroren.

3.2.22 Uberprifung einer Cosmid-Bibliothek mit Hilfe von auxotrophen Mutanten

Die verwendeten auxotrophen Mutanten von M. smegmatis — die Herstdlung der Mutanten erfolgte
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durch chemische Mutagenese (BANGE, COLLINS u. JACOBS 1999) - haben enen
Aminosauresynthesedefekt, so dal? se fur ihr Wachstum auf die Supplementation von bestimmiten
Aminoséuren angewiesen sind. Im Genom von M. bovis R99 sind Gene zur Synthetiserung von
Aminosturen vorhanden. Wird die genomische Bibliothek in die auxotrophen Mutanten
transformiert, sollte der Aminosiuresynthesedefekt komplementiert sein. Nach der Transformation
wurde eine Halfte auf Nahrbdden mit Antibiotikum sowie mit der zu supplementierenden Aminosaure
ausplattiert, um das Vorhandensain der Antibiotikum-resstenz zu Uberprifen. Die andere Héfte
wurde auf Nahrboden ausgestrichen, die ausschliefdich das Antibiotikum enthaten. Wuchsen auf
diesen Néhrboden Kolonien, so war das en Bewes fir die Komplementation des
Aminosdurendefekts. Da das gesamte Genom der untersuchten Bakterienspezies M. bovis R99 eine
Grofe von 4,4 Millionen Basenpaaren und jedes Cosmid eine Grof3e von 40.000 Basenpaaren
aufweist, wird theoretisch jeder hundertste Klon komplementiert. Empirisch liegt die Frequenz bei
1:200 bis 1:300. Werden auf einem Né&hrboden 1000 Klone ausgestrichen (erkennbar an der Anzahl
auf den Platten mit der Aminosaure), so reicht eine Menge von 34 Klonen aus, um von ener

gelungenen Komplementation sprechen zu kénnen.

3.2.23 Sequenzierung

Fir ene Sequenzierungs-PCR wird je nach Lesdé@nge eine Menge von 200 bis 1000 ng der zu
sequenzierenden DNA bendtigt. Diese Menge wurde in enem Volumen von 5 pl ddest. HO gel6st.
Es wurde en Sequenzierungsprimer ausgesucht, der komplementé&r zu der dsDNA ist. Die
Konzentration des Primers wurde auf 5 pmol / pl eingestellt, fir die Resktion wurde 1 pl verwendet.
Zu der DNA und dem Primer wurden 4 pl des Sequenzierungsgemisches, bestehend aus einer Tag-
Polymerase, fluoreszenzmarkierten dNTPs und Puffer, hinzupipettiert. Bel dem Standardprogramm
fUr die Sequenzierung wurden 25 Zyklen mit folgenden Parametern durchlaufen:

96 °C 10 Sekunden
56°C 5 Sekunden

60°C 4 Minuten
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Die Dauer des Programms betrug ca. 2,5 Stunden. In dieser Zeit wurde ein Acrylamidgd hergestd|t.
30 g Harngtoff wurden in 7,5 ml 40 % Acrylamid mit 23,5 ml ddest. H,O gegeben und bei 50 °C auf
einem Magnetrihrer g, Die gelste Hissigkeit wurde nach Zugabe von 6 ml 10 x TBE filtriert.
Anschliel}end wurde das Filtrat luftblasenfrel zu 350 pl APS gegeben. Nach Zugabe von 15 pl 5 %
Temed® (Beginn der Polymerisation) wird die Fliissigkeit sofort zwischen zwei zuvor vorbereitete
Glaschelben gegossen. Es igt wichtig, hierbe keine Luftblasen zu produzieren. Nach einer
Polymerisationszeit von 1 bis 1,5 Stunden wurde das fertige Gel in den Sequencer eingesetzt.

In der Zwischenzeit wurden die Proben aus der Sequenzierungs-PCR gefdlt, um ungebundene
dNTPs, Primer und die Tag-Polymerase auszuwaschen, da diese in der sch anschlief3enden
Sequenzierung zu einem faschen Ergebnis fuhren kénnen. 2 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) mit 50
96 % Ethanol wurden in ein Eppendorfgefald vorgelegt. Nachdem zu der Probe 10 ul ddest. HO
gegeben wurden, konnte das Gemisch zu der Essigsaure pipettiert werden. Anschliel3end wurde die
Probe 10 Minuten auf Eis gefdlt, 25 Minuten bei 10.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach enem Waschschritt mit 70 % Ethanol wurde erneut bei 10.000 x g fir 3 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abermals verworfen. Das Pellet wurde fiir 8 bis 10 Minuten in einer
Heizzentrifuge (Speedvac®) getrocknet. Die folgenden Schritte wurden auf Eis ausgefiihrt. Das
getrocknete Pdlet wurde in 4 ul Laddosung (Formamid, EDTA, Dextranblau) gelést und
anschliel¥end fur 2 Minuten bel 95 °C denaturiert. Dann wurde die Probe sofort auf Eis gestdlt. Von
jeder Probe wurden 4 ul auf das Acrylamidgel aufgetragen und der Sequencer gestartet. Die
Ergebnisse der Sequenzierung wurden durch eine Software (DNAstar™) aufbereitet und in zwel
Versonen ausgedruckt. Eine Version zeigt die Basenabfolge d's Buchstabencode, die zweite Verson
ordnet jeder Base enen farbigen ,Peak® zu, s0 dal? auffdlige Merkmade schndl erkannt werden

kodnnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Nitritbildung der komplementierten Deletionsmutante CF1

Mycobacterium tuberculosis reduziert unter anaeroben Bedingungen Nitrat zu Nitrit (VIRTANEN
1960). Auch von anderen Bakterien (z.B. Bacillus subtilis) ist eine Nitratreduktion bekannt. Bel
diesen Bakterien exprimieren die Gene narGHJI eine anaerobe Nitratreduktase, durch die Nitrat zu
Nitrit reduziert wird (HOFFMANN 1995, NAKANO 1997). Bei der Sequenzierung von M.
tuberculosis wurden die Gene narGHJI lokaisert und ds dissmilatorische Nitratreduktase
annotiert (COLE et d. 1998). Durch Untersuchungen an Bacillus subtilis ist bekannt, daf3 die auch
as anaerobe Nitratreduktase bezeichneten Gene narGHJI ds dternative Elektronentransportkette
fungieren, die es diesen Bakterien ermdglicht, ATP unter anaeroben Bedingungen zu produzieren
(STEWART 1988, BLASCO 1989, PHILIPPOT 1999). Mycobacterium bovis BCG besitzt
ebenfdls die Fahigket, unter anaeroben Bedingungen Nitrat zu Nitrit zu reduzieren (WEBER 1999).
Frihere Arbeiten in unserem Labor haben gezeigt, dass M. bovis BCG Uber das narGHJI-
Genduger vefugt (WEBER 1999). Durch homologe Rekombination wurde ene DnarG-
Deletionsmutante (IW1) von Mycobacterium bovis BCG hergestelt (WEBER 1999). Diese
Deetionsmutante exprimiert keine anaerobe Nitratreduktasesktivitdt (WEBER 1999). Die
Ddetionsmutante IW1 wurde mit dem narGHJI-Operon aus M. tuberculosis komplementiert
(FRITZ 2001). Die komplementierte Mutante wird im folgenden as CF1 bezeichnet. Durch
Untersuchungen unter anaeroben Bedingungen wurde festgestdlt, dass durch CF1 mehr Nitrat zu
Nitrit reduziert wird as durch den BCG-Wildtyp. Die Menge des gebildeten Nitrits betrégt nach lf
Tagen funfma mehr ds die des Wildtyps. Die Abbildung 4.1 zeigt die gebildeten Nitritmengen der
komplementierten Deletionamutante CF1 im Vergleich mit dem Wildtyp BCG.
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Abb. 4.1: Nitritproduktion des Wildtyps BCG und der komplementierten Deletionsmutante
CF1 unter anaeroben Bedingungen. Die Bakterien wurden in Minimamedium mit
Nitrat inokuliert und bel 37 °C unter anaeroben Bedingungen inkubiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass M. tuberculosis im Vergleich zu M. bovis BCG unter anaeroben
Bedingungen eine stérkere Nitratreduktasesktivitdt exprimiert. Woher dieser Unterschied kommt, ist
nicht bekannt. Das Genom von M. bovis BCG unterscheidet sich nur in 1 — 2 % von dem Genom
von M. tuberculosis. Méglichewea se ist ein Sequenzunterschied im nar GHJI-Operon zwischen M.
tuberculosis und BCG zu finden, der diesen Unterschied erkléren kdnnte. Somit entschieden wir

uns, das nar GHJI-Operon von M. bovis BCG zu untersuchen.
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4.2 Isolierung eines Cosmids mit der anaeroben Nitratreduktase aus
Mycobacterium bovis BCG

Als erdes war ene Isolierung der Gene der anaeroben Nitratreduktase aus M. bovis BCG
erforderlich. Das Genom von Mycobacterium bovis BCG lag ds Coamid-Bibliothek vor. Mittels
ene Koloniehybridiserung sollte aus dieser Cosmid-Bibliothek das nar GHJI-Operon isoliert

werden.

Aus den Arbaten zur Isolierung des nar GHJI-Operons aus Mycobacterium tuberculosis exidierte
bereits eine DNA-Sonde ( ,,nar-Sonde* ), mit der das Operon isoliert werden sollte. Diese Sonde
bindet an einen 511 bp grof’en DNA-Bereich in der narG- und der narH-Untereinheit der
anaeroben Nitratreduktase ( Abb. 4.2).

Xhol Kpnl
| Kpnl EcoRl  Xhol EcoRV
| | [~ — |
| T T T | T T T | LT T T T T T T
nar-sonde
[ >l :>| X >
narG narH narJ narl
2000 4000 6000 8000
| | | | | | | | | | | | | |
nar GHJI

Abb. 4.2: Bindungsstdlle der ,,nar-Sonde im ECoRV -Fragment der anaeroben

Nitratreduktase aus dem Genom von M. tuberculosis

Mit Hilfe dieser Sonde gelang es nicht, durch eine Koloniehybridiserung Cosmide zu isolieren, die
das Operon der anaeroben Nitratreduktase tragen. Es wurde zweima eine Koloniehybridiserung
durchgefiihrt. Von jeweils 4000 Kolonien auf den Néhrbdden zeigte keine Kolonie ein Signd auf
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dem RoOntgenfilm. Eine mdgliche Erklarung wére, dass die ,nar-Sonde’ keine komplementére
Bindungsstelle in den entsprechenden Untereinheiten der anaeroben Nitratreduktase von M. bovis
BCG findet. Mdglicherweise gibt es in diesem Sequenzbereich Unterschiede zwischen M.
tuberculosis und M. bovis BCG. Wir entschieden uns daher, eine neue DNA-Sonde anzufertigen.
Diese Sonde sollte 100 % homolog zu der Sequenz von M. bovis BCG sein. Deshab wurde die
Sonde aus der genomischen DNA von BCG hergestdlt. Wir suchten uns eine Sonde im
Promotorbereich des nar GHJI-Operons aus, da diese Region zu einem spéteren Zeitpunkt ohnehin

andydert werden sollte,

Ersdlung ener Sonde fir das nar GHJI-Operon von M. bovis BCG

Die gewinschte Sonde wurde mit Hilfe einer Polymerasekettenresktion (PCR) hergestdlt. Als

»Matrizeé* wurde die genomische DNA von Mycobacterium bovis BCG verwendet.

20 kb -

1.0 kb -

Abb. 4.3: Agarosegelfoto des PCR-Amplikons der ,, Promotor-Sonde* aus M. bovis BCG

Fur diese PCR wurden die Tag-Polymerase der Firma Sigma sowie die Primer SR1 und SR2 (Fa
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MWG Biotech AG) verwendet. Es wurde eine ,Anneding‘-Temperatur von 50 °C und ene
»Extensgon”-Temperaur von 72 °C gewdhit. Die Verlangerungszeit betrug be 35 Zyklen zwel
Minuten pro Zyklus. Die Primer umfassen einen 1165 Basenpaare grofen DNA-Strang (s.
Abbildung 4.3), der den gesamten Promotorbereich der anaeroben Nitratreduktase sowie noch 226
Basen der narG-Untereinheit abdeckt. Die Abbildung 4.4 zeigt schematisch die Bindungsstelle der

» Promotor“-Sonde an dem nar GHJI-Operon.

EoRV
Cla Kpn
Xhd EooR
Kl | Cd X FRv
l_—.—.—l T T | T T T T T T T
Pomoo-Socke
[ DI DI > >
naG narH narJ ral
2000 4000 6000 8000

narGHJ

Abb. 4.4: Bindungsstelle der ,, Promotor- Sonde“ im EcoRV-Fragment der anaeroben
Nitratreduktase aus M. bovis BCG

Die Sonde wurde zur weiteren Anwendung bel eénem Hybridiserungsverfahren mit dem DIG DNA
Labding and Detection Kit der Fa Boehringer Mannheim, einem nicht radioaktiven Verfahren,
markiert. Durch den Entwicklungsschritt nach einer Hybridisierung wird emittiertes Licht dadurch auf
einem Rontgenfilm as Schwérzung schitbar (s Kapitel 3.2.19).

