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1. Zusammenfassung

Die Zellwandsynthese von Mycobacterium tuberculosis, sowie die Assimilation von
Nahrstoffen im Wirt durch den Pathogen sind essentiell fir die Pathogenese der

Tuberkulose.

Rv1500 ist bei M. marinum an der Synthese von Phosphatidylinositolmannosiden
(PIM), einem wesentlichen Bestandteil der mykobakteriellen Zellwand, beteiligt. Die
Transkription von Rv1500 wurde bei M. tuberculosis auf mRNA-Ebene
nachgewiesen. Es wurde eine Mutante von M. tuberculosis mit einer Deletion in
Rv1500 generiert, die wie der Wildtyp Phosphatidylinositol (Pl), PIM2, AcPIM,,
AcyPIM; und AcPIMg produzierte. Weder Ac,PIMs noch AcyPIM7; wurden gefunden.
Weitere Untersuchungen deuteten auf eine Unversehrtheit der mykobakteriellen
Zellwandintegritat. Infektionsexperimente in Makrophagen und im Mausmodell der
Tuberkulose zeigten, dass die Deletion von Rv1500 keinen Einfluss auf die
intrazellulare Replikation von M. tuberculosis hat. Es konnte die Bedeutung von
Rv1500 fur die Synthese von PIM in M. tuberculosis H37Rv geklart werden.

hddA ist bei einigen Bakterien an der LPS- und Kapselsynthese, und somit ebenfalls
am Aufbau der Zellwand, beteiligt. Eine Mutante von M. tuberculosis mit einer
Deletion in hddA wurde generiert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der hddA-
Deletionsmutante von M. tuberculosis H37Rv zeigten Veranderungen im Bereich der
Zellwand. Resistenz von Mutante wund Wildtyp gegenliber Detergenz,
Koloniemorphologie auf Kongo-Rot-haltigen Nahrbéden, sowie die Saurefestigkeit
nach Ziehl-Neelsen hingegen waren identisch. Die Mutante zeigte im Maus-

Infektionsmodell die gleiche Virulenz wie der Wildtyp.

GInR wurde bei M. tuberculosis als zentraler Regulator der Nitratassimiation, die
durch die Gene narGHJI und nirBD vermittelt wird, postuliert. Eine glnR-
Deletionsmutante von M. tuberculosis, wurde mit nirBD unter der Kontrolle eines
heterologen, GInR-unabhangigen, Promotors transformiert. Der rekombinante Stamm
war wie der Wildtyp in der Lage Nitrat zu assimilieren. Die Transkriptomanalyse der
gInR-Mutante im Vergleich zum Wildtyp bestatigte, dass nirBD, nicht aber narGHJI

durch GInR reguliert wird. Es wurden weitere GInR-abhangige Gene identifiziert.

Schlagworte: Mycobacterium tuberculosis, Zellwand, Nitratassimilation



2. Abstract

Cell wall synthesis of Mycobacterium tuberculosis, and assimilation of nutrients from

the host by the pathogen are essential for the pathogenesis of tuberculosis.

In M. marinum, it was suggested that the homologue of Rv1500 of M. tuberculosis is
involved in the synthesis of phosphatidylinositol mannosides (PIM), and thus plays a
key role in cell wall synthesis. Transcription of Rv1500 mRNA was demonstrated in
M. tuberculosis. A mutation of Rv1500 was generated in M. tuberculosis. We found
phosphatidylinositol (P1), PIM,, AcPIM,, Ac,PIM,, and AcPIMg in both wild type and
the mutant, and were unable to detect AcoPIM; or AcoPIMs in either strain. Further
analyses indicated that cell wall synthesis was not affected by the mutation. Infection
of macrophages and mice did not result in impairment of intracellular replication or
virulence. Thus we clarified the role of Rv1500 in the synthesis of PIM of

M. tuberculosis.

hddA is crucial for the synthesis of LPS and capsule in various bacteria, and thus is
also involved in cell wall synthesis. A hddA mutant of M. tuberculosis was generated.
Electron microscopy of the mutant strain showed an alteration in cell surface
properties, whereas acid-fastness, growth on Congo-red containing agar plates, and
resistance to detergent stress conditions remained unaffected by the mutation.
Virulence was identical for the mutant and wild type in a mouse model of

tuberculosis.

