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Der Zweifel, der an allem zweifelt, ware kein Zweifel mehr.

Ludwig Wittgenstein



Entwicklung einer Strategie zur Inaktivierung von Genen in Mycobacterium

avium und Char akterisierung der potentiellen Virulenz-Gene sig und mig

Mycobacterium avium gehort zu den pathogenen Mycobakterien. Zur Charakterisierung des
Gens mig solite en adaquates Mutagenese-System fUr einen alelen-Austausch entwickelt
werden. Mit der Elektroporations-Tedhnk wurden unterschiedliche DNA-Molekile wie z B.
lange, lineae DNA-Molekile ds Rekombinations-Substrat in M. avium transferiert. Ein
dleler-Austausch war bel dieser Art aufgrund einer hohen Spontanresistenzrate gegen
Antibiotika oder einer hohen Rate an illegitimen Rekombinationen nicht moglich. Als eine
weitere Methode fur DNA-Transfer in M. avium wurde die Konjugation angewendet.
Exkonjuganten, bel denen mittels PCR eine Inaktivierung des Gens mig gezegt werden
konrte, waren nicht subkultivierbar. Dagegen konnte von einer Inaktivierung des sige-Gens,
wie PCR- und Southern-Untersuchungen zeigten, ausgegangen werden. Diese Mutante zegte
gegenuber dem Wildtyp bei extrazdlularem Stref3 eine ehdhte Sengtivitét und war auch in
der Virulenz im humanen Makrophagen-Modell signifikant attenuiert. Das Protein Mig wurde
weliterhin biochemisch charakterisiert. Ein heterolog in E. coli exprimierte Hiss-Mig Fusions-
Protein wurde mit Hilfe der immobiliserten Metachelat-Affinitétschromatographie
angereichert, das Molekulargewicht wurde aif einem SDS-Gel mit ca 60 kDa bestimmt.
Nad einer DNA-Sequenzierung des Gens fur das Fusionsprotein und des mig-Gens aus
M. avium konnte diese Grole verifiziert werden. Mig konnte ds Acyl-CoA-Synthetase
charakterisiert werden fur geséttigte Fettsduren mittlerer Lange und ungeséttigter Fettsauren.
Die mig-Promotor-Region wurde in M. smegmatis durchgefihrt. Die Promotorstarke hing von
der Wadstumsphase @ und konnte durch Fettsduren leicht induziert werden. Eine
Uberexpresson von Mig in M. smegmatis fihrte 2au einer erhohten Uberlebensrate bei
Inkubation mit Dekansiure, die fir Mycobakterien toxisch ist. Uber ein "One-Hybrid-

System" wurden off enen L eserahmen fir mdgli che Transkriptionsfaktoren identifiziert.



Developement of a strategy for gene-inactivation in Mycobacterium avium

and char acterization of the putative virulenz-genes sige and mig

Mycobacterium avium is a pathogen. Strategies for alelic exchange were investigated for
charaderizaion of the mig gene. Various DNA-recombination substrates like long linea
DNA molealles were transferred into M. avium cdls for alelic exchange by the
eledroporation technique. Due to problems with high rates of ill egitimate recombination and
spontaneous resistance d strategies failed. For this reason, conjugation was applied as
another method for DNA-transfer into M. avium. However, this procedure could reved no
viable exconjugants after probable targeted inadivation of the mig gene. In contrast, this
method was apparently succesdul for targeted gene inadivation of the sig gene from M.
avium. Analysis for this mutant reveded deaeased survival rates during extracytoplasmic
stress and in human maaophage model of infedion compared to the wild-type strain. Mig
was further charaderized by biochemicd methods. After expresson in E. coli and
purification, a histidin-tagged Mig.was deteded as a 60 kDa protein on a SDS-gel. The gene
for the fusion-protein and mig from M. avium were sequenced. This reveded that the mig
gene encodes a 550 amino add protein (58,6 kDa). Mig exhibited detedable adivity as an
agyl-CoA-synthetase with saturated medium chain fatty aads and unsaturated long chain fatty
add as substrates. The predicted mig promoter was charaderized in Mycobacterium
smegmatis. The strength of the promoter was dependent on the growth phase and could be
dightly incressed by fatty adds. The expresson of Mig in M. smegmatis resulted in an
increased survival rate dter incubation with toxic decaiic add. Putative transcription-
regulatory proteins were discovered for the mig promoter using a "one-hybrid-System” in E.

coli.
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Zusammenfassing

0. Zusammenfasaung

In dieser Arbeit wurden die potentiellen Virulenz-Gene mig (, macrophage induced gere* ) und
sigE (ECF-Sigma-Faktor) von Mycobacterium avium charakterisiert.

Hierfir mufdte aunddhst ein adaquates Mutagenese-System entwickelt werden, da ene gezelte
Gen-Inaktivierung bel dieser Art bidang nicht mdglich war. Es wurden unterschiedliche
Strategien appliziert, die bel anderen Mycobakterien-Arten erfolgreich fur eine Mutagenese
mittels allelen Austausch benutzt wurden. Inaktivierte Allele wurden hierbel durch Insertion
eines Antibiotika-Resistenzgens in das Wildtyp-Gen konstruiert. Mit der Elektroporations-
Tedink wurden unterschiedliche DNA-Molekile wie Suizid-Plasmide, Schaukel-Plasmide
oder lange, lineae DNA-Molekile ds Rekombinations-Substrat in M. avium transferiert. Alle
Versuche, enen gezedten Austausch durchzufihren, scheiterten an der hohen
Spontanresistenzrate dieser Art gegen Antibiotika, der hohen Rate a1 illegitimen
Rekombinationen und nicht zuletzt an der geringen Transformations-Effizienz. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal die Konjugation as eine weitere Methode fur
DNA-Transfer in M. avium angewendet. Exkonjuganten, bel denen mittels PCR ene
Inaktivierung des Gens mig gezegt werden konnte, waren nicht subkultivierbar. Andere
Exkonjuganten, bei denen das inaktivierte Allel durch homologe oder ill egitime Rekombination
integriert war, verloren dieses nach Subkultivierung. Hieraus wurde geschlossen, dal? das Gen
mig essentiell sein kann. Da a@ne stabile Transformation von M. avium mit einem autonom
replizierenden oder integrativen Plasmid nicht moglich war, konnte an Beweis fur die
Essentiditat des Gens mig Uber ein "gene-rescue’-Experiment nicht durchgeftihrt werden. Es
sind aber auch andere Erklarungen fir eine fehlende mig-Mutante moglich. Das Gen mig kann
zum Beispiel auf dem Genom so lokalisiert sein, dal3 ein aleler Austausch nicht begunstigt
wird.

Dagegen konrte von ener Inaktivierung des sgE-Gens, wie PCR- und Southern-
Untersuchungen zeagten, ausgegangen werden. Diese Mutante war subkultivierbar, zegte
gegentber dem Wildtyp bei extrazdlularem Stref3 eine ehthte Sengitivitét und war auch in der
Virulenz im humanen Makrophagen-Modell signifikant attenuiert.