Ein optimaes Verhdtnis von Hybridiserungd6sung und ,, Promotor- Sonde* und somit ein maglichst
gutes Ergebnis einer Hybridiserung sollte durch eine Quantifizierung der ,,Promotor-Sonde* erzielt
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werden. Dazu wurden Verdinnungsreihen der Sonden-DNA und einer im Markierungskit der Fa.
Boehringer Mannhem enthatenen Kontroll-DNA hergestdlt und auf eine Nylonmembran
aufgetragen, die andog dem Entwicklungsprotokoll einer Koloniehybridiserung entwicket wurde,
Néheres zum Vefaren is dem Kapitd 3.2.18 (Quantifizierung einer Hybridisierungssonde) zu
entnehmen. Aufgrund der gleich starken Lichtsgnale von Sondent DNA und Kontroll-DNA wurden
pro 10 ml Hybridiserungdésung 10 pl SondentDNA eingesetzt. Die Abbildung 4.5 zeigt den
Rontgenfilm dieser Quantifizierung.

1 2
Promotor - Sonde . . . » »
Kontroll - DNA . . . » »

Abb. 4.5: Rontgenfilm Uber die Quantifizierung der ,, Promotor- Sonde"

|solierung elnes das nar GHJI-Operon tragenden Cosmids aus M. bovis BCG

Zur Isolierung des narGHJI-Operons wurde eine Koloniehybridiserung durchgefiihrt. Da das
gesamte Genom von M. bovis BCG eine GréRe von 4,4 x 10° bp hat und ein Cosmid der Cosmid-
Bibliothek ca 4 x 10% bp aufweist, besteht jedes Cosmid aus ca. 1/115 des gesamten Genoms.
Somit enthdlt theoretisch eine Kolonie aus 115 die gewlnschten Gene narGHJI. Praktisch liegt
dieser Anteill be 1:100 bis 1:300. Bel der Koloniehybridiserung konnten aus 4000 Kolonien 38
Kolonien gefunden werden, die auf dem Rontgenfilm en Signd ergaben. Das entspricht einer
Frequenz von 1:105. Die Abbildung 4.6 zeigt exemplarisch dre Nylonmembranen mit ein Signa

gebenden Kolonien.
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Abb. 4.6: Beispide fir ein Signd gebende Kolonien nach der Koloniehybridisierung
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Die 38 pogtiven Klone wurden isoliert, die Cosmid-DNA prdpariert und nach Restriktionsspaltung
mit der Redtriktionsendonuclease EcCoRV durch eine Southernblot- Analyse unter Verwendung der
an die Promotorregion bindenden BCG-Sonde untersucht. Sechs Cosmide zeigten ein Signd auf
dem ROntgenfilm. Nach weteren Redriktionsspatungen diessr sechs Cosmide mit  den
Redtriktionsendonucleasen EcoRV, Xhol, Kpnl, EcoRl und Notl mit ener anschlief3enden
Southernblot-Anayse sollte sch ein Bandenmuster ergeben, das dem der Positivkontrollen (M.
tuberculosis und M. bovis BCG) entspricht :

EcoRV Xhol Kpnl EcoRI Notl
8652 3466 1319 6699 1764
5680 3366

Tabelle 4.1: Bandengrolien der Cosmid-Fragmente an die die ,, Promotor-Sonde* bindet

Die Abbildungen 4.7 und 4.8 zeigen die Rontgenfilme der Southernblot- Analyse.

| 5 10 15 20
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Abb. 4.7: Southernblotanalyse der Cosmide pAP3 bis pAP7; die Zahlen am oberen Rand der
Abbildung nummerieren die Laufspuren des Agarosegels. Geschnitten wurde mit
EcoRV (Spuren 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19 und 22), Xhol (Spuren 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20
und 23) und Kpnl (Spuren 3, 6, 9, 12, 15, 21 und 24).
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Abb. 4.8 Southernblotanayse der Cosmide pAP3 bis pAP7,
Geschnitten wurde mit EcoRI (Spuren 1, 3,5, 7, 9, 11, 13 und 15) und Notl (Spuren
2,4,6,8,10,12, 14 und 16).

Vier der sechs Cosmide zeigten Signde auf den Rontgenfilmen, die denen der Kontrollen
(Mycaobacterium tuberculosis und Mycobacterium bovis BCG) entsprachen. Alle Cosmide, die
Sgnde auf den Rontgenfilmen gaben, wurden im walteren Verlauf as pAP3 bis pAP7 bezeichnet.
Durch die Spatung von M. tuberculosis mit den Restriktionsendonucleasen Xhol, EcoRI und Notl
entstand auf den Rontgenfilmen jewells eine Bande mehr ds bel BCG. Ob es sich um Artefakte oder
um tatsachliche Unterschiede handdt, ist nicht bekannt. Da die getesteten Klone aber mit BCG
Ubereingtimmen, sind diese Unterschiede flr die Isolierung der anaeroben Nitratreduktase aus BCG
nicht relevant.

4.3 Nitritbildung des Cosmids pAP7 in Mycobacterium smegmatis mc? 155

Wir entschieden uns, das Operon der anaeroben Nitratreduktase aus dem Cosmid pAP7 zu

isolieren. Bevor dieses Cosmid subkloniert wurde, sollte geklart werden, ob es tatsichlich eine
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anaerobe Nitratreduktase exprimiert. Dazu wurden die Cosmide mit den nar GHJI-Genclustern von
M. bovis BCG bzw. von M. tuberculosisin M. smegmatis mc® 155 transformiert (pAP7 bzw.
pIW10, beide integrieren in Mykobakterien). Dieser gpathogene Stamm eignet sich besonders zur
Untersuchung der Nitratreduktaseektivitét, well er selbst keine Nitratreduktase exprimiert (WEBER
1999). In Abbildung 4.9 ist die Aktivitdt der anaeroben Nitratreduktase von M. bovis BCG
aufgefiihrt, die Abbildung 4.10 zeigt einen Verglech mit der Nitratreduktasesktivitét von M.
tuberculosis. Die rekombinanten Klone wurden unter anaeroben Bedingungen in MB-Medium mit
Glucose ds Kohlenstoffquelle und Nitrat bei 37 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (O, 1, 3,
4,6, 7, 10 und 12 Tage) wurde die Menge an gebildetem Nitrit bestimmt. Der Test wurde nach 10
bzw. 12 Tagen beendet. Die anaerobe Nitratreduktasesktivitét von M. tuberculosis liegt um an
Vidfaches hoher ds die von M. bovis BCG. Zu beachten igt, dass die Skalierungen der beiden
Abbildungen um den Faktor 100 differieren.
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Abb. 4.9: Nitritproduktion des Cosmids pAP7 (nar GHJlgcc) mit der anaeroben
Nitratreduktase aus M. bovis BCG in M. smegmatis mc?155 unter anaeroben
Bedingungen
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Abb. 4.10: Nitritproduktion des Cosmids plW10 (nar GHJly 1) mit der anaeroben

Nitratreduktase aus M. tuberculosis in M. smegmatis mc?155 unter anaeroben

Bedingungen

Somit war gezeigt, dal3 das Cosmid pAP7 in M. smegmatis mc®155 eine anaerobe Nitratreduktase

exprimiert.

4.4 Erstellung des Plasmids pAP8 mit der anaeroben Nitratreduktase aus M. bovis
BCG

Fir einen direkten Vergleich mit narGHJI aus M. tuberculosis war es notwendig, das Operon der
anaeroben Nitratreduktase aus BCG in einen Vektor zu klonieren, so dal3 keine weiteren DNA-
Abschnitte \or oder hinter dem Operon den Phanotyp (die Nitritproduktion) beeinflussen kénnen.
Aus dem Cosmid pAP7 wurde die anaerobe Nitratreduktase durch eine Restriktionsspaltung mit der
Redtriktionsendonuclease EcoRV isoliert. Daraufhin wurde das Genclugter in e@n in Mykobakterien
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integrierendes Plasmid (pMV.306.Kanamycin) kloniert, dieses in den E. coli-Stamm HB101
transformiert und durch ene Plasmidpréparation mit anschliel}ender Restriktionsspatung mit den
Enzymen EcoRV, EcoRI und Kpnl Uberpriift. Als Kontrolle wurden ein Plasmid mit der anaeroben
Nitratreduktase aus M. tuberculosis (pCF3) sowie die Cosmide pAP7 und plW10 (enthat
narGHJI aus M. tuberculosis) gespaten. Die Banden der neu entstandenen Plasmide sowie die der
Kontrolle pCF3 sind in Tabelle 4.2 aufgdistet. Die Bandengrofen nach den Restriktionsspatungen
mit den Enzymen EcoRI und Kpnl stimmen nicht mit den Banden des Plasmids pCF3 Uberein. Dies
ist dadurch zu erkléren, dass die anaerobe Nitratreduktase in pCF3 in entgegengesetzter Richtung
kloniert wurde. Nachdem schergestellt war, dass das Plasmid das narGHJI-Gencluster enthdlt,
wurde es as pAP8 bezeichnet. Das Kongtrukt pAP10 enthdlt die anaerobe Nitratreduktase aus
BCG in der gleichen Ausiichtung wie pCF3.

Plasmid narGHJI aus |Ursprungsvektor | EcoRV EcoRI Kpnl
8891 6804

pCE3 | M. tuberculosis p'\fr\]ig’org't'i‘van gggé 2527 4524

9 1229 1319

6478 10757

pAP8 | M. bovis BCG p'\fr\é‘esorg't';/a” gggé 4940 1319

9 1229 571

8891 6804

pAP10 | M. bovis BCG p'\f;{forg't';/a“ 2835 2527 4524
9 1229 1319

Tab 4.2: Erwartete Bandengrolzen von pAP8, pAP10 und pCF3
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In Abbildung 4.11 ist das zugehdrige Agarosegefoto gezeigt.

12,0 kb -
8.0 kb -

5.0 kb -

2.0 kb -

1.0 kb -

pAP7
pIW10

pCF3 pAPS

Abb. 4.11: Agarosegd zur Uberpriifung des Plasmids pAPS; die Spuren 2 und 5 zeigen einen
EcoRV-Verdau, die Spuren 3 und 6 einen EcoRI-Verdau und die Spuren 4 und 7
einen Kpnl-Verdau; in Spur 7 fehlt die 571 bp grol3e Bande, da dieses DNA-
Fragment Uber den Rand des Agarosegels hinausgelaufen ist; in Spur 8 ist das
Cosmid pAP7, in Spur 9 das Cosmid plW10 mit ECORV geschnitten.

Mit Abbildung 4.12 ist ein Schema des Plasmids pAP3 sowie das des Plasmids pAP10, welches die
anaerobe Nitratireduktase aus BCG in entgegengesetzter Richtung beinhdtet, gezeigt. Die
Schnittstellen der verschiedenen Restriktionsendonucleasen sind aufgefuinrt.
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Abb. 4.12: Schemata der Plasmide pAP8 und pAP10; beide Plasmide enthaten die anaerobe

Nitratreduktase aus M. bovis BCG.
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45 Nitratreduktaseaktivitat von pAP8 in M. smegmatis mc? 155

Die Aktivitét der isolierten anaeroben Nitratreduktase sollte anadysiert werden. Dazu wurde das
Plasmid pAP8 (enthdlt die anaerobe Nitratreduktase aus M. bovis BCG) in den gpathogenen Stamm
M. smegmatis mc? 155 tranformiert. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation in Minimalmedium und
Nitrat bei 37 °C unter anaeroben Bedingungen. In regedméldgen Absténden wurde die Nitritbildung
untersucht. In den Abbildungen 4.13 und 4.14 ig die Aktivitét des Plasmids im Vergleich mit einem
Plasmid, das die anaerobe Nitratreduktase aus M. tuberculosis (pCF3) trégt, zu sehen. Beide
Plasmide bestehen aus dem gleichen Vektor in den die jewellige Nitratreduktase kloniert wurde. Im
Vergldch mit pCF3 exprimiert pAP8 in M. smegmatis mc? 155 eine deutlich geringere anaerobe
Nitratreduktase. Um die Nitratreduktaseaktivitét des Plasmids pAP8 zu verdeutlichen, wurde fir die
Abbildung 4.14 die Kontrolle pCF3 entfernt und die Skdierung angepasst. Es handelt sch um
densdben Versuch. Im Verglech mit der Negativkontrolle (Vektor ohne die anaerobe
Nitratreduktase) ist nun deutlich zu erkennen, da3 das narGHJI-Operon aus BCG eine
Nitratreduktasesktivitéat unter anaeroben Bedingungen vermittelt.

2000

1800

1600 +

1400 1

1200 1

1000 1 )
—-o— narGHJIBCG/ml.

GHJI [int.
—O— nar .o/

—W¥— Negativkontrolle

800 -

600 -

400 -

Nitritproduktion [ pmol/l ]

200 -

0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit [ Tage ]
Abb. 4.13. Nitritproduktion von pAP8 (narGHJlgcg) und pCF3 (narGHJlyw) in M.
smegmatis mc? 155 unter anaeroben Bedingungen. Die Bakterien wurden in MB- Medium mit
Glucose und Nitrat bei 37 °C inkubiert.
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Abb. 4.14: Nitritproduktion von pAP8 (narGHJlgce) in M. smegmatis mc? 155 im Vergleich
zu einer Negativkontrolle. Es gelten die salben Versuchsoedingungen wie in Abb.
4.13.