GInR in M. tuberculosis was suggested to act as a central regulator in nitrate
assimilation, which is mediated by the combined action of narGHJI and nirBD, by
controlling expression of nirBD. To test this hypothesis, nirBD under the control of a
heterologous, GInR-independent promoter was transformed into the ginR-mutant of
M. tuberculosis. The recombinant strain regained the ability to assimilate nitrate.
Whole gene expression analysis of the mutant and the wild type identified additional,

GInR-dependent genes.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, cell wall, nitrate assimilation



3. Einleitung

3.1 Mycobacterium tuberculosis — Taxonomische Einordnung,

Pathogenese und Epidemiologie

Mycobacterium  tuberculosis ist einer der bedeutendsten bakteriellen
Krankheitserreger. An einer Infektion mit M. tuberculosis starben 2006 weltweit etwa
1,7 Millionen Menschen, von denen 12 % mit HIV koinfiziert waren (World Health
Organisation, 2008). Etwa ein Drittel der Weltbevdlkerung ist latent infiziert, und das
Risiko, eine aktive Erkrankung zu entwickeln, betragt 10 % (Rook et al., 2005). Die
Inzidenz lag im Jahr 2006 bei 9,2 Millionen Neuerkrankungen und die Pravalenz der
aktiven Tuberkulose belief sich auf 14,4 Millionen Falle. Eine halbe Millionen
Menschen waren im Jahr 2006 mit MDR-TB Stammen infiziert. Dabei handelt es sich
um Stamme, die mindestens Resistenzen gegen Isoniazid und Rifampicin aufweisen
(World Health Organisation, 2008).

Mycobacterium tuberculosis wurde 1882 von Robert Koch als der Erreger der
Tuberkulose identifiziert. Koch gelangen die Isolierung des Bakteriums aus
tuberkuldsem Material und die Anzucht in Reinkultur. Robert Koch konnte durch die
Infektion von Meerschweinchen mit dem Mikroorganismus Tuberkulose erzeugen
und anschliellend den Erregernachweis auf mikroskopischer und kultureller Ebene
fuhren (Wiesmann, 1978).

Mykobakterien besitzen eine stdbchenformige Morphologie mit einem Durchmesser
von etwa 0,4 ym und einer Lange von 3-4 um. lhre Zellwand besitzt Merkmale
grampositiver Bakterien, kann jedoch nicht in der Gram-Farbung dargestellt werden.
Aufgrund ihrer lipidreichen Zellwand, die vor allem durch die Mykolsauren
charakterisiert wird, zeigt sich ein saurefestes Farbeverhalten in der Farbung nach
Ziehl-Neelsen. Bei der saurefesten Farbung dringt der in Phenol geloste basische
Farbstoff Fuchsin wahrend des langsamen Erhitzens des Ausstrichs in die Zellen ein
(Wiesmann, 1978). Bei der Farbung kommt es wahrscheinlich zu ionischen
Wechselwirkungen zwischen der Carboxylgruppe der Mykolsduren und einer
Aminogruppe des Fuchsins, deren Stickstoffatom eine positive Partialladung tragt.
Mykobakterien lassen sich mit Saure-Alkohol nicht entfarben (Madigan et al., 2001;

Schlegel, 1985). Bei Mykolsauren handelt es sich um komplexe verzweigtkettige



Hydroxylipide. Mykobakterielle Mykolsauren unterscheiden sich von denen anderer
Genera, wie zum Beispiel Corynebacterium und Nocardia. Nocardia erscheinen im
Direktpraparat schwach saurefest und verlieren bei Subkultivierung weiter diese
Eigenschaft. Bei den mykobakteriellen Mykolsduren handelt es sich um die langsten
Mykolsauren mit einer Kettenlange zwischen 70 und 90 Kohlenstoffatomen. Es gibt
weitere Unterschiede, die die Konformation und die biochemischen Eigenschaften
beeinflussen (Brennan und Nikaido, 1995; Pfyffer und Vincent, 2006).

Phylogenetisch ist die Gattung Mycobacterium der Familie der Mycobacteriaceae
und der Ordnung der Actinomycetales zuzuordnen. Die Gattung vereint mehr als 100
Spezies, die alle einen GC-Gehalt von 61 bis 71 % aufweisen. Mykobakterien sind
unbewegliche, nicht-sporulierende, aerobe oder mikroaerophile Bakterien (Pfyffer
und Vincent, 2006). Man unterscheidet die Gruppe der langsam wachsenden von
den schnell wachsenden Arten. Schnell wachsende Mykobakterien brauchen bis zu
zehn Tage, langsam wachsende Arten bis zu sechs Wochen, bis sie Kolonien auf
festen Nahrmedien gebildet haben (Parish und Stoker, 1998). Eine weitere
Charakterisierung der Mykobakterien kann aufgrund der Fahigkeit zur Ausbildung
von Pigmenten erfolgen. Es ergibt sich eine Einteilung in drei Gruppen: nicht Pigment
bildende, photochromogene und scotochromogene Bakterien. Photochromogene
Mikroorganismen bilden Pigmente nur, wenn sie im Licht kultiviert werden, und
Scotochromogene bilden Pigmente auch dann, wenn sie im Dunkeln inkubiert
werden. Mycobacterium tuberculosis zahlt zu den nicht-pigmentierten Mykobakterien
(Madigan et al., 2001).