Das Protein Mig wurde weiterhin hiochemisch charakterisert; hierfir wurde @n
aminoterminales Mig-Hiss-Fusionsprotein konstruiert. Das heterolog in E. coli exprimierte
Protein wurde mit Hilfe der immobiliserten Metachelat-Affinitétschromatographie
angereichert. Bel einer SDS-Polyaaylamidgel-Elektrophorese konnte das Molekulargewicht
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mit circa 60 kDa bestimmt werden. Nadh einer DNA-Sequenzierung des Gens fur das
Fusionsprotein und einer direkten Sequenzierung des mig-Gens aus M. avium konnte \erifiziert
werden, dal3 das mig-Gen nicht fur ein 295 Aminoséuren (circa 30 kDa) (Plum et al. 1997,
sondern fir ein 550 Aminosauren (circa 586 kDa) groles Protein kodiert. Auch bei
Immunodetektionen mit einem Mig-spezfischen Antikoérper konnte in den l6slichen und den
unléslichen Fraktionen von M. avium-Kulturen ein circa 58,6 kDa grof3s Protein detektiert
werden. Eine Induktion dieser Kulturen durch Sdure war im Gegensatz zu vorhergehenden
Studien herfir nicht nétig, so dal3 man davon ausgehen kann, dal3 es sch bei mig nicht nur um
ein  ausghliefllich  Makrophagen-induziertes Gen  handelt. Bel  wiederholten
I mmunodetektionen des Mig Proteins wurden auch Abbauprodukte nachgewiesen, die drca30
bis 35 kDa grof3 waren. Daher wurden zusétzlich zwel Mig-Derivate ds circa 30 kDa grole
Histidin-Fusionsproteine in E. coli exprimiert. Alle drel Fusionsproteine wurden einem Test flr
Acyl-CoA-Synthetase-Aktivitét unterzogen. Das 58,6 kDa grof¥e Protein Mig besitzt starke
Homologien zu einer putativen Acyl-CoA-Synthetase von M. tuberculosis (FadD19) und zu
der Fettsdure-Acyl-CoA-Synthetase von E. coli (FadD) und ist nach Computerberechnungen
(Psort, TopPred2 und Tmpred) ein Membranprotein. Nur das 58,6 kDa grof3 Protein zeagte
eine Aktivitét, so dal3 es sch bei Mig um eine Acyl-CoA-Synthetase handelt. Das Substrat-
Spektrum reichte bei geséttigten Fettsauren von der Pentansdure bis zur Tetradekansaure, es
konrten aber auch Aktivitaéten mit langkettigen ungeséttigten und aromatischen Fettsauren
nadhgewiesen werden.

Die Charakteriserung der mig-Promotor-Region wurde in M. smegmatis durchgefihrt. Der
Promotor war konstitutiv aktiv, was ein weiterer Hinweis dafir ist, da3 Mig konstitutiv
gebildet wird. Die Promotorstdrke hing von der Wadstumsphase & und konnte durch
Fettsauren, besonders Dekansiure, leicht induziert werden. Eine Uberexpresson von Mig in
M. smegmatis filhrte a1 einer erhohten Uberlebensrate bei Inkubation mit Dekansaure, die fir
Mycobakterien toxisch ist.

Uber ein "One-Hybrid-System" wurden mdgliche Transkriptionsfaktoren fir den mig-
Promotor identifiziert. Es konnte unter anderem ein offener Leserahmen identifiziert werden,
der fUr ein Protein kodiert, das ein putatives DNA-bindendes Motiv (Helix-Turn-Helix-Motiv)
besitzt. Bei diesem Protein und den von den anderen offenen Leserahmen kodierten Proteinen

kann es sch um mégliche Repressor-Molekiile des mig-Promotors handeln.
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1. Einleitung

Seit der Entdedkung von Mycobacterium tuberculosis, dem sogenannten ,, Tuberkel-Baall us®,
as den Erreger der Tuberkulose durch Robert Koch im Jahre 1882 werden Mycobakterien
wissenschaftlich untersucht. Trotz vieler Erfolge in der Bekampfung dieser Krankheit sterben
jedes Jhr weltweit 3 Millionen Menschen an Tuberkulose. Die Verbreitung deser Krankheit
wird duch die Welt-Gesundheits-Organisation (http://www.who.int), nicht zuletzt aufgrund
der steigenden Zahl der Resistenzen von Mycobakterien gegen Antibiotika, as eine der grofen
Geil3eln der Menschheit bezaechnet (Bloom und Murray 1992. Neben M. tuberculosis sind
Mycobakterien auch as Erreger der Lepra (M. leprae) algemein bekannt. Seitdem sich AIDS
weltweit ausbreitetete treten auch haufiger Krankheiten auf, die durch M. avium und / oder
M. intracdlulare, die am sogenannten ,M. avium Complex® (MAC) zusammengefass
werden, ausgelost werden. MAC ist das meist verbreitete, opportunistische, bakterielle
Pathogen bel HIV-Patienten und de haufigste Todesursache von Patienten im
fortgeschrittenen Stadium von AIDS (Brettle 1997 zur Definition von Pathogenitét siehe
Fakow 1997. Wayne und Sramek (1992 ordneten M. avium den langsam-wadsenden
(Generationszat: 6h ks 24h), potentiel pathogenen und wbiquitdr vorkommenden
Mycobakterien zu, die Krankheiten bal Menschen aud6sen kénnen, aber nicht von Mensch zu
Mensch Ubertragen werden.

M. tuberculosis wird in die Klase 3 der humanen Pathogene engeordnet, da Schadigungen
nicht nur direkt durch die vom Erreger verursacite Replikation erzeugt werden, sondern
vielmehr wird der Wirt durch eine inadaquate Antwort des eigenen Immunsystems auf den
Krankheiterreger geschadigt. Dies fuhrt zu einer pumonaren und dessminierten Tuberkulose
oder bei einer zu starken Immunantwort z.B. zu einer Mediastinitis. Nur eine intermediare
Immunantwort auf den Erreger der Tuberkulose fuhrt zu einer latenten Infektion (Casadevall
und Pirofski 1999. Von hologischem Interese sind de komplexen Interaktionen zwischen
den Mycobakterien und dem Immunsystem, die daau fihren, dal3 die Bakterien im Wirt
Uberleben kdnren. Die Medhanismen und Virulenz-Gene, die von Mycobakterien gegen das
Immunsystem angewendet werden, sind weitgehend unbekannt. Grofl¥e Bedeutung besitzt die
differentielle Genexpresson wahrend der Replikation van Mycobakterienim Makrophagen.
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1.1 Initiale Infektionen durch Mycobakterien

Im Allgemeinen infizieren Mycobakterien (im Spezellen M. avium) den Menschen Uber die
bronchiale oder die intestinale Mukosa. Im Gastrointestinaltrakt infiltrieren die Bakterien in die
Lamina propria und de Peyerschen Plagues, bevor sie in die Leber, die Milz und den
Blutkreisauf gelangen (Inderlied et al. 1993. Uber die genauen Medhanismen ist nicht viel
bekannt. Frihere Studien zagten, dal3 sich M. avium an epitheliade Zellen des respiratorischen
und gastrointestinalen Traktes binden, in diese andringen und sich darin vermehren kann
(Mopather und Sénger 1984 Bermudez 1991 Bermudez und Young 1999. In diesem
Zusammenhang wurden bei M. avium zwei Proteine, die mit menschlichen respiratorischen
Zéellen (HEp-2) interagieren konnen identifiziert, (Reddy und Kumar 2000. Darlber hinaus
konrte fr systemische Infektionen gezagt werden, dal3 auch Zellen des Zentralnervensystems

infiziert werden kénnen (Wu et al. 2000.