4.6 Subklonierung der anaeroben Nitratreduktase aus M. bovis BCG in einen
replikativen Vektor

Das Plasmid pAP8 exprimiert die anaerobe Nitratreduktase in M. smegmatis mc? 155 deutlich
schwécher ds pCF3. Es wird durch pAP8 weniger Nitrat zu Nitrit reduziert. Durch die Klonierung
des nar GHJI-Operons aus BCG in einen replikativen Shuttle-Vektor sollte eine stérkere Expression
erreicht werden. Die Vorteile eines replikativen Vektors liegen darin, dass er nicht in das Genom
ener Bakterienzdle integriert, sondern frel im Zytoplasma vorliegt. Er telt sch unabhéngig vom
Genom der Zdlle, so dass mehrere Kopien pro Zele vorliegen (, multi-copy plasmid®). Die anaerobe
Nitratreduktase aus M. bovis BCG wurde in das replikative Plasmid pMV.206 (Hygromycin)
kloniert. Dazu wurde das nar GHJI-Operon mit der Redtriktionsendonuclease EcoRV aus pAP8
ausgeschnitten und mit dem linearisierten Vektor pMV.206 ligiet. Zur Uberprifung des
Klonierungsergebnisses wurden drei Kolonien, die nach einer Restriktionsspaltung mit EcoRV die
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gewtinschten Banden hervorbrachten, mit den Redtriktionsenzymen Fsel und Kpnl Uberprift. Die
Tabdle 4.3 zeigt die ewarteten BandengroRen der Kolonien sowie deren anschlief3ende
Bezeichnung. In Kolonie 1 wurde das nar GHJI-Genclugter im Uhrzeigersinn, in den Kolonien 2 und

3 gegen den Uhrzeigersinn kloniert.
Plasmid | narGHJI aus JUrsprungsvektor Fsel Kpnl entspzréilz)?nden
10942
. pMV.206.hyg 8306 .
pAP11 |M. bovis BCG replikativ 4526 1319 Kolonie 1
571
6804 .
. pMV.206.hyg 11468 Kolonie 2
PAP12 I M. bovis BCG replikativ 1364 ggg Kolonie 3

Tab. 4.3: Bandengrof3en der Kolonien 1-3

Die Abbildung 4.15 zeigt das Agarosegel. Die Kolonie 1 wird im Folgenden as pAPL1, die Kolonie
3 ds pAP12 bezeichnet.
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Kolonie 1
Kolonie 2
Kolonie 3
pMV.206.hyg
pAPS8

Abb. 4.15: Andytischer Restriktionsverdau der Kolonien 1, 2 und 3; die Spuren 2, 4 und 6
zeigen das Fsel-Bandenmuster, die Spuren 3, 5 und 7 das Kpnl-Bandenmudter; in
Spur 8 ist der Shuttle-Vektor, in Spur 9 ist pAP8 mit ECORV geschnitten.

Die Schemata der Plasmide, die die anaerobe Nitratreduktase aus M. bovis BCG beinhdten, sndin
Abbildung 4.16 aufgefiihrt. Es snd beide Augrichtungen des nar GHJI-Operonsin dem replikativen
Plasmid pMV .206 vertreten (pAP11 bzw. pAP12).
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Abb. 4.16: Schemata der Konstrukte pAP11 und pAP12. Sie enthalten die anaerobe

Nitratreduktase aus BCG im replikativen Vektor pMV.206.hyg
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4.7 Nitritbildung der anaeroben Nitratreduktase aus M. bovis BCG in einem
replikativen Plasmid

Die Plasmide pAP11 und pAP12 wurden in M. smegmatis mc? 155 transformiert. Bei sténdiger
Bebritung der Bakterien unter anaeroben Bedingungen wurde zu verschiedenen Zetpunkten die
gebildete Menge Nitrit gemessen. Als Vergleich wurden das Plasmid pAP8 (Nitratreduktase aus
BCG im integrativen Plasmid), das Plasmid pCF3 (Nitratreduktase aus M. tuberculosis) und eine
Negativkontrolle (replikatives Plasmid ohne Nitratreduktase) mit gemessen. In Abbildung 4.13
wurde gezeigt, dal3 die anaerobe Nitratreduktase aus M. bovis BCG in dem integrativen Plasmid
(pAPB) im Vergleich zu der Nitratreduktase aus M. tuberculosis im integrativen Plasmid (pCF3) nur
eine geringe Nitritbildung erkennen lésst (sa. Kapitel 4.5).

Das narGHJI-Gencluster aus BCG in dem replikativen Plasmid (sowohl pAP11 as auch pAP12)
exprimiert hingegen ene ebenso darke Nitratreduktasesktivitdt wie das Gencluster aus M.
tuberculosis im integrativen Plasmid (s. Abb. 4.17).
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—e— narGHJIBCG/repI.
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—¥— Negativkontrolle
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Abb. 4.17: Nitritproduktion von pAP12 (nar GHJlgcg im replikativen Plaamid) im

Vergleich mit pCF3 (narGHJly 1) im integrativen Plasmid



82

4.8 Subklonierung der anaeroben Nitratreduktase aus M. tuberculosis in ein

replikatives Plasmid

Die unterschiedlich starke Exprimierung der anaeroben Nitratreduktase in M. smegmatis mc? 155
zwischen dem integrativen und dem replikativen Plasmid mit dem nar GHJI-Operon aus M. bovis
BCG veranlasste uns zu der Uberlegung, ob der gleiche Effekt auch bei M. tuberculosis auftreten
wirde. Deshalb sollte das nar GHJI-Operon aus M. tuberculosisin en replikatives Plasmid kloniert
werden. Es ware zu erwarten, dass ein solches Kongrukt die Expresson der anaeroben

Nitratreduktase dhnlich verstarkt wie dies bel dem nar GHJI-Operon aus BCG der Fall i<

Aus dem Plasmid pCF3 wurde mittels eines Regtriktionsverdaus mit dem Enzym EcoRV das
narGHJI-Operon aus M. tuberculosis ausgeschnitten und in das gleiche replikative Plasmid
(pPMV.206.Hygromycin) wie das narGHJI-Operon aus M. bovis BCG kloniert. Es sind beide
Ausrichtungen der anaeroben Nitratreduktase entstanden. Durch eine Redtriktionsspatung mit

EcoRV und Hindlll ergeben sich diein Tabdle 4.4 aufgefiihrten BandengrolZen.

Plasmid narGHJIl aus |Ursprungsvektor EcoRV Hindlll
7614
pAP17 M. tuberculosis erZ'ﬁg;R/yg iigg 2843
P 2375
6965
pAP18 M. tuberculosis pMV.;OG.hyg 8652 3492
replikativ 4180 2375

Tab. 4.4: Erwartete Bandengrél3en der Plasmide pAP17 und pAP18

Die Abbildung 4.18 zeigt das Ergebnis der Restriktionsspatung. Es ist je eine Kolonie mit und
entgegen den Uhrzeigersinn gespaten worden. Als Kontrollen sind der Ursprungsvektor sowie das
Plasmid pCF3 (arGHJI aus M. tuberculosis im integrativen Vektor) und das Plasmid pAP10
(narGHJI aus M. bovis BCG im integrativen Vektor) mit den gleichen Enzymen gespaten worden.

Ergebnisse
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Abb. 4.18: Redtriktionsspaltung der Plasmide pAPL17 und pAP18. Die Spuren 2, 4, 6, 7 und 9
zeigen einen Verdau mit EcoRV, die Spuren 3, 5 und 8 einen Verdau mit Hindl 1.
Zusétzliche Banden snd Folgen einer unvallst@ndigen Enzymspatung.
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Wiederum sind zwel Plasmide mit jewells entgegengesetzter Ausrichtung der anaeroben
Nitratreduktase entstanden (pAPL7 bzw. pAP18). Folgende Schemata verdeutlichen die

Schnittstellen der verwendeten Enzyme:

HindlIl
EcoRV

12000

2000

HindlIl
narG T ip000 pAP17 ofiM &
12832 bps 4400
8000
/
EcoRV
Hindll1
Hindlll
2000
_ pAP18
narH 10000 ofiM
12832 bps 4400
Hindlll 8000

/

EcoRV

Hindl1l
Abb. 4.19: Schemata der Plasmide pAP17 und pAP18. Die relevanten Schnittstellen sind

eingezeichnet.
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4.9 Nitritbildung der anaeroben Nitratreduktase aus M. tuberculosis in einem
replikativen Plasmid

Die Plasmide pAP17 und pAP18 wurden in den Stamm mc? 155 von M. smegmatis transformiert.
Unter anaeroben Bedingungen wurde die Nitritbildung der Bakterien gemessen (Abb. 4.22) und ein
Vergleich mit den anaeroben Nitratreduktasen aus M. tuberculosis im integrativen Plasmid (Abb.
4.21) und aus M. bovis BCG im replikativen Plasmid angefiihrt (Abb. 4.20). Es wird gezeigt, dal3
die anaerobe Nitratreduktase aus M. tuberculosis in dem replikativen Plasmid stérker exprimiert
wird ds in dem integrativen Plasmid. Dies wird durch den gteileren Angtieg der Kurve deutlich.
Innerhab eines kiirzeren Zeitraums wird die gleiche Menge Nitrit gebildet. Bereits zwel Tage nach
der Inokulation erreicht narGHJI im repliketiven Plasmid die Menge an Nitrit, die narGHJI im
integrativen Plasmid e nach 10 Tagen erzidt. Weiterhin wird deutlich, dal3 die anaerobe
Nitratreduktase aus M. tuberculosis sowohl im integrativen ds auch im replikativen Plasmid mehr
Nitrit bildet als die anaerobe Nitratreduktase aus M. bovis BCG in den entsprechenden Plasmiden.
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Abb. 4.20: Zur Erinnerung ist noch einmd die Nitritproduktion von pAP12 (nar GHJlgcs im

replikativen Plasmid) gezeigt. Als Vergleich ist eine Negativkontrolle
aufgefinrt.
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Abb. 4.21: Nitritproduktion von pCF3 (nar GHJIy . im integrativen Plasmid). AlsVergleich

ist eine Negativkontrolle aufgefiihrt.
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Abb. 4.22: Nitritbildung von pAP18 (nar GHJIy . im replikativen Plasmid). Als
Vergleich ig eine Negativkontrolle aufgeftirt.
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Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass

- narGHJI ausBCG in M. smegmatis mc? 155 eine Nitratreduktase exprimiert.

- in M. smegmatis mc? 155 die Nitratreduktasesktivitét von narGHJI aus M. tuberculosis
sérker ist dsdie Nitratreduktaseaktivitét von narGHJI aus BCG.

- narGHJI sowohl aus BCG wie auch aus M. tuberculosis im replikativen Vektor stérker

exprimiert wird asim integrativen Vektor.

Zur Veranschaulichung der bisherigen Ergebnisse snd die Nitritproduktionen der einzelnen
Kongtrukte in enem Graphen zusammengefasst (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Nitritproduktion der anaeroben Nitratreduktasen aus BCG und M. tuberculosisim
integrativen und im replikativen Vektor. Es wurde bei 37 °C unter anaeroben
Bedingungen inkubiert.
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4.10 Komplementation der Nitratreduktaseaktivitat in einer Nitratreduktasemutante
von BCG

Ba den fir Menschen und fir Tiere pathogenen Mykobakteriengpezies handdt es sch um
langsamwachsende Mykobakterien. Die Beurtellung von Mutanten des Nitratstoffwechsals von M.
tuberculosis und M. bovis BCG sollte daher in ener langsamwachsenden Stoffwechse mutante
vorgenommen werden. Unser Labor verfligt Uber eine )nar G-Déetionsmutante von BCG (genannt
IW1, WEBER 1999). Mit dieser Deletionsmutante sollte herausgefunden werden, wie die isolierten
narGHJI-Genclugter in langsamwachsenden Mykobakterien exprimiert werden. IW1 bedtzt ein
Operon fur eine Hygromycinresstenz (WEBER 1999). Da die replikativen Vektoren mit den
Nitratreduktasen aus BCG und M. tuberculosis (pAPL11 / pAP12 bzw. pAP17 / pAP18) ebenfdls
éne Hygromycinressenz aufwesen, ig die Ddetionsmutante IW1 zur Untersuchung der
Nitratreduktaseaktivitét dieser Kongtrukte nicht geeignet. Stattdessen wurde zur Nitritbestimmung
dieser Kongtrukte eine weitere in unserem Labor erstellte Deetionsmutante von BCG, namentlich
SR106, verwendet (unvertffentlichte Ergebnisse). SR106 bestzt eine nicht markierte 700 bp grof3e
Deetion im narG-Gen. Da diese Mutante Uber keine Antibiotikumresstenz verfligt, eignet Se sich
besonders fir die Transformation von Plasmiden zu Komplementationsuntersuchungen. Somit
wurden die narGHJI-Operons in den integrativen Plasmiden (Kanamycinresstenz) in die Mutante
IW1 und die Operons in den replikativen Plasmiden (Hygromycinresstenz) in die Mutante SR106
transformiert.