Die drei wichtigsten Spezies des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes sind M.
tuberculosis, M. bovis und M. africanum, deren KIlinik der Infektion nicht
unterscheidbar ist. Die anderen Vertreter des Genus Mycobacterium werden als
nicht-tuberkuldse, oder friher als atypische, Mykobakterien bezeichnet (Fuehner et
al., 2007). Die Ubertragung des Erregers der Tuberkulose, M. tuberculosis, erfolgt
fast ausschliel3lich Uber die Luft. Infektids sind Aerosole, die beim Husten, Niesen
und Sprechen gebildet werden. Mycobacterium tuberculosis ist dabei in den kleinen,
1-5 pm grolRen Partikeln der Aerosole enthalten. Wegen ihrer geringen Grole
konnen die Partikel fur Stunden in der Luft bleiben und beim Atmen bis in den
Alveolarraum vordringen. Die Bakterien werden dort von Alveolarmakrophagen

phagozytiert (Fuehner et al., 2007; Frieden et al., 2003). Mycobacterium tuberculosis



besitzt mehrere Mechanismen, um in die alveolaren Makrophagen zu gelangen. So
nutzt der Erreger beispielsweise zwei Mechanismen zur Opsonisierung mit den
Faktoren C3b und C3bi Uber den klassischen und alternativen Weg des
Komplementsystems, beziehungsweise C2a zur Generierung von opsonisch aktivem
C3b. Auf diese Weise opsonierte Bakterien kdnnen Uber die Rezeptoren CR1, CR3
und CR4 an Makrophagen binden. An den Rezeptor CR3 bindet M. tuberculosis tber
zwei Bindedomanen. Opsonisierte Bakterien binden an die C3bi-Bindedomane,
wahrend nicht opsonisierte Bakterien Uber Polysaccharide der Kapsel an der (-
Glucan-Bindestelle in der Nahe des C-Terminus von CD11b binden kénnen (Ernst,
1998; Ferguson et al, 2004). Lipoarabinomannan ist ein Ligand des
Mannoserezeptors (Ernst, 1998). So konnte erst klrzlich gezeigt werden, dass
klinische M. tuberculosis-lsolate mit verkirztem und stark verzweigtem ManLAM
weniger effektiv in Makrophagen aufgenommen wurden. Dieser Effekt wurde durch
die kompetitive Blockierung des Mannoserezeptors mit einem spezifischen
Antikérper bestatigt (Torrelles et al., 2008). Die exponierte unterschiedliche
Substitution mit Mannose-, Phosphatidylinositol- (Pl) oder Arabinoseresten des
Lipoarabinomannan (LAM) bedingt auch speziesabhangige Unterschiede im
Infektionsverlauf. Dieser Ligand kann sowohl mit dem Mannoserezeptor von
Makrophagen als auch mit DC-SIGN dendritischer Zellen wechselwirken (Kang et al.,
2005; Tailleux et al., 2003).

Intrazellulare Pathogene, die Makrophagen als Wirtszelle besiedeln, haben
verschiedene Abwehrstrategien entwickelt. Wahrend Listeria und Shigella aus den
Phagosomen in das Zytosol gelangen, adaptieren sich zum Beispiel Leishmania und
Coxiella an das bakterizide Milieu im Lysosom und vermehren sich dort.
Mykobakterien verbleiben ebenfalls Phagosom. Sie blockieren die Phagosomen-
Lysosomen-Verschmelzung beziehungsweise die Reifung zur aktiven lysosomalen
Vakuole und verhindern so den Aufbau eines bakteriziden Milieus. Mit M.
tuberculosis besiedelte Phagosomen entwickeln sich nicht Uber ein frihes
Reifungsstadium hinaus. So bleibt beispielsweise der pH-Wert im Lumen bei 6,4. Es
konnte gezeigt werden, dass unter anderem Lipoarabinomannan, Trehalose-
Dimycolat (Cord-Faktor) und Sulfolipide von M. tuberculosis die Phagosomen-
Lysosomen-Verschmelzung verhindern. Ferner findet eine umfangreiche Adaptation
des Transkriptoms statt (Rohde et al., 2007). So wurden insgesamt 585 Gene von M.
tuberculosis H37Rv nach 4 und/oder 24 Stunden in THP-1-Makrophagen differentiell
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