1.2 Das mycobakterielle Phagosom von M akrophagen

Die Infektion von Makrophagen durch Mycobakterien ist als die entscheidende Schnittstelle,
durch die das Immunsystem die mycobakterielle Infektion kontrollieren kann, am besten
untersucht. Mycobakterien kommen schon unmittelbar nadh dem Eindringen in das Gewebe
des Wirtes mit den Makrophagen in Kontakt. Sie besitzen, im Gegensatz zu avirulenten
Bakterien, die Fahigkeit in den Phagosomen der Makrophagen zu tberleben und sich dort zu
vermehren (Amstrong und Hart 1971, Frehd et al. 1989.

Allgemein wird ein Phagosom, zum Beispiel nadh Aufnahme @nes opsonisierten avirulenten
Bakteriums wie Escherichia coli nach Bindung an Fcy-Rezegotoren und Phagozytose in einen
Makrophagen, gebildet und einem Reifungsprozeld unterzogen. Dieser Prozeld endet mit der
Fusion des Phagosoms mit einem Lysosom (Phago-Lysosom) und mit der Zerstérung der
E. coli-Zelle (Haas 1999. Fur die Reifung des Phagosoms wird nach der Bildung das Lumen
durch hinzukommende Protonen-ATPasen (V-ATPasen) auf einen pH-Wert von 5 angesauert.
Aulerdem werden auch lysosomale Hydrolasen und NADPH-Oxidasen, die fir die Synthese
von toxischen Sauerstoff-Derivaten verantwortlich sind, aaqueriert (Yamada et al. 1987 Haas
und Goebel 1992 Leusen et al. 1996. Zusdtzlich werden noch Stickstoffmonoxid und
antibakterielle Peptide (Defensine) in das Lumen der Phagosomen gebradit (Haas 1998. Dies

findet jedoch nicht ad hac durch Fusion mit einem Lysosom statt, sondern durch sukzessve
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Fusionen des Phagosoms mit unterschiedlichen Endosomen, die man in frihe (EE) und spéte
Endosomen (LE) einteilt. Auf diesen sind zum Beispiel Protessen wie das anfangs noch
inaktive Cathepsin D membranstandig lokalisiert (Pitt et al. 1992. Dieser Austausch findet
nicht passv und zuféllig statt, sondern wird von dem Makrophagen kontrolliert (Haas 1998
Deretic und Fratti 1999. Es ist bekannt, dal3 die Phagosomen Uber Mikrotubuli in die
Wirtszdle transportiert werden und dabei viele Membranproteine kontrolliert verlieren, wie
zum Beispiel den Transferrin-Rezeptor, bezehungsweise ehaten, wie zaim Beispiel das
LAMP-1, das lysomasoziiertes-Membranprotein-1 (Pitt et al. 1992 Degardin et al. 1994.
Diese Fusionen mit den EE oder LE werden durch einen Multikomponenten-Veskel-
Anbindungs- und Fusions-Komplex, der unter anderem aus den integralen Membranproteinen
v- und t-SNARES besteht, vorgenommen (Deretic und Fratti 199). Wenn sich gegenseitig
erkennende SNAREs von zwei unterschiedlichen Membranen (z.B. vom Phagosom und LE)
paaen, entsteht ein sogenannter "SNAREpin", der in der Fusion der beiden Doppel-
Lipdschichten endet (Weber et al. 1998. Diese Fusionen werden von einem regulierenden
System, bei denen kleine GTPase-Proteine, sogenannten Rabs, eine entscheidene Rolle spielen,
kontrolliert. Es existieren unterschiedliche Rab-GTPasen, die Gber Wedselwirkungen mit den
SNARE Proteinen als negative Regulatoren die Fusion der unterschiedlichen Endosomen mit
dem Phagosom unterbinden kénnen (Deretic und Fratti 1999 Cox et al. 2000. Nad der
Bildung eines Phagosoms snd zunddst vorherrschend de Rab5-GTPasen an der
phagosomalen Membran lokalisiert, diese werden nach welterer Reifung des Phagosoms von
den Rab7-GTPasen, welche die Reifung des Phagosoms zum Phago-Lysosom durch Fusionen
mit LE weliter steuern, abgelost (Degardins et al. 1994 Via et al. 1997, Deretic und Fratti
1999. Die abgexhlosere Rafung zum Phago-Lysosom fiihrt dann zu den doen keschriebena
bakterioziden Bedingungen.

Anders ist die Gestalt des mycobakteriellen Phagosoms. Die unterschiedlichen Wege der
Phagozytose von Mycobakterien in Makrophagen entscheiden Uber die Virulenz. Die
Aufnahme findet unter anderem Uber die Komplement-Rezegtoren (vor dlem CR-3), den
Mannose-Rezeptor und bel opsonisierten Mycobakterien auch Uber den Fcy-Rezeptor statt
(Ernst, 1998. Es konnte gezagt werden, dal3 nach Aufnahme Uber den Mannose-Rezeotor die
generelle Produktion von O, passv unterbunden wird (Astarie-Dequeker et al. 1999. Malik et
al. (2000 zagten, dal3 qgosonisierte M. tuberculosis-Zellen, die Uber den Fcy-Rezeptor
aufgenommen wurden, schlechter im Makrophagen persistieren und sich vermehren kénnen als