Zunéchgt zeigt die Abbildung 4.24 die Ergebnisse der integrativen Konstrukte. Fur diesen Versuch
wurden die Plasmide pAP8 (narGHJI aus M. bovis BCG) und pCF3 (narGHJI aus M.
tuberculosis) in die DnarG-Ddetionsmutante IW1 des BCG-Wildtyps transformiert. Die
rekombinanten Deletionsmutanten wurden anschlief3end unter anaeroben Bedingungen in MB-
Medium mit ADS und Nitrat bei 37 °C inkubiert. Wie bel den Tests in schnellwachsenden
Mykobakterien wurden zu verschiedenen Zetpunkten Proben enthommen und das gebildete Nitrit
photometrisch bestimmt. Im Vergleich zur  Dédetionsmutante IW1 (keine Nitritbildung) besitzt
IW1::pAP8 (harGHJI aus BCG) eine Nitrat reduzierende Eigenschaft. Die Menge des gebildeten
Nitrits liegt wie in dem schnellwachsenden Stamm M. smegmatis mc? 155 unterhalb der gebildeten
Nitritmenge von IW1::pCF3 (nar GHJI aus M. tuberculosis; entspricht CF1).
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Abb. 4.24: Nitritproduktion der in IW1 integrierenden Konstrukte pAP8 (nar GHJI aus
BCG) und pCF3 (narGHJI aus M. tuberculosis). Als Kontrollen snd BCG, IW1
sowie eine Negativkontrolle aufgefuhrt.

Die replikativen Konstrukte (pAP12 enthdt narGHJI aus BCG und pAP18 enthdt narGHJI aus
M. tuberculosis) wurden in die ? nar G-Deetionsmutante SR106 transformiert. Zur Bestimmung der
Nitritproduktion wurden die Bakterien daraufhin unter anaeroben Bedingungen in MB mit ADS und
Nitrat bel 37 °C inkubiert. Die Abbildung 4.25 zeigt das Versuchsergebnis.
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Abb. 4.25: Nitritproduktion der replikativen Konstrukte pAP12 (nar GHJI aus BCG) und
PAP18 (narGHJI aus M. tuberculosis) in der zu den langsamwachsenden
Mykobakterien z&hlenden ? nar G-Deletionsmutante SR106. Als Kontrollen snd
der Wildtyp BCG und die Dl etionsmutante SR106 aufgeftihrt.

Zum Vergleich wurden die nar GHJI-Operons in den integrativen Vektoren (pAP8 und pCF3) indie
Deetionsmutante SR106 transformiert. Der Nitratreduktasetest wurde zeitgleich mit dem in diesem
Kapite beschriebenen Experiment durchgefiihrt. Die Ergebnisse stimmen mit den durch die
Rekombination von W1 gewonnenen Ergebnissen Uberein (keine Abbildung). Es bleibt zu diesem
Zetpunkt ungeklat, warum narGHJI auf replikativen Vektoren die Nitratreduktasesktivitét in
? nar G-Mutanten nicht komplementiert.
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Nach diesen Ergebnissen lasst sich festhalten, dass

- narGHJI aus BCG in langsamwachsenden Mykobakterien eine anaerobe Nitratreduktase

exprimiert.

- narGHJI aus BCG die anaerobe Nitratreduktase in langsamwachsenden Mykobakterien

weniger stark exprimiert ds es nar GHJI aus M. tuberculosis vermag.

- narGHJI aus BCG bzw. aus M. tuberculosis im replikativen Vektor keine anaerobe

Nitratreduktase auf die BCG-Déetionsmutante SR106 Ubertragen konnen.

4.11 Sequenzierungsanalysen in den anaeroben Nitratreduktaseoperons von M.
tuberculosis und M. bovis BCG

Nachdem die in vitro - Analysen der anaeroben Nitratreduktasen von M. tuberculosis und M.
bovis BCG die beschriebenen Ergebnisse erbrachten, stellte sich die Frage, ob die Unterschiede
zwischen diesen beiden Stémmen in der genomischen Sequenz begriindet liegen kdnnten. Denn es it
bekannt, dass M. bovis BCG und M. tuberculosis zu 1 — 2 % ein differierendes Genom aufweisen.
Die hohere Nitratreduktaseaktivitét von M. tuberculosis im Vergleich zu M. bovis BCG kdnnte ein
Hinwels auf einen Sequenzunterschied im Operon der anaeroben Nitratreduktase sain.

Wir entschieden uns, eine ca. 500 Basenpaare lange Region unmittelbar vor dem Start von narG der
anaeroben Nitratreduktase zu untersuchen. In diesem Bereich kdnnte sich der Promotor mit
regulierenden Genen befinden. Fals dort ein Unterschied zwischen den Sequenzen von M.
tuberculosis und BCG bestiinde, wére es moglich, einen Anhatspunkt dafiir gefunden zu haben.

Fir die Sequenzierung dieser Regionen vor dem narG-Gen von M. tuberculosis und M. bovis
BCG wurden Primer bendtigt, die an die Sequenz binden kénnen. Die Primer gpl und ap2 erfillen
diese Voraussetzung. In Abbildung 4.26 sind die Bindungsstellen der beiden Primer veranschaulicht.
Der vermutete Promotorbereich und der Start von narG sind gekennzeichnet.
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Abb. 4.26: Bereich der anaeroben Nitratreduktase unmittelbar vor narG mit den

Sequenzierungsprimern gpl und ap2.

Es wurden vier verschiedene Stdmme von M. tuberculosis und drel Verschiedene von M. bovis
BCG untersucht. Die M. tuberculosis-Stdmme wiesen ebenso wie die M. bovis-Stdmme
untereinander einheitliche Sequenzen auf. Alle drei M. bovis BCG-Stamme wiesen aber 215
Basenpaare vor Beginn des narG-Gens einen Sequenzunterschied von einer Base im Vergleich zu
dlen vier M. tuberculosis-Stammen auf. Sttt der Pyrimidinbase Thymin begtzt M. bovis BCG an
diesr Sele die Pyrimidinbase Cytosn. Das gleiche Ergebnis brachten noch drei weitere
Sequenzierungen. Die Abbildung 4.27 gdlt die Sequenzunterschiede in enem  sogenannten

Alignment gegentiber. Der Stamm M. tuber culosis Erdmann fehlt in der Auflistung.
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Abb. 4.27: Alignment der sequenzierten St&mme von M. tuberculosis und M. bovis BCG.

Ubereingtimmende Basen sind durch Punkte gekennzeichnet.
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Die Tabdle 4.5 gibt einen Uberblick tiber die untersuchten Stamme, die verwendeten Primer und die

aus der Sequenzierung resultierenden unterschiedlichen Basen.

Seq.-Nr. Bakterium Stamm Primer Base

1 M. tuberculosis |H37Rv apl T
RV 2001/422-4 apl T

RV 2001/422-5 apl T

Erdmann apl T

M. bovis BCG Pasteur apl C
Copenhagen apl C

Moreau apl C

2 M. tuberculosis |H37Rv ap2 T
RV 2001/422-4 ap2 T

RV 2001/422-5 ap2 T

Erdmann ap2 T

M. bovis BCG Pasteur ap2 C
Copenhagen ap2 C

Moreau ap2 C

Tab. 4.5 : Ubersicht (iber die sequenzierten Stamme, die verwendeten Primer und die
unterschiedlichen Basen

4.12 Untersuchung der Expressionsregulation von narGHJl aus M. tuberculosis und
M. bovis BCG mit Hilfe der Site-directed mutagenesis

Dea gezeigte Sequenzunterschied von ener Base in den sequenzierten Bereichen von M.
tuberculosis und BCG veranlasste uns zu der Uberlegung, ob dieser Unterschied der Grund fir die
héhere Nitratreduktaseektivitdt von M. tuberculosis sein konnte. Wie bereits erwdhnt wére es

madglich, dald in diessm DNA-Abschnitt Regulatoren fur die Expresson des narGHJI-Operons
liegen.
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Mit einer Ste-directed mutagenesis kann an jeder beiebigen Stelle eines DNA-Abschnitts eine
Punktmutation erzeugt werden. Im Rahmen einer PCR wird unter Verwendung der Pfu Turbo
Polymerase (Fa. Stratagene) eine Base gegen eine andere ausgetauscht. Bel dem Verfahren werden
Oligonukleotide verwendet, die an einen Bereich um die gewiinschte Punktmutation binden kénnen.
Die Primer sind bis auf die Stelle der Punktmutation komplement& zu der zu untersuchenden DNA.
Dort, wo die Punktmutation erzeugt werden soll, besitzen se die gewtinschte Base. Die Polymerase
baut deshdb an dieser Stelle in die synthetiserte DNA die neue Base ein. Die genaue
Verfahrenswveise ist dem Kapitel 3.2.17 zu entnehmen.

Wir wollten 215 Basenpaare vor dem Start von narG (s. Kapitel 4.11) von M. tuberculosis die
Base Thymin entfernen und an ihre Stelle die Base Cytosn setzen. Diese Base wurde bel der
Sequenzierung von BCG an der gleichen Pogtion gefunden. Das Kongtrukt pCF3 enthdt das
gesamte nar GHJI-Operon von M. tuberculosis. Laut Auskunft der Firma Stratagene funktioniert
das Verfahren der Site-directed mutageness mit kleinen Plasmiden besser. Das Plasmid pCF3 it
mit einer Lange von 12647 Basenpaaren sehr grof3. Deshalb wurde ein 2936 bp grof3es Fragment
aus der DNA von pCF3 ausgeschnitten und in einen kleinen Vektor kloniert. Dieses DNA-Fragment
enthdt den sequenzierten Bereich (s. Kapitd 4.11) sowie einen weiteren Abschnitt auRerhab des
nar GHJI-Operons und endet 17 Basenpaare vor dem Start von narG. Mit dem neuen Konstrukt
(PAP25) wurde die Ste-directed mutageness durchgefiirt. Die Abbildung 4.28 zeigt die
Vektorkarte dieses Plasmids.
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Abb. 4.28: Vektorkarte von pAP25; mit diesem Konstrukt wurde die Punktmutation
durchgeftihrt. Das DNA-Fragment aus pCF3 ist gekennzeichnet.

Zunéchst war es erforderlich, zwel Primer auszuwahlen, die den Bereich der gewiinschten Mutation
abdecken und komplementé& zueinander sowie zu der zu untersuchenden DNA sind. Se mussten
angele der Base Thymin die Base Cytosin bzw. statt Adenin die Base Guanin besitzen (Forward-
bzw. Reverseprimer). Die Auswahl der Primer richtete sch nach den Empfehlungen der Firma
Stratagene fir en Primerdesign im Rahmen der Beschrelbung zur Quick Change Site-directed
Mutagenesis™ (s. Kapitdl 3.2.17).

Der Forward-Primer ap5 hat folgende Sequenz :

5'-CCA GAA AAC CAT CGT GAT CGC TAC GGG CAT GC-3

Der Reverse-Primer gp6 hat folgende Sequenz :
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5-GCA TGC CCG TAG CGA TCA CGA TGG TTT TCT GG-3
Die fettgedruckten Basen kennzeichnen die Stelle der Punktmutation.

Fur die PCR wurde die Denaturierung initid fur 2 Minuten bel 95 °C angesetzt, anschlief3end wurden
15 Zyklen des folgenden Programmmusters durchlaufen :

95°C 60 Sekunden
55°C 120 Sekunden
68 °C 900 Sekunden

Das Amplikon wurde auf dem Agarosegd und durch eine Sequenzierung Uberprift. Anschlief3end
wurde das 2936 bp grol’e DNA-Fragment mit dem punktmutierten Bereich wieder aus pAP25
ausgeschnitten und in den verbliebenen Rest des Ausgangskonstruktes pCF3 kloniert. Das neue
Kongrukt pAP28 wurde durch eine Redriktionsandyse mit den Enzymen EcoRV und Sacl
Uberprift.

Konstrukt EcoRV Sacl
pAP28 3995 3796
8652 8851

pCF3 3995 3796
8652 8851

Tabelle 4.6: Erwartete Bandengrolien von pAP28 und pCF3 bel einem Restriktionsverdau mit
den aufgefihrten Enzymen.
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In der Abbildung 4.29 ist das Ergebnis der Restriktionsanayse aufgeftinrt.

e —]

Q <

Abb. 4.29: Kontrollverdau des punktmutierten Konstrukts pAP28. Als Vergleich ist die
Kontrolle pCF3 aufgefiihrt. Die Spuren 2 und 4 zeigen einen Restriktionsverdau
mit Sacl, die Spuren 3 und 5 einen Verdau mit ECORV.

Die verwendeten Enzyme wurden ausgewahlt, um die Ausrichtung des 2936 bp grol¥en Fragments
zu Uberprifen. Die Redtriktionsendonuclease Sacl konnte die DNA beider Plasmide nicht (pCF3)
oder nur unvollsténdig (pAP28) spaten. Durch die Redtriktionsspatung mit ECORV wurde gezeigt,
dal3 das 2936 bp grol}e Fragment in der Ausrichtung kloniert wurde, in der es auch dem Plasmid

pCF3 entnommen worden ist (s. Spuren 3 und 5).

Um gcher zu gehen, da3 be der Punktmutation keine unerwiinschte Mutation stattgefunden hat,
wurde der Bereich von 500 bp vor dem Trandaionsstart von narG erneut sequenziert. Es zeigte
sich, dal3 keine weitere Mutation aufgetreten war.

Das endgliltige, punktmutierte Konstrukt wird durch ein Schemain Abbildung 4.30 verdeutlicht.
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Abb. 4.30: Schema des punktmutierten Konstruktes pAP28. Die Punktmutation befindet sich

215 bp vor dem Start von narG (s. Pfell)

4.13 Nitratreduktaseaktivitat von pAP28

Nachdem sichergestdlt war, dal3 die Punktmutation erfolgreich durchgefiihrt wurde, sollte der Effekt
dieser Mutation untersucht werden. Dazu mufte pAP28 in M. smegmatis mc® 155 transformiert
werden. In diesem Stamm <ollte die Nitritbildung und somit die Expresson ener anaeroben

Nitratreduktase untersucht werden.