M. tuberculosis-Zellen, die Uber den Komplement-Rezegtor vom Makrophagen phagozytiert
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wurden. AulRerdem konnte ausschliefdlich beil Makrophagen, die opsonisierte Mycobakterien
Uber den Fcy-Rezeptor phagozytiert hatten, eine ehohte intrazdluldre Ca®* Konzentration
gemesen werden (Malik et al. 2000. Die gestiegene intrazdluldre Ca®* Konzentration wird
von der Wirtszdle ds Signa benutzt, um Medanismen fur die Phago-Lysosom Reifung
einzuschalten (Capham 1995 Beredige 1997). Unabhéngig von dem Weg der Aufnahme in
den Makrophagen unterscheidet sich das mycobakterielle Phagosom von dem im oberen
Abschnitt beschriebenen. Viele Membranproteine, die aif dem spdten Phagosomen oder
Phago-Lysosomen lokalisiert sind, sind auf dem mycobakteriellen Phagosom nicht vorhanden.
Zu desen Proteinen gehtren die V-ATPasen as Protonen-Pumpen, desen Fehlen
wahrscheinlich daftir verantwortlich ist, dal3 der pH-Wert der mycobakteriellen Phagososomen
nicht unter pH 6,3 sinkt (Crowle et al. 1991, Sturgill-Koszycki et al. 1994 Barker et al. 1997,
Hadkam et al. 1997). Dieses verringert unter anderem auch die Antigen-Présentation von
mycobakteriellen Proteinen auf dem Makrophagen (Holsti und Allen 1996. AulRerdem sind
spdte endosomale / lysosomale Membranproteine wie CD63, die &tive Form der Protease
Cathepsin D, oder das LAMP-1 nur in einem sehr geringen Umfang oder gar nicht auf
mycobakteriellen Phagosomen lokalisert (Clemens und Horwitz 1995 wnd 1996. Dagegen
snd der Transferrin-Rezeptor mit Transferriny, MHC-I und MHC-II, die dle aif nicht-
mycobakteriellen Phagosomen nicht oder nur kurz nach dessen Bildung lokalisiert sind,
Bestandtelle des mycobakteriellen Phagosoms. Dem Transferrin wird de Versorgung des
mycobakteriellen Phagosoms mit Eisen zugeschrieben (Haas 1998. Eisen ist fiir das Uberleben
und damit fir die Virulenz von Mycobakterien essentiell (Manabe et al. 1999 De Vosset al.
1999. Die mycobakteriellen Phagosomen kdnnen auch durch Fusionen mit Veskeln, die vom
Plasmalemma ageschniirt werden, extrazdlulare Molekile (Nahrstoffe) aufzunehmen (Rus=ll
et al. 1996 Sturgill-Koszycki et al. 1999. Die phagozytierten Mycobakterien fligen auch
Poren in das Phagosom ein, durch die bis zu 70 KDa grofe Moleklle diffundieren kdnnen
(Teitelbaum et al. 1999. Jedoch scheinen diese Poren nicht fur alle Arten von Molekilen
permeebel zu sein. Leucin-auxotrophe M. tuberculosis-Mutanten kénrnen sich nicht im

Phagosom replizieren (Bange et al. 1996.
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Abbildung 11: A) Funktion des TACO-Proteins bei mycobakteriellen Phagosomen. Links
ist die Interaktion eines Phagosoms mit einem lebenden Mycobakterium dargestellt, redts
mit einem abgetoteten Mycobakterium (nach Ferrari et al. 1999 siehe auch Text); B)
Darstellung eines mycobakteriellen Phagosoms (redits), das durch Akkumulation der Rab5b-
GTPase (Rab5) und duch Aushlussder Aufnahme von Rab7-GTPasen (Rab7) nicht zum
Phago-Lysosom heranreift. Links Darstellung eines Phagosoms mit Latex-Kugel (LK), das
zu einem Phago-Lysosom heranreifen kann (nach Deretic und Fratti 1999. EE: frihe
Endosome; LE: spdte Endosome; Rab4: RabGTPase4 (reguliert Regycling von Tfr); Tfr:
Transferrin-Rezeptor; MB: Mycobakterien

Kirzlich snd zwel wichtige Grinde veroffentlicht worden, warum mycobakterielle
Phagosomen nicht mit Lysosomen fusionieren und zu Phago-Lysosomen heranreifen (sehe
auch Abbildung 1.1):

1.) Auf mycobakteriellen-Phagosomen werden im Gegensatz zu anderen Phagosomen die
Rab5-GTPasen akkumuliert. Dagegen sind auf diesen Phagosomen keine Rab7-GTPasen
lokalisiert, wodurch eine Reifung des Phagosoms zum Phago-Lysosom durch fehlende
Fusionen mit LE unterbunden wird und das mycobakterielle Phagosom in einer frihen
phagosomalen Phase verbleibt (Viaet al. 1997 Deretic und Fratti 1999 Abhildung 1.1B).

2.) Das Verbleilben des TACO-Proteins auf der mycobakteriellen Phagosom-Membran scheint
ein weiterer Grund fur das intrazdluldre Uberleben von Mycobakterien im Makrophagen zu
sein (Ferrari et al. 1999. Dieses Protein befindet sich auf der Membran von Phagosomen mit
lebenden Mycobakterien und fehlt bei anderen Phagosomen, zum Beispiel auch auf
Phagosomen mit abgettteten Mycobakterien. Ferrari et al. (1999 konnten zdgen, dal3
phagosomale Membranen mit dem TACO Protein ihren Kontakt zu Tellen des Zytoskelett

(Aktin, Mikrotubuli) verlieren, wodurch eine Refung des Phagosoms verhindert wird
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(Abbildung 11A). Sie beschrieben auch, dal3 in Kupffer-Zellen der Leber, denen das TACO
Protein fehlt, eine Reifung des mycobakteriellen Phagosoms dattfindet. In anderen Arbeiten
konnte nadgewiesen werden, dal3 Mycobakterien Aktin-Filamente des Makrophagen
zarstoren kdnnen (Guerin und deChastellier 2000). Neben diesen beiden Griinden werden auch
andere Faktoren, wie die enge Bindung der phagosomaen Membran an das eingeschlossene
Mycobakterium (deChastelier und Thilo 1997 oder auch die Inhibierung der
Phosphorylierung einzener Transkriptionsfaktoren durch Mycobakterien (Garcia et al. 2000,
als Ursade fur fehlende Reifung diskutiert.

Es bleibt festzuhalten, dal3 Mycobakterien durch aktive Veradnderung des Phagosoms dessen
Reifung und damit die Bildung eines Phago-Lysosoms inhibieren (Frehel et al. 1986
deChastellier et al. 1993 Clemens und Horwitz 1995. Das mycobakterielle Phagosom wird
gleichsam ds frihes Phagosom ,eingefroren”. Dies ermoglicht den Mycobakterien das
Uberleben im Makrophagen und schiitzt sie sogar vor Antibiotika, wie dem Clarithromycin
(Frehel et al. 1997). Die einzehen Medhanismen herfr sind noch weitgehend unbekannt.

1.3 Die Antwort des Immunsystems auf die Infektion von Mycobakterien

Der Wirt und im Spezellen der Makrophage ,reagiert” auf die Herausforderung duch die
Mycobakterien. Im Makrophagen werden zum Beispiel Tyrosin-Kinasen der Src-Familie und
die Phospholipase D aktiviert (Kusner et al. 1996. Die Makrophagen kdnnen auch aktiv
werden und de Mycobakterien im Phagosom zerstoren, dies geschieht unter anderem Uber
Zytokine (im Besonderen durch IFN-y) oder auch durch eine besondere genetische
Ausgattung (de Chastellier et al. 1993 Hill 1998 Via et al. 1998. So wurde die schledite
Suszeptibilitdt eniger Maus-Stamme fur M. bovis BCG auf das vorhandene Genprodukt
Nrampl (Natural-resistance-asociated-membran-protein-1 oder auch Bcg' genanmt)
zurtickgefuhrt (deChastellier et al. 1993 Brown et al. 1997. Es handelt sich dabei um eine
ATP abhéngige Protonen-Pumpe, die es dem Makrophagen ermdglicht, die mycobakteriellen-
Phagosomen anzusauern (Hadkam et al. 1998.