Die Auggangdage war folgende: das narGHJI-Operon aus M. tuberculosis ist in der Lage,
innerhab enes vergleichbaren Zeitraumes mehr Nitrat zu Nitrit zu reduzieren ds das narGHJI-
Operon aus M. bovis BCG. Sequenzierungsanalysen beider St&mme in einem Bereich von 500 bp
vor Beginn des Trandationsstarts von narG zeigten, dal3 es bel BCG eine Sequenzabweichung zu M.
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tuberculosis von einer Base gibt. Durch Austausch dieser Base sollte aus dem Phénotyp von M.
tuberculosis der Phanotyp von BCG entstehen. Diese Mutation miisste eine erheblich schwéchere
Nitritbildung von pAP28 im Vergleich zu pCF3 (nar GHJI aus M. tuberculosis) zur Folge haben.

Aus der Abbildung 4.31 I&sst sich entnehmen, dal3 pCF3 wie schon bekannt viel Nitrit produziert.
Das Plasmid pAP28 zeigt hingegen eine erheblich geringere Nitratreduktase- aktivitét. Zum Vergleich
ist die Nitritbildung von BCG und M. smegmatis mc® 155 aufgefiihrt.

700

600 4 —8— mc?155::pAP28
—o— mc?155:narGHIl,

500 { | —w— mc’155:narGHJl,,

—v— mc?155

400 A

300 A

200 A

Nitritproduktion [umol/l]

100 A

Zeit [Tage]

Abb. 4.31: Nitritproduktion des punktmutierten Plasmids pAP28 im Vergleich zu den
nar GHJI-Genclustern aus M. tubercul osis und BCG. Die Plasmide wurden bei

37 °C unter anaeroben Bedingungen bebritet.

Abschliefl?end 1&sst sch festhdten, dal3 der gefundene Sequenzunterschied von einer Base in den
untersuchten Bereichen von M. tuberculosis und BCG eine Ralle fur die unterschiedlich starke
Expresson der anaeroben Nitratreduktasen dieser beiden Spezies zu spielen scheint.
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4.14 Erstellung einer Cosmid-Bibliothek von M. bovis R99

In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dal? die anaerobe Nitratreduktase fur die Virulenz von BCG ene
Rolle spidt (WEBER 1999; FRITZ 2001). BCG wurde in den Jahren 1909 bis 1919 von Camette
und Guérin durch zahlreiche in vitro-Passagen aus einem virulentem Isolat von M. bovis hergestelit.
Daher gellte sch die Frage, ob M. bovis ebenfals eine anaerobe Nitratreduktase besitzt. Um dies
zu untersuchen, sollte zunéchst das nar GHJI-Operon aus M. bovis isoliert werden. Die dazu nttige
Cosamid-Bibliothek lag noch nicht in unserem Labor vor und sollte daher mit Hilfe enes
Phagensystems der Firma Stratagene erstellt werden.

Zunéchgt wurde das Genom von M. bovis R99 prépariert. Anschlief3end wurde die DNA mit dem
Redriktionsenzym Sau3A geschnitten. Dieses Enzym hat in der verwendeten M. bovis-DNA
unendiich viedle Schnittstellen. Um DNA-Stiicke von ca. 40 kb Grofie (nur diese Grof3e kann der
Lambda-Phage in die Zielzdlen einschleusen) zu erhdten, darf die DNA nur partiell verdaut werden.
Dies wird erreicht, indem das Enzym in mehreren Schritten verdinnt wird (ndhere Informeationen zum
Vefahren snd im Kapitd 3.2.21 aufgefihrt). Die Abbildung 4.32 zeigt ein Gdfoto nach dem
patidlen Verdau der DNA. Von links nach rechts snd die Verdinnungsstufen des Enzyms in
aufsteigender Relhenfolge aufgetragen. In der nedrigsten Verdinnungsstufe wird die DNA in vide
klene Abschnitte gespdten, erkennbar an der Bandengrdfe. In der darauffolgenden
Verdinnungsstufe ist die DNA nicht mehr so haufig geschnitten worden. Somit werden die Banden
im Gd grol¥er dargestdlt. Mit zunehmender Verdinnungsstufe werden die DNA-Fragmente immer
grof¥er bis das Enzym die DNA Uberhaupt nicht mehr schneidet.

-12,0 kb

-5,0 kb
-3.0 kb

-1.5 kb

I 5 10

Abb. 4.32: Partidler Sau3A-Verdau der M. bovis-DNA.
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Die Verdinnungsstufen der Spuren 4 bis 6 wurden vereint. So war sichergestellt, dass neben den
kleineren und grofReren Fragmenten die gewtinschten 40 kb grol¥en DNA-Fragmente in dem Pool
enthdten snd. Diese Fragmente konnen nur in den LambdaPhagen eingebaut werden, wenn se

zwischen zwei sog. Vektorarme eingebunden Sind, die beidsaitig eine cos-Stelle besitzen.

Das Plasmid pYUB.412.2 bestzt zwel cos-Stellen. Fir die Prdparation der Vektorarme wurde es
mit der Restriktionsendonuclease Xbal linearisert. Um zwel Vektorarme mit je einer cos-Sele zu
ehdten, wurde die lineariderte pYUB.412-DNA anschlielend enmad  mit  der
Restriktionsendonuclease Bcll gespaten. Die Abbildung 4.33 zeigt die Gelkontrolle der praparierten
Vektorarme (Spur 2) sowie die gepoolte M. bovis-DNA aus Abbildung 4.33 (Spur 3).

12.0 kb -

L2 e th
=
v
o oo
1 1 i

1.5 kb-

Abb. 4.33: Gelkontrolle der préparierten Vektorarme sowie des gepoolten partiellen Verdaus
der genomischen DNA von M. bovis R99

Die Vektorarme wurden anschlief3end Uber Nacht mit der partiell gespadtenen M. bovis-DNA ligiert.
Diese ligiete DNA konnte dann mit dem Gigapack® 11l Gold Packaging System der Firma
Stratagene in den Lambda: Phagen integriert werden. Anschlief3end wurden die E.coli-Zdlen mit den
rekombinierten Phagen infiziet. Die Beschrelbung der weiteren Durchfiihrung it in dem Kapite
3.2.21 zufinden.

Die Cosmide tragenden Phagen wurden mittels Transduktion von Zellen des E. coli-Stammes Stabl-
2 aufgenommen (s. Kapitd 3.2.21). Die Zdlen konnten dann auf spezidlen LB-Nahrboden mit dem
Antibiotikum Ampicillin in ener Konzentration von 100 pg/ml ausgestrichen werden. Es wurde Uber
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Nacht bei 37 °C inkubiert. Von ener reprasentativen Bibliothek, d.h. von einer vollsandigen
Bibliothek, kann nur ausgegangen werden, wenn auf adlen Platten zusammen ca. 40000 bis 50000
Kolonie bildende Einheiten gewachsen sind. Nur mit diessr Mindestzahl an Kolonien wird das
gesamte Spektrum der genomischen DNA von M. bovis abgedeckt. Bei 20 ausgestrichenen Platten
bedeutet dies, dass pro Platte ca. 2000 Kolonie bildende Einheiten bendtigt werden. Es wurden pro
Néhrboden ca. 1200 Kolonie bildende Einheiten gezéhit, so dass ca. 24000 Kolonie bildende
Einheiten auf alen Nahrbdden vorhanden waren. Zur Uberprifung der Bibliothek wurden von dlen
Kolonien per Zufal Zehn ausgewahit und Uber Nacht in LB-Medium bel 37 °C inkubiert. Am
né&chden Tag efolgte eine Plasmidpréparation mit anschlielfender Kontrolle der Kolonien durch
Spatung der DNA mit der Restriktionsendonuclease EcoRV. Die Abbildung 4.34 zeigt das Gelfoto.
Werden die einzdnen Banden nach ihrer Grole zusammengezéhlt, ergibt dies Cosmide von ca
40000 bp Grofze.

12,0kb -

5,0kb -

1.5kb -

Abb. 4.34: Die Spatung der Transduktionskolonien 1 bis 10 mit der Restriktionsendonuclease
EcoRV dient der Grofenkontrolle der Cosmide.

Dennoch ist weder die Anzahl an Kolonie bildenden Einheiten noch eine Grofienkontrolle der
Cosmide en Bewes fur eine reprasentative Cosmid-Bibliothek mit Gberlgppenden Klonen. Daher
beschreibt Kapitel 4.15 eine adaquate Uberprifung der Cosmid- Bibliothek.
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4.15 Uberpriifung der Cosmid-Bibliothek von M. bovis R99 mit Hilfe von auxotrophen
Mutanten

M. bovis besitzt die Fahigkeit, ale 20 Aminosiuren zu bilden. Diese Fahigkeit kann zur Uberprifung
der Cosmid-Bibliothek herangezogen werden. Das geschient mit Hilfe von auxotrophen Mutanten.
Wir verwendeten Mutanten der Mykobakterienspezies M. smegmatis mc® 155, die fur ihr
Wachstum auf die Zugabe einer bestimmten Aminoséure angewiesen snd. Sind die Bakterien, die
die Cosmid-Bibliothek von M. bovis enthadten sollen, in der Lage, auf Nahrboden ohne Zusatz von
Aminosauren zu wachsen, o ist das ein Bewels dafUr, dass se die fehlende Aminoséure synthetisiert
haben. Durch die Auswahl mehrerer verschiedener auxotropher Mutanten kann ein breites Spektrum
der Bibliothek Uberprift werden. Konnen dle Aminoséuredefekte komplementiert werden, ist dies
ein Bewes fir die Vollstandigkeit der Cosmid-Bibliothek. Die Tabelle 4.7 gibt einen Uberblick tber
die verwendeten Mutanten und ihre Aminosdurendefekte. Alle Mutanten stammen aus dem Labor
von W. R. Jacobs, Albert Eingein College of Medicine, New York, wo se innerhdb eines
Projektes erstellt wurden (BANGE, COLLINS, JACOBS, 1999).

Nr. der Mutante | mc? - Nummer Auxotropher Phanotyp
# 177 mc? 1488 Cystein / Methionin
# 450 mc? 1483 Isoleucin / Leucin / Valin
# 757 mc? 1489 Cystein / Methionin
#1900 mc? 1481 Histidin
#1988 mc? 1484 Leucin
#2116 mc? 1490 Prolin
# 2235 mc? 1472 Arginin
#2278 mc? 1485 Leucin
# 2520 mc? 1473 Arginin
# 3037 mc? 1486 Lysin
#3910 mc? 1482 Histidin
# 4829 mc? 1491 Prolin

Tab. 4.7: Die verwendeten auxotrophen Mutanten und ihre Aminosiuredefekte
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Zur Durchfiihrung der Uberprifung wird die DNA der Cosmid-Bibliothek bendtigt. Diese wurde aus
den transduzierten Cosmiden hergestdlt. Die Cosmide wurden von den Platten geschwemmt und
anchlief3end in LB-Medium inkubiert. Aus den Zdlen konnte dann die DNA prdpariert werden. Die
genaue Verfahrenstechnik geht aus Kapitd 3.2.21 hervor.

Die DNA der Cosmid-Bibliothek wurde in die verschiedenen M. smegmatis-Mutanten
tranformiert. Die Bakterienkulturen wurden auf Kulturplatten mit 7H10-Medium (en spezieles
Mykobakterienndhrmedium mit Agar), ADS und dem Antibiotikum Hygromycin (dle Kolonien
miissen durch den Vektor pYUB.412.2 eine Hygromycinresstenz besitzen) in einer Konzentration
von 50 pg/ml ausgestrichen. Es wurden Nahrboden verwendet, die die erforderliche Aminosiure
enthdten, pardld dazu Néhrbdden ohne die entsprechende Aminosaure. Auf den Nahrbdden mit
der Aminosdure wuchsen ale Bakterienkulturen. Dies war ein Bewels fur das Vorhandensein einer
Hygromycinresstenz. Auf den Nahrboden ohne die entsprechende Aminosdure wuchsen
erwartungsgemal3 nur sehr wenige Kolonien. Dies ist dadurch zu erkléren, dal3 bei der Grof3e des M.
bovis-Genoms von ca vier Millionen Basenpaaren und ener Cosmidgrofe von ca. 40000
Basenpaaren nur jedes hundertste Cosmid die fehlende Aminosdure komplementieren kann. Die
empirische Kolonieanzahl liegt noch etwas niedriger.

In der Tabelle 4.8 sind die verwendeten auxotrophen Mutanten, die benétigten Aminosauren sowie

das Ergebnis der Testung aufgefihrt.
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Cosmid-Bibliothek in Bendtigte Aminoséaure der Wachstum ohne
Mutanten-Nr. Mutante Aminosaurenzusatz
# 177 Cystein / Methionin ja
# 450 Isoleucin / Leucin / Valin ja
# 1900 Histidin ja
# 1988 Leucin ja
#2116 Prolin ja
# 2235 Arginin ja
#2278 Leucin ja
# 2520 Arginin ja
# 3037 Lysin ja
# 3910 Histidin ja
# 4829 Prolin ja

Tab. 4.8 Ergebnis der Uberprifung der Cosmid- Bibliothek mit Hilfe von auxotrophen
Mutanten

Da dle verwendeten auxotrophen Mutanten durch die Cosmid-Bibliothek komplementiert werden
konnten, ist der Bewels fir eine représentative Cosmid- Bibliothek erbracht.

4.16 Isolierung eines das narGHJI-Operon tragenden Cosmids aus M. bovis R99

Aus der selbst ergtelten Cosmid-Bibliothek von M. bovis R99 sollte nun dagenige Coamid isoliert
werden, welches die anaerobe Nitratreduktase beinhdten soll. Das Verfahren hierfir war die
Koloniehybridiserung. Die genomische Bibliothek lag in dem E. coli-Stamm Stabl-2 vor. Nach der
Titerbestimmung der Bakterien konnten von der entsprechenden Verdinnungsstufe 20 Nahrboden
ausplattiert werden. Nach einem Inkubationsschritt Uber Nacht waren Kolonien auf den Nahrbdden
gewachsen, die fur die Koloniehybridiserung auf Nylonmembranen Ubertragen wurden. Nach der
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Hybridiserung gaben inggesamt 35 Kolonien auf den Rontgenfilmen ein Signd (s a Kapitd 4.2).
Das entspricht einer Frequenz von 1:114. Diese Kolonien wurden von den Nahrbdden entnommen
und in LB-Medium mit Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml tber Nacht inkubiert. Am
néchsten Tag wurde die DNA jeder Kolonie isoliert und durch eine Restriktionsspatung mit der
Endonuclease EcoRV Uberprift. Anschlief3end wurde ein Southernblot dieser Restriktionsspatung
durchgefihrt. Als Sonde wurde die ,, Promotor—Sonde* verwendet, die auch schon bei der Isolierung
des nar GHJI-Operons aus BCG benutzt wurde (s. Kapitel 4.2). Die Kolonien 4, 6, 8, 11, 17, 25,
26, 29 und 31 zeigten auf dem Rontgenfilm Signale, die mit denen der Postivkontrollen (M. bovis
BCG und M. bovis R99; keine Abbildung) Ubereingimmten. Zur Besté&igung wurde die DNA der
Kolonien mit weiteren Redtriktionsendonucieasen (EcoRI und Notl) geschnitten. Hierbel stimmten
die Banden der Kolonien 4, 8, 11, 25, 26, 29 und 31 auf dem ROntgenfilm mit denen der
Postivkontrollen (fehlen aufgrund unterschiedlicher Sgnalstérken in der Abbildung) Uberein. Die
Abbildung 4.35 zeigt den zugehdrigen Rontgenfilm.

Abb. 4.35: Southernblot verschiedener Kolonien mit dem nar GHJI-Operon aus M. bovis R99.
Geschnitten wurde mit den Restriktionsendonucleasen EcoRI (Spuren 1, 3,5, 7, 9,
11 und 13) und Not! (Spuren 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 14). Die zu erwartenden
Bandengrof3en snd angegeben.
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In der Gesamtheit aus Restriktionsspatungen und Southernblotanaysen brachten die Kolonien 8 und
29 die starksten Signale hervor. Diese Kolonien werden im Folgenden as pAP19 bzw. pAP20
bezeichnet.

4.17 Nitritbildung des Cosmids pAP19 in schnellwachsenden Mykobakterien

Es <ollte Uberprift werden, ob das narGHJI-Operon aus M. bovis ene anaerobe
Nitratreduktasesktivitét auf den nicht Nitrit bildenden Stanm M. smegmatis mc® 155 iibertragen
kann. Dazu wurde das Cosmid in diesen Mykobakterienstamm trandformiert. Die Bakterien wurden
anchlief?end unter anaeroben Bedingungen zusammen mit den Kontrollen (pAP7: Cosmid mit
narGHJI aus M. bovis BCG und einem Plasmid ohne Nitratreduktase a's Negativkontrolle) be 37
°C inkubiert. Nach 1, 3, 7 und 10 Tagen wurde die Nitritbildung der Bakterien besimmt. Die
Nitritproduktion von M. bovis liegt auf dem Niveau von BCG.

In Abbildung 4.36 ist der zugehtrige Graph aufgezeigt. Als Vergleich zu der Nitritbildung dieser
beiden Cosmide ist in Abbildung 4.37 die Nitritbildung des Cosmids plW10 gezeigt. Es handdt sch
um ein Cosmid, das die anaerobe Nitratreduktase aus M. tuberculosis trégt. Die Nitrithildung von
pIW10 ist um ein Viefaches stérker ds die der Cosmide pAP7 und pAP19. Das Cosmid pAP20
(ein zweites Cosmid mit narGHJI aus M. bovis) zeigt den gleichen Phénotyp wie pAP19.
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Das narGHJI-Operon von M. bovis Ubertragt eine anaerobe Nitratreduktasesktivitét auf den
schnellwachsenden Stanm M. smegmiatis mc? 155. Es wird, vergleichbar mit dem nar GHJI-
Operon aus BCG, jedoch erheblich weniger Nitrit gebildet als durch das nar GHJI-Operon von M.

tuberculosis.

4.18 Sequenzierungsanalysen im anaeroben Nitratreduktaseoperon von M. bovis

Aus Kapited 4.17 geht hervor, da3 M. bovis eine anaerobe Nitratreduktase bestzt. Die
Sequenzierungsandysen von M. tuberculosis und M. bovis BCG (siehe Kapitd 4.11) zeigten, dal3
diese beiden Mykobakterienspezies in dem untersuchten Bereich eine awelchende Sequenz von
ener Base haben. An die Stedle von Thymin bel M. tuberculosis tritt be M. bovis BCG die Base
Cytosin. Es sollte nun untersucht werden, welcher dieser beiden Sequenzen 221 bp vor dem

Trandaionsstart von narG M. bovis gleicht.

Wiebe M. tuberculosis und M. bovis BCG wurde im nar GHJI-Operon von M. bovis en 500 bp
langer DNA-Abschnitt vor dem Trandationsstat von narG mit zwe verschiedenen Primern
sequenziert. Untersucht wurde der M. bovis-Stamm R99. Diese Sequenzierungen brachten das
Ergebnis hervor, dass M. bovis an der beschriebenen Stelle die Base Cytosin aufweist. Damit liegt
eine Ubereingimmung mit M. bovis BCG vor. Die Tabelle 4.9 zeigt die Sequenzierungsergebnisse.

Seq.-Nr. Bakterium Stamm Primer Base
1 M. bovis R99 apl C
2 M. bovis R99 ap2 C
M. tuberculosis alle apl, ap2 T
M. bovis BCG alle apl, ap2 C

Tab. 4.9: Sequenzierungsandysen von M. bovis R99
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5 Diskussion

Diese Arbet ig Tell eines Gesamtprojektes, das zum Zid hat, einen neuen Impfstoff gegen die
Tuberkulose zu entwickdn. Das Projekt stiitzt sich auf die These, da3 das Uberleben der
Mykobakterien unter anaeroben Bedingungen an die Expression einer anaeroben Nitratreduktase
gebunden ig, durch die es den Erregern ermdglicht wird, ohne Sauerstoff ads terminader
Elektronenakzeptor Energie in Form von ATP zu hilden. Es ist daher ein gol3es Zid, die Aktivitét
der anaeroben Nitratreduktase abzuschwéchen oder sogar ganz auszuschalten. Nur wenn
augeichend Wissen Uber die Regulation der Genexpresson vorhanden ist, kann dieses Zid

verwirklicht werden.

Uber die Stoffwechsdl prozesse von Mykobakterien unter anaeroben Bedingungen ist noch nicht vid
bekannt. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Nitratstoffwechsel dieser obligat aeroben
Bakterien. FRITZ (2001) hat in seiner Arbet gezeigt, dald entgegen friheren Forschungen
(VIRTANEN 1960) BCG unter anaeroben Bedingungen eine Nitratreduktase exprimiert. Eine
)nar G-Ddetionsmutante von BCG, die kein Nitrat zu Nitrit reduzieren kann, komplementierte er mit
dem narGHJI-Operon aus M. tuberculosis. Der Phanotyp des Wildtyps BCG wurde
wiederhergestellt. Die komplementierte Deletionsmutante reduzierte sogar erheblich mehr Nitrat as
der Wildtyp. Dies veranlasste uns zu einer Untersuchung der anaeroben Nitratreduktasen aus M.
tuberculosis und BCG. Aus der Arbeit konnen mehrere Schllisse gezogen werden. Zum einen zeigt
die membranstdndige, anaerobe Nitratreduktase von BCG in vitro en deutlich geringeres
Nitrithildungsvermdgen ds digenige von M. tuberculosis. Interessant ist in diesem Zusammenhang
auch, dass M. tuberculosis sowohl unter anaeroben ds auch unter aeroben Bedingungen Nitrat zu
Nitrit reduziert, wéhrend BCG dazu nur unter anaeroben Bedingungen in der Lage ist. Das deutet
darauf hin, dass BCG nur eine Nitratreduktase enthdt, im Gegensatz dazu M. tuberculosis aber
mindestens eine Nitratreduktase mehr — verantwortlich fir ene aerobe Nitritbildung
(unverdffentlichte Ergebnisse). Zum anderen wurde nach Andysen eines 500 bp grolien Bereiches
vor dem Trandationsstart von narG beider Nitratreduktasen ein Sequenzunterschied von einer Base
gefunden. In einem Plasmid, das das nar GHJI-Operon aus M. tubercul osis enthdt, wurde mit Hilfe
ener Einpunktmutation die M. tuberculosis-Base gegen die entsprechende BCG-Base ersetzt.
Anschlielend durchgefiihrte Nitratreduktasetests ergaben, dass die Aktivitéd daraufhin deutlich
verringert war. Weiterhin wurde gezeigt, dal3 M. bovis ebenfals Gber eine Nitratreduktase verfligt,
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die in vitro unter anaeroben Bedingungen exprimiert wird. Das Nitrithildungsvermdgen liegt auf dem
Niveau von BCG. Eine Sequenzierungsanalyse des 500 bp grof3en Bereiches vor dem Start von
narG zeigt, dal3 die M. bovis-DNA in diesem Bereich mit der BCG-DNA Ubereingtimmt.

Bevorzugter Manifestationsort von Mycobacterium tuberculosis ist die Lunge, aber auch andere
Besedlungsorte wie in Lymphknoten, ZNS, Dam, Hez, Leber, Urogenitatrakt,
Skelettmuskelsystem sowie in der Haut treten auf (HAAS 2000, FRIEDLAND 1999). Esigt eine
Eigenschaft von M. tuberculosis, in den befdlenen Geweben Granulome zu bilden, diein ihrem Kern
zur Verkasung neigen. Diese Granulome sind von einem Wall aus Lymphozyten, Makrophagen und
anderen Entziindungszdlen umgeben (FRIEDLAND 1999). In ihrem Inneren herrscht vermutlich ein
anaerobes Milieu (BARCLAY u. WHEELER 1989). Die Mykobakterien miissen demnach in einem
anaeroben oder zumindest mikroaerophilen Milieu Uberleben konnen. Wie der drikte Aercbier M.
tuberculosis unter anaeroben Bedingungen existieren kann, ist bisher noch nicht geklart. Seit der
kompletten Sequenzierung von M. tuberculosis (COLE et al. 1998) ist bekannt, dald dieser
Mykobakteriensamm Uber ein Operon mit hoher Homologie zu dem narGHJI-Operon anderer
Bakterien (z. B. Bacillus subtilis) bestzt. Diese Bakterien benutzen die Nitratreduktase unter
anagroben Bedingungen ds dternativen Stoffwechsdweg, in dessen Rahmen Nitrat ds
Elektronenakzeptor fungiert (HOFFMANN 1995 und NAKANO 1997). Es wurde gezeigt, dal
auch BCG unter anaeroben Bedingungen Nitrat zu Nitrit reduzieren kann (WEBER 1999). Aus
dieser Arbeit geht hervor, dal3 das Nitritbildungsvermdgen des nar GHJI-Operons von BCG weit
unter dem Niveau von M. tuberculosis liegt. Diese Erkenntnis beruht auf der Untersuchung der
isolierten narGHJI-Operons von M. tuberculosis und BCG. Die beiden Operons wurden in die
gleichen Plaamide kloniert. Die Untersuchungen wurden jewellsin zwe verschiedenen Plasmiden (ein
integratives und en replikatives Plasmid), in die die Operons in jewells gleicher Ausrichtung kloniert
wurden, durchgeftihrt. In Mykobakterien integrierende Plasmide werden in das Genom der
Bakterien aufgenommen, so dal3 ihre Teilung von der Zdlteilung abhangig ist. Somit gibt es pro Zdlle
nur eine Kopie des nar GHJI-Operons. Replikative Plasmide werden nicht in das Genom integriert,
0 dal3 de sch unabhangig von der Zdltellung innerhadb des Zytoplasmas vermehren kdnnen. Auf
diese Weise konnen mehrere nar GHJI-Operons in einer Zdle vorkommen (multi-copy plasmid). Je
mehr dieser Operonsin einer Zdle vorkommen, desto mehr Nitrit kann gebildet werden. So kénnen
durch die Verwendung replikativer Plasmide auch nar GHJI-Operons untersucht werden, die eine
weniger starke Nitratreduktaseaktivitét besitzen. Der Nitratreduktasetest diente d's Indikator fur die
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Expresson einer anaeroben Nitratreduktase. Der Test wurde mit dlen nar GHJI-Operon tragenden
Pasmiden unter gleichen Bedingungen mehrfach wiederhalt.