Hier soll nun eine kurze Zusammenfasaung gegeben werden, wie das Immunsystem auf
mycobakterielle Infektionen reagiert. Direkt nach dem Eindringen der Mycobakterien in den
Wirt und nach der Infektion der Makrophagen antwortet dieser mit der Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen. Es handelt sich dabei hauptsachlich um TNF-a, IL-6 und IL-
12. Diese Zigeln das Wadstum der Mycobakterien, indem sie axdere Makrophagen

10



Einleitung

rekrutieren und die infizierten Makrophagen aktivieren (Hesch urd Kaufmann 1990, Appelberg
et al. 1994 Ladel et al. 1997aund b, Matsumoto et al. 1997). Eskonnte bei M. avium gezegt
werden, dal? TNF-a autokrin die Synthese von bekterioziden Oxygen-Intermediaten anregt
(Sarmento und Appelberg 1996. Auch polymorphonukleae Granulozyten kénnen die frihe
Immunantwort Uber die Sekretion von Chemokinen, unter anderem auch von Leukotrienen,
verstérken (Riedd und Kaufmann 1997). Durch IL-12 wnd TNF-a werden natirliche
Killerzdlen angeregt, Gamma-Interferon (IFN-y) zu sekretieren, hierdurch findet eine weitere
Aktivierung auch der infizierten Makrophagen statt (Rom et al. 1995 Silvaet al. 1998.

10-14 Tage nach der Infektion wird das Wadhstum der Mycobakterien im Makrophagen auch
durch Mycobakterien-spezfische T-Lymphozyten inhibiert, obwohl eine Antigen-Présentation
durch die Mycobakterien inhibiert wird (Gercken et al. 1994 Ehlers 1999. Eine besondere
Bedeutung hat dabei auch IL-12, da es neben TNF-a und IFN-y fur die Thl-Induktion bei
naiven T-Lymphozyten verantwortlich ist (Doherty et al. 1996 De Jong et al. 1998. Die Thl-
Lymphozyten schiitten grofRere Mengen an IL-2 und IFN-y aus, dies fuhrt zu einer weiteren
Aktivierung der natirlichen Killerzdlen und der Makrophagen (Champs et al. 1994 Rom et
al. 1995 Bermudez und Kaplan 1995. Im Mausmodell konnte gezegt werden, dal3 die durch
IFN-y induzierten mycobakterioziden Wirkungen der Makrophagen abhéngig sind von der
Calcium abhangigen induzierbaren-NO-Synthase (Chan et al. 1992 und 1995 Flynn et al.
1993. Aulerdem wird duch IFN-y im Makrophagen die Synthese von Fcy-Rezeptoren,
MHC-II Antigenen und de Produktion von H,O, angeregt (Murray 1988 Wallis et al. 1992
Ehlers 1999. Neben CD4"-T-Lymphozyten spielen auch die CD8'- und de CD4-CD8-T-
Lymphozyten (y/d—T-Lymphozyten) eine wichtige Rolle bei der zdlul&ren Immunabwehr
(Behr-Perst et al. 1999 Canaday et al. 1999 Rosat et al. 1999. Die CD8"-T-Zellen
produzieren wie die CD4"-T-Lymphozyten das typische Thl Zytokin IFN-y (Howard und
Zwiling 1998 Feng et al. 1999. Fraglich ist, wie e zu einer MHC-| Présentation von
mycobakteriellen Antigenen kommen kann, wenn die Mycobakterien das Phagosom nicht
verlasen. Es wird dskutiert, dal3 Glykolipide, haufige Bestandtelle der mycobakteriellen
Zellwand, durch CD1-Molekile, die strukturell mit den MHC Molekulen verwandt sind,
prasentiert werden und daR es sch bei den CD8"-zytotoxischen-T-Lymphozyten um CD1-
restringierte Glykolipid-spezfische T-Zellen handelt (Kaufmann 1999. Es konnte gezegt
werden, dal? diese T-Lymphozyten ihre antimikrobiellen Wirkungen durch Ausschiittung von
Granulysin, das durch den Einbau von Perforinen direkt in die mycobakteriellen-Phagosomen

gelangt, vermitteln (Stenger et al. 1998 Canadhy et al. 1999. Ein wichtiger Medhanismus, der

11



Einleitung

auch zu ener latenten Infektion fahrt, ist die Bildung von granulomédren La&sionen
(Granulomen). Granulome bestehen im Kern aus infizierten Makrophagen, die von
Lymphozyten umgeben sind und de Makrophagen so vom umliegenden Gewebe aschlief3en,
so dal3 das Gewebe beschadigt, zerstort und ausgehohlt wird (Dannenberg und Rook 1994
Jagirdar und Zagzag 1996. An der Formierung von Granulomen, die fir eine dfektive
Immunabwehr gegen die Mycobakterien bendtigt werden, sind ebenfalls die Zytokine 1FN-
Y, TNF-a und IL-12 betelligt (Nau et al. 1997 Altare et al. 1999. Bal Mausen fuhrt der
Verlust des TNF-Rezeptors p55 zur Bildung von letalen Granulomen nadh Infektionen mit
M. avium (Ehlers et al. 199%, Benini et al. 1999. Granulome, die nach einer Infektion von
M. avium gebildet werden, werden zudem durch Stickstoffmonoxid (NO) in ihrer Grofe und
Qualitdt bestimmt (Ehlers et al. 199%). Durch die Bildung von Granulomen schafft es der
Wirt, die Zahl der Mycobakterien konstant zu halten und eine Infektion durch eine weltere
Ausbreitung zu verhindern (Ehlers 1999.

Jedoch haben Mycobakterien wie M. avium sich an die Medanismen der Immunabwehr
adaptiert. Bel einer Infektion mit virulenten M. avium Stdmmen werden neben den oben
genannten immunstimulierenden auch immunsuppremierende Zytokine wie TGF-3 und I1L-10
gebildet. Diese kdnren eine zdluldre Immunabwehr hemmen und somit dem Pathogen die
Vermehrung erleichtern (Bermudez 1993 Bermudez und Kaplan 1995. Es konnte im
Tiermodel nadhgewiesen werden, dald gerade ene verminderte zdluldre Immunabwehr
entscheidend fur die Suszeptibilitat des Tieres fur M. aviumist (Montali et al. 1998 Appelberg
et al. 2000. Obwohl Dorman und Holland (1998 zeigen konnten, dal3 fur die Immunabwehr
bei M. avium Infektionen das Zytokin IFN-yesentiel ist, konnte im Maus-Modell fur
Infektionen mit virulenten M. avium Stadmmen beobadtet werden, dal3 dieses Zytokin fur die
effektive Kontrolle der Replikation im Makrophagen eine geringe Rolle spielt (Appelberg et al.
200Q Florido et al. 1999. Gleiches gilt auch fur die bakteriozide Wirkung von NO, das sine
Wirkung auf virulente M. avium Stédmme im Makrophagen verfehlt (Gomes et al. 199%).
Interessanterweise ist M. avium tolerant gegeniber der Absenkung des pH-Wertes im
Phagosom nach der Aktivierung im Makrophagen. Im Gegensatz daau reagiert M. tuberculosis
auf eine Ansauerung des Phagosoms snsitiv (Gomes et al. 199%, Bodmer et al. 2000. Diese
neuen Daten maden eine Modifizierung des oben genannten Modells der Immunabwehr
notwendig. Es werden nun weitere, |FN-y unabhdngige Signale und Medanismen, durch die
das intrazdlulsre Wadstum unter anderem von virulenten M. avium Stémmen kontrolli ert

wird, angenommen (Florido et al. 1999.
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Eine mogliche Rolle kann dabei der CD40-Ligand, der den Makrophagen zum abtoten
intrazdluldrer Mycobakterien (M. avium) aktivieren kann, spielen (Hayashi et al. 1999. Der
CD40-Ligand wird auf T-Lymphozyten exprimiert, dieses kann auch die M. avium-Infektionen
bei HIV-Patienten, die @éne CD4"-T-Zellen-Konzentration unterhalb von 50 Zellen/ul haben,
erklaren (Horsburgh 1991). Die Induktion des programmierten Zelltods (Apoptose) der
infizierten Makrophagen ist ein weiterer Mechanismus der Immunabwehr auf die Infektion von
Mycobakterien zu reagieren (Mangan und Wahl 1991, Durrbaum-Landmann et al. 1996
Ragno et al. 1997 Ragno et al. 1998 Fratazz et al. 1999. Schon mach einer Infektion der
alveolaren Makrophagen mit Mycobakterien wird Apoptose der Makrophagen ausgelost
(Keane et al. 1997. Es wird angenommen, dal3 die Apoptose mit Mycobakterien infizierten
Makrophagen u.a. durch Abbauprodukten des Tryptophan-Katabolismus (Picolin-Saure)
initiiert wird (Pais und Appelberg 200Q. Apoptotische Zellen haben die Eigenschaft durch
Quer-Vernetzung von Proteinen Uber y-Glutamyl-Reste ihre Zellmembran zu stabili sieren und
dadurch intrazdlular Iebende Bakterien (Mycobakterien) zu sequestieren, um damit eine
weitere Verbreitung der Pathogene ai verhindern (Fesus et al. 1989 Frataza et al. 1997).
Dartberhinaus konnte gezagt werden, dal3 zu apoptotischen und mit Mycobakterien infizierten
Makrophagen neu hinzukommende Makrophagen das Wadstum der Mycobakterien zu 90%
inhibieren konnen (Frataza et al. 1997 Fratazz et al. 1999. Es wird postuliert, dal3 die
Apoptose mit Mycobakterien infizierten Makrophagen auch durch TNF-a induziert wird
(Keane et al. 1997). Virulente M. tuberculosis und M. avium Stdmme kdnnen durch Induktion
von IL-10 de Apoptose des Wirts-Makrophagen inhibieren, um damit ihr Uberleben im Wirt
zu verlangern (Balcewicz-Sablinska et al. 1998 Frataza et al. 1999 Balcewicz-Sablinska et
al. 1999. Das durch die virulenten Bakterien induzierte I L-10 bewirkt wiederum die Sekretion
des lodichen TNF-a Rezeotors Typ-2, welcher Komplexe mit TNF-a bildet. Es binden
dadurch weniger TNF—a Molekile an den auf dem Makrophagen lokaliserten Rezeptor, die
die Apoptose und andere bakteriozide Effekte induzieren konnen (Eriks und Emerson 1997,
Frataza et al. 1999 Balcewicz-Sablinska et al. 1999. Die Apoptose fir die Immunabwehr
und IL-10 ds ,Virulenz-Faktor® scheinen diesen neuen Untersuchungen eine grof3ere
Bedeutung bel mycobakteriellen Infektionen zu haben.
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1.4 Methoden zur ldentifikation von Virulenz-Genen und deren Charakteriserung bel

Mycobakterien

Im Gegensatz zu den immunologischen und zdlbiologischen Aspekten (1.1 — 1.3) wahrend
einer mycobakteriellen Infektion ist nicht sehr viel dartiber bekannt, welche Gene die Virulenz
verursadhen. Doch nicht zuletzt seitdem das Genom von M. tuberculosis sequenziert wurde,
steigt das Interesse, Virulenz-Gene zu identifizieren (Cole et al. 1998.

Es wurden und werden unterschiedliche Methoden benutzt, mdgliche Virulenz-Gene zu finden.
Eine Methode ist die genomische Subtraktions-Hybridisierung zweler Mycobakterien-Stamme,
bel denen Unterschiede im Genom zwischen virulenten und avirulenten Stammen untersucht
werden (Mahairis et al. 1996 Tizad et al. 1998. Es konnten aber bel Mycobakterien keine
DNA-Abschnitte, die man as genannte Pathogenitats-Inseln bezaechnen kann, identifiziert
werden (Tizard et al. 1998. Als Pathogenitéts-Inseln werden bis zu 200 b grol’e DNA-
Sequenzen, die von fremden Bakterien-Arten stammen kénnen und fur die Virulenz von zum
Beispiel uropathogenen Escherichia coli Stammen verantwortlich sind, bezechnet (Hadker et
al. 1997. Des weiteren wurden auch sogenanrte ,, RNA-arbitrarily-primed differentiell-display
PCRs* (RAP- oder DD-PCR) durchgefuhrt. Mit dieser Methode wurden bel virulenten
(H37Rv) und avirulenten (H37Ra) M. tuberculosis Stammen differentiell exprimierte Gene, die
fur die Virulenz verantwortlich sein kénnen, gesucht (Rivera-Marrero et al. 1998 Rindi et al.
1999. RiveraMarrero et al. (1999 identifizierten Gene, die vom avirulenten Stamm
differentiell exprimiert werden. Dagegen fanden Rindi et al. (1999 Gene, die nur vom
virulenten Stamm transkribiert werden, deren genaue Funktionen jedoch unbekannt sind.

Bei zdlbiologischen Untersuchungen hat sich herausgestellt, dal3 nur lebende Mycobakterien
die Phagosom-Lysosom Fusion verhindern und im Lysosom der Makrophagen persistieren
(1.3). Es wird daher angenommen, dal3 die Mycobakterien nach Induktion von Umweltsignalen
ihre Virulenz-Gene transkribieren (Amara und Satchidanandam 1997, Cirillo et al. 1997). Bei
anderen wirulenten Bakterien, wie aim Beispiel bei Vibrio cholerae, konnte dies bereits
gezeagt werden. Die Erhéhung der Temperatur oder der Osmolaritét induziert Virulenz-Gene,
die die Uberlebenschance von V. cholerae im Wirt erhdhen (Mekalanos 1992. Es exigtieren
mehrere Methoden diese Gene (Genprodukie) zu identifizieren. Eine davon ist das
»Proteomics’. Dabel hier werden in einer 2-dimensionalen Polyaaylamid-Gelelektrophorese
die Proteine aus Mycobakterien, die unterschiedlichen Umweltbedingungen zum Beispiel der