Uber die Regulation der anaeroben Nitratreduktaseaktivitat von M. tuberculosis und BCG herrscht
bisher noch Unklarheit. Die regulatorischen Mechanismen fir die Genexpresson der anaeroben
Nitratreduktase wurden noch nicht gefunden. Durch Studien anderer Strukturproteine ist bekannt,
dal3 die Expression von Proteinen auf Transkriptionsebene, bel der posttranskriptionellen mRNA-
Synthese oder auch auf der Ebene der Trandation reguliert wird (KARLSON, DOENECKE,
KOOLMAN 1994). Untersuchungen zur Regulation des narGHJI-Operons von E. coli haben
gezeigt, dald die primére Kontrollebene fur die Enzymsynthese der anaeroben Nitratreduktase auf
Transkriptionsniveau zu liegen scheint (WANG, TSENG u. GUNSALUS 1999). Schon seit |angerer
Zeit i FNR (Fumarate and nitrate regulation) as Hauptaktivator fur die Transkription von Genen
des aneeroben Stoffwechsds in E. coli etabliert (SPIRO u. GUEST 1990; UNDEN,
BONGAERTS 1997 u. 1998). Dabei wird molekularer Sauerstoff as ein Repressor fir die FNR-
Aktivierung gehdten (BECKER et d. 1996; JORDAN et d. 1997). Die Regulation von FNR
Ubernehmen zwel Proteingruppen, bestehend aus dem narXL-Operon und den Genen narP und
narQ. Das narGHJI-Operon gehtrt zu der Gruppe von Strukturgenen, deren Transkription
auschlieldich durch den Trangmitter narL reguliert zu werden scheint (TY SON, COLE u. BUSBY
1994). Bisher wurde in M. tuberculosis keine FNR-Bindungsstelle gefunden (PANTEL e 4.
1998).

In der Promotorregion von Bacillus subtilis i ene FNR-Bindungsstdle lokadisert, deren
Inaktivierung enen dramaischen Rickgang der Genexpresson von narGHJI zur Folge hat
(NAKANO u. ZUBER 1998). Die Untersuchung eines 500 bp langen DNA-Abschnittsin M.
tuberculosis und BCG unmittelbar vor dem Trandationsstart von narG sollte den mdglichen
Promotorbereich der anaeroben Nitratreduktase lokaliseren. Durch die Verwendung zweier
verschiedener Oligonukleotide wurde die Aussagefahigkeit der Sequenzierungsanalysen erhoht.
Jeder untersuchte Samm (M. tuberculosis: 4 verschiedene Stdmme, BCG: 3 verschiedene Stamme)
wurde mindestens zweimad sequenziert. In dem genannten Bereich wurde 215 bp vor dem
Trandationsstart von narG in der nar GHJI-Sequenz von BCG gttt Thymin (bestzt M. tuberculosis
an dieser Pogtion) die Base Cytosin gefunden. Dies war in dem untersuchten Bereich der einzige
Unterschied zwischen M. tuberculosis und BCG. Durch enen Basenaustausch an dieser Stelle

erhidten wir einen Hinwes auf regulatorische Mechanismen fur die Genexpresson. Die in dem



114 Diskussion

narGHJI-Operon von M. tuberculosis durchgefihrte Punktmutation fihrte zu einer deutlichen
Minderung der Nitratreduktase-aktivitét. Das Nitritbildungsvermdgen des  punktmutierten
Kongtruktes fid fast auf das Niveau von BCG ab. Diese Untersuchung wurde finfma wiederholt. Es
ig adso sehr wahrscheinlich, dald dch in diessm Bereich regulatorische Mechanismen fir die
Genexpression der anaeroben Nitratreduktase befinden. Um diese Aussage zu untermauern, konnte
versucht werden, durch ene Punktmutaion im narGHJI-Operon von BCG das
Nitritbildungsvermdgen zu steigern. Wie bereits gezeigt werden konnte, spielt die Nitratatmung eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von BCG in Mé&usen (FRITZ 2001). Das oben erl&uterte Ergebnis
untermauert die Spekulation, dald3 die unterschiedlich starke Nitratreduktasesktivitée von M.
tuberculosis und M. bovis BCG die unterschiedliche Virulenz dieser Stdmme bedingen konnte. Es
kann jedoch noch keine Aussage beziiglich der Art und Weise der Regulation gemacht werden.
Nachfolgende Untersuchungen sollten daher zum Zid haben, den genannten Bereich néher zu
definieren. Durch Deletionen grof3erer DNA-Abschnitte kdnnte untersucht werden, ob sch en
Effekt fir die Nitratreduktaseektivitét verzeichnen und so en Bereich fir de Expressonsregulation
eingrenzen 8. Bisher wurden nur die oben beschriebenen Sequenzvergleiche zwischen M.
tuberculosis und BCG durchgefiihrt. Es herrscht daher noch Unklarheit Uber die Sequenz von BCG
im Bereich der Strukturgene. Somit kénnten auch de Gene narGHJI in diese Untersuchungen mit
einbezogen werden. Schon sait Langerem ist eine Differenz von 12 % in den Genomen von M.
tuberculosis und BCG bekannt. Mdglicherweise findet sich ein weiterer Unterschied in der Sequenz

der Strukturgene.

Der vidfatig engesetzte Impfstamm BCG wurde aus Mycobacterium bovis erstellt. Fir unswar es
daher interessant zu wissen, ob M. bovis ebenfdls Uber eine anaerobe Nitratreduktase verfligt und,
fdls ja, ob es Unterschiede im Phénotyp der beiden nar GHJI-Operons von BCG und M. bovis
gibt. Die Isolierung des nar GHJI-Operons aus M. bovis erfolgte durch eine Koloniehybridiserung.
Dies ig zwar en aufwendiges Verfahren, doch kann mit einer geeigneten Sonde das gesuchte
Operon erkannt werden. Die Homologie der BCG-Sonde zu der M. bovis-DNA reichte
offendgchtlich aus, um das nar GHJI-Operon auffinden zu konnen. Es wurde gezeigt, dal3 M. bovis
eine anaerobe Nitratreduktase bestzt. Die Aktivitét der Nitratreduktase befindet sch auf dem
Niveau von BCG. Dieses Ergebnis bezieht Sch auf eénen Vergleich der jewelligen Cosmide mit den
narGHJI-Operons von M. tuberculosis, BCG und M. bovis. Interessanterweise zeigte ein M.

bovis-Stamm, der in vitro unter anaeroben Bedingungen kultiviert wurde, eine deutlich stérkere
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Nitratreduktasesktivitdt ds M. bovis BCG  (unverdffentlichte  Ergebnisse).  Durch
Sequenzierungsanalysen des gleichen 500 bp grofen Bereiches vor dem Start von narG in M. bovis
wurde hingegen festgestdlt, dal3 die Sequenz in diessm Bereich mit derjenigen von BCG
Ubereingtimmit. Dieser Widerspruch sollte in zukiinftigen Untersuchungen geklért werden.

Die Entdeckung, dal3 M. bovis Uber eine anaerobe Nitratreduktase verfigt, konnte von
veterindkmedizinischer Bedeutung sein. M. bovis ist der Erreger der Rindertuberkulose, der aber
neben anderen Tierarten wie Schweinen, Pferden, Hunden, Katzen Schafen, Ziegen, Papageien und
Affen auch den Menschen befdlen kann (ROSENBERGER, 1970). Wie friher in Deutschland
sdlen infizierte Menschen und Tiere heute in den Entwicklungdandern ein sténdiges Erregerreservoir
dar. Die Entwicklung eines M. bovis-Impfstammes durch beispidsveise eine gezidte Deletion des
nar G-Gens konnte agrarwirtschaftliche und auch humanpathologische Schéden in den betroffenen
Gebieten nachhdtig mindern. Fir Tiere kdnnte die Entwicklung enes Impfstammes aus M. bovis
notwendig sein, da M. tuberculosis zwar auch aus Tieren isoliert wurde, dieser Erreger jedoch keine
klinisch manifesten Krankheitserscheinungen aud6st (ROSENBERGER 1970) und damit as
Ausgangsstamm fUr einen Lebendimpfstoff nicht in Frage komnt.

Die Aktivitét der anaeroben Nitratreduktase hat zur Folge, dal? Nitrat zu Nitrit reduziert wird. Das
anfallende Nitrit scheint auf Mykobakterien toxisch zu wirken (RATLEDGE 1982). Das kénnte der
Grund dafir sein, dad die Mykobakterien das Nitrit weiter verstoffwechseln. Die
Nitritverstoffwechsdlung ist Gegenstand momentaner Untersuchungen. Bisher sind zwe Wege der
Vedoffwechsdung bekannt. Zum enen die Denitrifikation, die mit Hilfe von verschiedenen
Enzymkomplexen Uber die Zwischensufen Stickstoffoxid (NO) und Didtickstoffoxid (N.O) das
Endprodukt Stickstoff (N») bildet. Zum anderen gibt es eine anaerobe Nitritreduktase, die Nitrit zu
Ammonium (NH,) reduziert (MORTLOCK 1998). Bel der Sequenzierung des Genomsvon M.
tuberculosis wurden Gene mit hoher Homologie zu denen einer anaeroben Nitritreduktase, codiert
durch nirBD, in E. coli gefunden. Gene fir die Denitrifikation konnten dagegen nicht identifiziert
werden (COLE et a. 1998). Daher scheint der |etztgenannte Weg der von Mykobakterien genutzte

Zusan.

Die Entschliisselung des anaeroben Nitratstoffwechsda's von Mykobakterien kdnnte auch fir andere
Bereiche ds die Impfgtoffentwicklung wichtig sein. Mykobakterien wurden im Respirationstrakt von
Mukoviszidosepatienten gefunden (BANGE e d. 1999). Bel dieser autosoma vererbten auch
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zydische Fibrose (CF) genannten Krankheit kommt es zu ener vermehrten Produktion von
viskésem Schleim in Lunge und Bronchien. Mit gro3er Wahrscheinlichkeit herrschen in diesem
Schleim anaerobe oder zumindest mikroaerophile Bedingungen. CF-Patienten sind besonders anfdlig
fur chronische Pneumonien. Ein Erreger, der haufig aus dem Mukus dieser Petienten isoliert wird, ist
Pseudomonas aeruginosa. Dieser obligate Aerobier, der sch in dem Schlem vermehren kann,
verwendet unter anaeroben Bedingungen Nitrat ds terminaen Elektronenakzeptor (GALIMAND et
a. 1991). Moglicherweise spidt die Nitratatmung auch fir die Pathogenese der Mykobakterien bel
CF-Pdienten eine wesentliche Rolle. Insbesondere M. abscessus scheint Uber Monate zu
persgieren und ene Verschlechterung der pulmonalen Situation ba diesen Patienten zu verursachen
(BANGE &t d. 2001).
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6 Zusammenfassung

Untersuchungen zur Regulation der anaeroben Nitratreduktasen von Mycobacterium

tuberculosisund Mycobacterium bovisBCG

Axel Puncken

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das nar GHJI-Gencluster aus der genomischen Bibliothek von BCG
isoliet und mit dem isolierten Gencluster der anaeroben Nitratreduktase aus M. tuberculosis
hingchtlich saines Nitritbildungsvermégens sowohl in dem schnellwachsenden Mykobakteriensamm
M. smegmatis ds auch in langsamwachsenden Deletionsmutanten von M. bovis BCG verglichen.
Das Genclugter aus M. tuberculosisig in der Lage, erheblich mehr Nitrit zu bilden as dagenige aus
BCG. Mit Hilfe von Sequenzanalysen wurde daraufhin die DNA beider Mykobakterienspezies im
Bereich von 500 bp vor dem Trandaionsstart von narG anaysert. Ein Unterschied in der Sequenz
von nur einer Base (215 bp vor dem Trandationsstart von narG) zwischen M. tuberculosis und
BCG veranlasste uns dazu, eine gezidte Punktmutation an genau dieser Stelle durchzufthren. In dem
nar GHJI-Gencluster aus M. tuberculosis wurde die Base Thymin gegen die Base Cytosin, die sich
an der entsprechenden Stelle im nar GHJI-Gencluster von BCG befindet, ausgetauscht. Die ehemds
hohe Nitratreduktasesktivitét des narGHJI-Genclusers aus M. tuberculosis nehm daraufhin
erheblich ab. Esig dso zu vermuten, dass sich an dieser Stelle regulatorische Mechanismen fir die
Genexpresson der anaeroben Nitratreduktase befinden, die auf einen Promotorbereich
zurtickzuftinren sain kénnten. Die Tatsache, dass M. tuberculosis im Gegensatiz zu BCG auch unter
aeroben Bedingungen eine Nitratreduktasesktivitét aufwelst, deutet darauf hin, dass M. tuberculosis

Uber mindestens eine welitere Nitratreduktase verfligen kénnte.