Infektion von Makrophagen ausgesetzt waren, aufgetrennt (Sturgill-Koszycki et al. 1997,
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Jungblut et al. 1999. Die Gelbilder werden miteinander verglichen und de Spots einzdnen
Proteinen zugeordnet. Es konnte fur intrazdluldre M. avium Bakterien gezegt werden, dal3
einige Proteine nach der Aufnahme in einen Makrophagen stérker exprimiert werden (Sturgill -
Koszycki et al. 1997). Yuan et al. (1998 identifizierten bel M. tuberculosis ein Protein (Acr),
das differentiell nur in der stationdren Phase exprimiert wird und dessen Fehlen zu einer
attenuierten Virulenz im Makrophagen fuhrt, die genaue Protein-Funktion ist noch unbekanrt.
Eine wetere Methode Virulenz-Gene, die durch Umweltsignale induziert werden, zu
identifizieren ist die dNA-Subtraktion (Plum und Clark-Curtiss 1994 Graham und Clark-
Curtiss 1999. Mit dieser Methode wurden Transkripte, die von Mycobakterien im
Makrophagen trankribiert werden, gefunden (Tabelle 1.1). Auf eines dieser Gene (mig) wird
unter 1.6 ndher eingegangen. Weitere Methoden benutzen Plasmide mit DNA-Bibliotheken, bei
denen mycobakterielle Promotoren kloniert wurden. In Verbindung mit Reportergenen, wie
zum Beispiel dem Gen fur das GFP (grin-fluoreszierendes-Protein) konnte die Promotoren-
Aktivitdt im Makrophagen untersucht werden (Marston und Shinnick 1996 Barker et al. 1998
Tricces et al. 1999. Eine weitere Methode aur Identifikation von Virulenz-Gene ist es, Gene
oder DNA-Expressons-Bibliotheken von virulenten Mycobakterien im avirulenten Bakterien
(M. smegmatis, E. coli) zu exprimieren, um damit im Makrophagen oder Tiermodell transgene
M. smegmatis oder E.coli Klone, die éne ehthte Uberlebensrate besitzen, zu erhalten
(Barker et al. 1996 Wieles et al. 1997, Wel et al. 200Q Miller und Shinnick 2000. Diese
Methode hat aber den Nadtell, dal3 nur Gene, die unabhéngig des artspeafischen Kontextes
ihre Virulenz vermitteln kénnen, identifiziert werden. Zum Beispiel wurden durch heterolge
Expresson des mce Gens in E. coli die Zellen befahigt in Sdugetierzdlen einzudringen und zu
Uberleben (Arruda et al. 1993. Komplementér dazu konnte nach Inaktivierung des mce Genes
bei M. bovis, eine geringere Invasonsrate in Epithelzdlen der genetisch veranderten
Mycobakterien beobaditet werden (Fleselles et al. 1999. Ein anderes Verfahren ist die
Herstellung einer Bibliothek von mycobakteriellen Mutanten mittels Transposon-M utagenese,
die aif eine dtenuierte Virulenz im Makrophagen- oder Maus-Modell hin untersucht werden
(Lagier et al. 1998 Camado et al. 1999. Bei diesen Untersuchung wurden Virulenz-Gene
oder potentielle Virulenz-Gene identifiziert (Sehe Tabelle 1.1).
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Tabelle 1.1: Einige Gene oder offene Leserahmen (ORF) von Mykobakterien, die durch
unterschiedliche Test-Systeme ds Virulenz-Gene identifiziert wurden. Referenzen: 1) Barker et
al. 1998 2) Triccas et al. 1999 3) Graham und Clark-Curtis 1999 4) Camado et al. 1999 5)
Lagier et al. 1998 6) Wei et al. 200Q 7) Wieles et al. 1997 8) Miller und Shinnick 200Q 9)
Arrudaet al. 199310) Bange et al. 199611) Plum und Clark-Curtiss1994

Test-System Gen mogdliche biologische-Funktion
(ORF)

Promotor-Induktion” pvdD Peptidsynthetase
Promotor-Induktion® tkt Transketolase (Pentosephosphat-Zyklus)
Promotor-Induktion? fadB4 Quinonoxidoreduktase (Fettsauresynthese)
Promotor-Induktion? cysD Sulfat-Adenylat-Transferase
cDNA-Subtraktion® SigE dternativer Sigmafakta
cDNA-Subtraktion® aceA | socitratlyase (Glyoxylsdure-Zyklus)
cDNA-Subtraktion® uvrA UvrABC Endonuklease
cDNA-Subtraktion® mce Makrophagen-Invasion
cDNA-Subtraktion*? mig potentielle Acyl-CoA-Synthetase
Transposon-Mutagenese” fadD26  Lipid-Metabolismus
Transposon-Mutagenese” lipF Lipid-Degradation (Lipase?)
Transposon-Mutagenese” pksb Polyketid-Synthase
Transposon-Mutagenese®®  leuD Leucin-Biosynthese

Transposon-Mutagenese” TB149  Peptid-Synthetase??

Virulenzin M. smegmatis®  eis unbekannt (Virulenz)

Virulenz in M. smegmatis”  trx Thioredoxin-Thioredoxin-Reduktase
Virulenz in M. smegmatis®  glnA Glutaminsynthetase

Virulenz in E. coli® mce Zell-Invasion

Einige weltere potentielle Virulenz-Gene wurden aufgrund unterschiedlicher Kriterien
gefunden. Es wurden Gene identifiziert, 1.) die Homologien zu Virulenz-Genen anderer
virulenter Bakterien besitzen, 2.) deren Genprodukte von Mycobakterien sekretiert werden und
3.) die in avirulenten Stédmmen mutiert sind (Shinnick et al. 1995 Collins 199. Dazu gehort
das Gen tlyA, das fur ein hdmolytisches Protein, welches zu den Hamolysinen anderer
pathogener Bakterien homolog ist, kodiert (Wren et al. 1999. Drel weitere Gene sind das
katG (Katalase), das gInA (Glutaminsynthetase A) und das sod (Superoxid-Dismutase), die
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aufgrund ihrer katalytischen Eigenschaften eine Rolle bel der Virulenz der Mycobakterien
spielen kdnren. Die Katalase (KatG) sowie die Superoxid-Dismutase (SOD) kénnen toxische
Sauerstoff-Derivate ebbauen, ihnen wird daher eine fir das Uberleben im Makrophagen
notwendige Schutzwirkung zugeschrieben. Die Bedeutung von KatG fir die Virulenz konnte
bei M. tuberculosis manifestiert werden, dagegen war eine katG Mutante von M. intracdlulare
unverandert virulent (Harth et al. 1994 Wilson et al. 1995 Heym et al. 1997, Marklund et al.
1998 Harth und Horwitz 199%). Die Bedeutung konrte bel der Glutaminsynthetase fUr die
Virulenz im Makrophagen-Modell gezagt werden. lhre katalytischen Eigenschaften werden
mit der Zellwandbiosynthese und dem Abbau von giftigem Ammonium im Phagosom in
Zusammenhang gebradht (Harth und Horwitz 1997 und 199%, Harth et al. 200Q Miller und
Shinnick 2000. Auch sekretierte Proteine werden as Schlissel fur die Virulenz von
Mycobakterien angesehen. Ihre Gene wurden auf unterschiedliche Weise, zum Beispiel mittels
phoA-Fusion oder computergestiitzt, identifiziert (Lim et al. 1995 Chubb et al. 1998 Gomez
et al. 2000. Besonders interessant sind Proteine, gegen die im Serum von Tuberkulose-
Patienten Antikorpern gebildet werden, wie aum Beispiel die Antigene Ag8%a-c und Agl9
(Young und Garbe 1991Young et al. 1992. Man erhofft sich mit diesen und anderen
Antigenen, neue Impfstoffe gegen die Tuberkulose a1 entwickeln (Ulrichs et al. 1998 Hess
und Kaufmann 1999 Hesset al. 200Q Cohavy et al. 1999. Ihre Bedeutung fur die Virulenz
ist dagegen umstritten. Es konnte bei M. intracdlulare fur eine Agl9-Mutante keine
attenuierte Virulenz im Maus-Model beobadtet werden (Mahenthiralingam et al. 1998.
Gleiches gilt auch fur M. tuberculoss-Mutanten, denen die Antigene Ag8% oder Ag8tc
fehlen, sie zagten keine atenuierte Virulenz im Makrophagen-Modell. Dagegen war dies bel
einer Ag85a-Mutante der Fall (Jadkson et al. 1999 Armitige et al. 2000. Die Ag85-Proteine
haben wahrscheinlich eine Funktion als Mycolyl-Transferasen bei der Zellwandbiosynthese
(Jadkson et al. 1999. Auch die Inaktivierung des Gens fur das Zellwandprotein Erp von
M. tuberculosis hatte ane dtenuierte Virulenz zur Folge, die Funktion ist jedoch dieses
Proteins unbekannt (Berthet et al. 1998. Als Virulenz-Gen bel M. tuberculosis wurde aich
der generelle Sigma-Faktor (rpoV) identifiziert. Eine Puntkmutation in diesem Sigma-Faktor
fuhrt zu einem attenuierten Phanotyp (Collins et al. 1995 Collins 1996. Weltere Virulenz-
Gene sind Gene, dessen Genprodukte an der Eisen-Aufnahme und dem -Metaboli smus betelli gt
sind. Die Regulation dieser Prozes ist mit Genen, die nach oxidativem Stref3 ader wahrend
der Persistenz im Makrophagen exprimiert werden (katG, sod oder auch mtrA), verkntipft. Die
Regulation des Eisen-Metabolismus hat somit, neben der Aufnahme von Eisen auch ene
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wichtige Funktion fir die Regulation der Virulenz (Manabe et al. 1999 DeVosset al. 1999
Zhu et al. 1998 Viaet al. 1996. Im Ganzen sollte gezagt werden, dal bislang viele Gene, die
mit der Virulenz zusammenhéngen, identifiziert wurden. Es fehlen jedoch noch Informationen,
wie diese @nzdnen Gene aum Beispiel die Fusion des mycobakteriellen Phagosoms mit dem