Da der ds Impfstlamm verwendete Stamm BCG aus der Spezies Mycobacterium bovis entwickelt
worden ist, wurde auch diese Spezies auf das Vorhandensain einer Nitratreduktase untersucht, die
unter anaeroben Bedingungen vermittelt wird. Es war zunéchst erforderlich, eine Genombibliothek
von M. bovis zu erstdlen, aus der das nar GHJI-Genclugter isoliert werden konnte. Es zeigte sich,
dass dieses isoliete Gencluster in der Lage idt, ene Nitratreduktasesktivitdt auf den
schndlwachsenden Stamm M. smegmatis zu Ubertragen. Die Hohe der Aktivitét liegt auf dem
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Niveau von BCG. Die DNA von M. bovis wurde ebenfdls in enem Bereich von 500 bp vor dem
Trandationsstart von narG sequenziert. Es wurde kein Unterschied zu der Sequenz von BCG
gefunden.

Ob es einen Zusammenhang zwischen der stérkeren Virdenz von M. tuberculosis gegentiber BCG
und auch M. bovis und der htheren Nitratreduktasesktivitét dieses Stammes gibt, ist bis heute nicht

geklart und kann daher nur vermutet werden.
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7 Summary

Examinations to the regulation of the anaerobic nitrate reductase of both M. tuberculosis

and M. bovisBCG

Axel Puncken

In this study, the nar GHJI gene cluster was cloned from a genomic library of BCG and compared to
the isolated gene cluster of M. tuberculosis with focus on the capability to produce nitrite in fast-
growing M. smegmatis as well as in a dow-growing ddetion mutant of M. bovis BCG. The gene
cluster of M. tuberculosis shows much more reductase activity than BCG. DNA sequence anadyses
of a 500 bp fragment in both species was done. The fragment lies before of the trandation start
sequence of narG. Since there was just a sngle mismatch between both sequences (215 bp
upstream of the trandation Sart) a Site directed mutagenesis was performed in the gene cluster of M.
tuberculosis to exchange the base thymidine for cytosine, as it is present in BCG a the same
location. Consequently, a considerable decrease of nitrite production of the atered M. tuberculosis

gene cluster was observed.

Apparently, the regulating mechanism for gene expression of the anaerobe nitrate reductase must be
located in this region. The fact that M. tuberculosis shows nitrate reductase activity while M. bovis
BCG does not, leads to the assumption that there must be at least one further nitrate reductase in M.

tuberculosis.

Since the vaccine strain BCG was developed from M. bovis, this species was dso tested for the
exsggence of anitrate reductase activity under anaerobe growing conditions. To isolate the nar GHJI
gene cludter, it was necessary to congtruct a genomic library of M. bovis firs. The isolated gene
cluser was able to trandfer the capability to reduce nitrate to dow-growing species of M.
smegmatis. Its activity was on the level of BCG. Sequence andyses of the 500 bp fragment which is
located before the trandation start of narG was donein M. bovis as well. There was no difference

found to the corresponding sequence of BCG.

Whether there is a connection between a higher virulence in M. tuberculosis than in BCG or M.
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bovis and a higher nitrate reductase activity in M. tuberculosis has not been fully solved and remains

an assumption.
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9 Anhang

9.1 Gerate

Auggiefistation, Fa. Medite

Blockthermostat BT 100, Kleinfeldd Labortechnik

DNA Agarosegel apparaturen (Subcell Model 96), Fa. Biorad

Spannungsgerét, Power Pac, Fa. Biorad
Elektroporationsgerét, Gene Pulser, Fa. Biorad
Photometer, Ultrospec 111, Fa. Pharmacia LKB
Zentrifuge, Biofuge pico, Fa. Heraeus
Zentrifuge, Minifuge T, Fa. Heraeus

Zentrifuge, Varifuge S, Fa. Heraeus
Ultrazentrifuge, Fa. Beckman

Thermocycler Techne Genius, Fa. Techne
Thermocycler Techne Touchgene, Fa. Techne
Thermocycler, Fa. Landgraf

Sequencer, 373 DNA Sequencer, Fa. Applied Biosystems
Hybridiserungsofen, Fa. Bachofer

Heizzentrifuge, Speedvac SVC 100, Fa. Savant
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9.2 Chemikalien

Substanz Firma Best.-Nr.
Biozym DNA Agarose Biozym 870055
D-Glucose-Monohydrat Applichem A 1349
1 kb DNA-Ladder Gibco BRL 15615-016
Smart-DNA-Ladder Eurogentec MW-1700-10
Ethidiumbromid Gibco BRL 15585-011
GFX PCR DNA and Gel Amersham Pharmacia 27-9602-01
Band Purification Kit
Glycerin Merck 40932500
LB-Broth-Base, Lennox Difco 12780-052
LB-Agar, Lennox Difco 0401-17-0
Natriumhydroxid Pellets Applichem A 1551
Middlebrook 7H9 Difco 0713-01-7
Middlebrook 7H10 Difco 0627-17-4
NIT 1 Api BioMerieux 70440
NIT 2 Api BioMerieux 70450
Phenolchloroform- Roth A 156.1
isoamylalkohol
Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen
Buffer 1 19051
Buffer 2 19052
Buffer 3 19053
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen 12143
Rinderalbumin (BSA Boehringer Mannheim 100021
Fraktion V)
Tris Biomol 50005
Tween80 Sigma P8074
alle verwendeten Sigma

Aminosauren

Alle weiteren verwendeten Chemikaien ssammen von den Firmen Applichem, Fluka, Merck oder

Sgma



verwendete Enzyme

142 Anhang
9.3 Enzyme
Enzymgattung Name Firma
Restriktionsendonucleasen JEcoRV New England Biolab
EcoRlI New England Biolab
EcoNI New England Biolab
Hindlll New England Biolab
Kpnl New England Biolab
Xbal Amersham Pharmacia Biotech
Sacl Amersham Pharmacia Biotech
Bcll New England Biolab
Xhol New England Biolab
Clal New England Biolab
Notl New England Biolab
Fsel New England Biolab
Dpnl New England Biolab
Sau3A New England Biolab
Polymerasen Tag-DNA-Polymerase Sigma
Pfu Turbo Hotstart Stratagene
DNA Polymerase
zur Klonierung T4-DNA-Ligase Gibco BRL

Alkalische Phosphatase

Boehringer Mannheim
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9.4 Gebrauchsmaterialien

Artikel Firma Best.-Nr.
Anaerobier Topf Merck 116.387
Anaero Gen Beutel Oxoid ANO 35 A
Anaerobier Indikator Oxoid BR 55
Photometerkivetten Sarstedt 67.742
Elektroporationskiivetten [Biozym 748020
Falcon-Tubes 15 ml Becton-Dickinson 352096
Rohrchen PP 50 mi Greiner 227261
Roéhrchen PP 14 ml Greiner 318282
Reagiergefalie 1,5 ml Sarstedt 72.690
Reagiergefal3e 0,5 ml
Reagiergefalie 0,2 ml
Filtrationseinheiten Corning Costar 430517
Roller bottles Corning Costar 430195
Sterile Square Media Nalgene 2019-0030
bottles
Impfschlingen Sarstedt 861562050
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9.5 Rohdaten

Tag CF1 BCG Negativkontrolle
0 0,068 0,025 0,65
5 6,975 0,063
7 8,928 1,468 0,037

11 10,784 2,968 -0,026

Tab. 8.1: Nitritproduktion von M. bovis BCG und CF1 (komplementierte Deletionsmutante) unter
anaeroben Bedingungen. Die Werte entstanden durch Messung der optischen Dichte bel 440 nm und

wurden zur Gragpherstellung mit dem Faktor 134 in pmol/l umgerechnet. Es erfolgte keine

Mittelwertberechnung, da aufgrund des bekannten Verhatens von CF1 und BCG nur eine
Versuchsdurchfiihrung fir die Grapherstellung herangezogen wurde.

Tag pA pP7 pAP7 Negqivkomrol le| Negativkontrolle
Mittelwert SD* Mittelwert SD*
0 -0,001 0,001 0,002 0
1 0,011 0,002 0,004 0,004
3 0,047 0,001 0,016 0,009
7 0,053 0,005 0,006 0,001
10 0,046 0,005 0,006 0,003

Tab.: 8.2: Nitritproduktion von mc?155::pAP7 unter anaeroben Bedingungen. Die Werte entstanden
durch Messung der optischen Dichte bel 530 nm und wurden zur Grapherstellung mit dem Faktor
105 in pmol/l umgerechnet.

* SD = Standardabweichung

Tag plWlO plW10 Negat_ivkontrolle Negativkontrolle
Mittelwert SD* Mittelwert SD*
0 0,106 0,008 0,029 0,001
4 84 0,419 0,031 0,003
6 12,032 0,916 0,022 0,003
12 15,54 0,187 0,019 0,008

Tab. 8.3: Nitritproduktion von mc?155::plW10 unter anaeroben Bedingungen. Die Werte entstanden
durch Messung der optischen Dichte bet 530 nm und wurden zur Grapherstellung mit dem Faktor
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105 in umol/l umgerechnet.

* SD = Standardabwel chung

Tag pAP8 pPAP8 pCF3 pCF3 Negat_ivkontrol le | Negativkontrolle
Mittdwert| SD* | Mittdlwert | SD* Mittelwert SD*
0 0,018 0,002 0,02 0,008 0,006 0,004
6 0,087 0,006 11,24 1,38 0,049 0,012
9 0,121 0,015 | 15,735 | 0,705 0,039 0,005
21 0,308 0,117 13,755 | 0,585 0,053 0
30 0,337 0,106 13,51 0,2 0,075 0,023

Tab. 8.4: Nitritproduktion von mc?155::pAP8 und mc?155::pCF3 unter anaeroben Bedingungen. Die
Werte entstanden durch Messung der optischen Dichte bei 530 nm und wurden zur Grapherstellung

mit dem Faktor 105 in pumol/l umgerechnet.
* SD = Standardabwel chung

Tag pA P11 | pAP11 pCF3 pCF3 Negat_ivkontrolle Negativkontrolle
Mittdwert| SD* |Mittedwert| SD* Mittelwert SD*
0 0,009 | 0,002 | -0,002 | 0,002 0,019 0,006
1 0,558 | 0,074 | 1,293 | 0,243 0,012 0,01
4 7,795 1,645 7,41 0,2 0,054 0,029
7 9,46 359 | 11,525 | 0,625 0,135 0,043
8 11,085 | 1,355 11,7 2,03 0,129 0,061
11 12,79 0,6 15,62 0,75 0,145 0,026
15 14,25 0,47 | 17,075 | 0,04 0,359 0,184

Tab. 8.5: Nitritproduktion von mc?155::pAP11 und mc®155::pCF3 unter anaeroben Bedingungen.

Die Werte entstanden durch Messung der optischen Dichte bei 530 nm und wurden zur
Graphergdlung mit dem Faktor 105 in pmol/l umgerechnet.

* SD = Standardabwel chung
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Tag pPAP18 | Negativkontrolle
0 0,128 0,101
1 3,55 0,099
2 15,21 0,156

Tab. 8.6: Nitritproduktion von mc?155::pAP18 unter anaeroben Bedingungen. Die Werte entstanden
durch Messung der optischen Dichte bel 530 nm und wurden zur Grapherstellung mit dem Faktor
105 in umol/l umgerechnet. Zur Erstellung des Graphs wurde nur eine Versuchsrethe verwendet.

Tag pAP8 pAPS pCF3 pCF3 ngativko. Negativko.
Mittelwert| SD* | Mittdlwert | SD* | Mittdlwert|  SD*
0 0,018 0,002 0,02 0,008 0,006 0,004
6 0,087 0,006 11,24 1,38 0,049 0,012
9 0,121 0,015 15,735 0,705 0,039 0,005
21 0,308 0,117 13,755 0,585 0,053 0
30 0,337 0,106 13,51 0,2 0,075 0,023

Tab. 8.7: Nitritproduktion von mc?155::pAP8 und mc?155::pCF3 unter anaeroben Bedingungen. Die
Werte entstanden durch Messung der optischen Dichte bel 530 nm und wurden zur Grapherstellung
mit dem Faktor 105 in pmol/l umgerechnet.

* SD = Standardabweichung

Tag IWl::pAP8 IW1::pAP8 IWl::pCFS IW1::pCF3 .IW1 W1 .BCG BCG Negativko. Negativko.
Mittelwert SD* Mittelwert SD* Mittdwert| SD* | Mittelwert| SD* | Mittdlwert|  SD*
0| 0,015 0,001 0,018 0,001 0,011 |0,003 0,01 |0,003 0,009 0,003
4| 0,082 0,043 1,268 0,003 0,008 |0,002 0,035 |0,008 0,002 0,002
13| 0,151 0,071 3,16 0,55 0,011 0 | 0085 (0,043 0,015 0,004
18| 0,201 0,173 3,41 0,45 0,005 0 | 0101 (0,057 0,012 0,002
27| 1,038 0,954 3,94 0,68 0,008 |0,002 0,137 |0,033 0,01 0,006
41| 1,324 1,227 4,7 0,72 0,01 (0,003 0,219 |0,007] 0,006 0,005

Tab. 8.8: Nitritproduktion von IW1::pAPS, IW1::pCF3, IW1 und BCG unter anaeroben
Bedingungen. Die Werte entstanden durch Messung der optischen Dichte bel 440 nm und wurden
zur Grapherstelung mit dem Faktor 134 in pumol/l umgerechnet.

* SD = Standardabwel chung
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Der Mittelwert der angegebenen Rohdaten errechnet sich aus der Basis von zwel Durchfiihrungen je
Versuch. Be Abweichungen von diesem Standardverfahren ist dies ausdriicklich in der
Tabelenlegende erwahnt.
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