Lysosom im Makrophagen verhindern kénren.

1.5 Gezidlte Inaktivierung von Genenbe langsam-wachsenden Mycobakterien

Erst seit wenigen Jahren ist die Transformation von langsam-wadsenden Mycobakterien mit
rekombinanter-DNA durch die Elektroporations-Tedhnik moglich (Jambs et al. 1991, Hatfull
1993. Ein gezehlter Genaustausch wurde ast in den letzten Jahren beschrieben (Norman et
al. 1995. Ein grof¥es Problem fir einen gezelten alelen-Austausch ist eine hohe Rate
illegitimer Rekombinationen, die bis zu 80% betragen kann (Kalpana et al. 1991, Aldovini et
al. 1993 McFadden 1996. Eine Methode, dieses Problem zu umgehen, zdgten
Balasubramanian et al. (1996, indem sie lange lineae DNA-Fragmente ds Substrate fir eine
homologe Rekombination benutzten. Sie konnten damit das leuD-Gen bei M. tuberculosis
gezdt inaktivieren, mit anderen Vektoren (zum Beispiel Suizid-Plasmiden) hatte dies nicht
funktionierte. Diese 50 Ko-langen genomischen DNA-Fragmente ethielten ein durch ein
Kanamycin-Resistenzgen (aph) inaktiviertes leuD-Allel. Die Herstelung deser DNA-
Fragmente geschah in E. coli mittels Konjugation und homologer Rekombination eines
leuD::aph-Allels mit einem 50 Ko grof:en Cosmid, auf dem das leuD-Gen lokalisiert war
(Balasubramanian et al. 1996. Es wurden his heute Mutanten von unterschiedlichen
Mycobakterien-Arten, zum Beispiel M. bovis, M. tuberculoss oder M. intracdlulare
konstruiert (Marklund et al. 1995 Pelicic et al. 1997, Baulard et al. 1996. Jedoch war ein
dleler-Genaustausch bal M. intracdlulare nur mit avirulenten Wildtyp-Stémmen moglich
(Marklund et al. 1998. Gene von M. avium konnten bs zu deser Arbet nicht gezelt
inaktiviert werden. Zwel Grinde dafir liegen in einer sehr hohen Spontanresistenzrate
(bis 10°) und in einer geringen Transformationseffizienz mit der Elektroporation bei dieser Art
(Inderlied und Nash 1997, Foley-Thomas et al. 1995 Batoni et al. 1998. Jedoch ist eine
effiziente genetische Manipulation von M. avium fur eine Untersuchung der Virulere desMAC

notwendig.
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1.6 Das M akrophagen-induzierte Gen (mig) von M. avium

Das mig-Gen wurde bei M. avium von Plum und Clark-Curtiss (1994 durch eine dDNA
Subtraktion entdedkt. Fur die Subtraktion wurde RNA aus M. avium #5-8 Zellen, die am
einen aus infizierten Makrophagen und zum anderen aus Zellen, die in 7H9-Medium kultiviert
wurden, stammten, isoliert. Die RNAs wurden, nadh der Subtraktion der rRNA, in cDNA
umgeschrieben. Fir die dNA-Subtraktionen wurde dNA aus in vitro gewadsenen
Mycobakterien im Uberschul® mit der cDNA, die aus intrazeluldren Mycobakterien gewonnen
wurde, hybridisiert. Nadhdem die Hybridsierungsprodukte aus dem Ansatz subtrahiert wurden,
konnte das Makrophagen-induzierte Gen (mig) durch Hybridiserung mit genomischer
M. avium-DNA auf einem 2,8 kb grof?en BamHI-DNA-Fragment identifiziert und Kkloniert
werden (Plum und Clark-Curtiss1994). Der ORF des Gens mig konnte aufgrund einer DNA-
Sequenzierung und Southern-Hybridisierungen as ORF1 (GenBank: U43598 Nukleotid 496
bis 1383 295 Aminosauren, Anhang A) identifiziert werden. Das Molekulargewicht des
Genproduktes wurde mit 31,6 kDa berechnet (Plum et al. 1997). Ein zum mig-Gen homologes
Gen konrnte bel M. intracdlulare mit Southern-Untersuchungen identifiziert werden, jedoch
war dies fir andere Arten, wie aum Beispiel M. smegmatis, nicht der Fall (Plum, personliche
Mittellung).

Das mig-Gen wurde in E. coli und M. smegmatis heterolog exprimiert. Die Genprodukte
wurden bei ener Immunodetektion mit einem Mig-speafischen AntikGrper mit
unterschiedlichen Molekulargewichten nachgewiesen. Die heterolog exprimierten Genprodukte
aus E. coli und M. smegmatis waren circa30 kDa leziehungsweise circa60 kDa grof3 (Flum et
al. 1997. Die Ursade fir ein 60 kDa grof3e Genprodukt war bis zur vorliegenden Arbeit
unklar. Zum einen hétte es sch um ein Dimer von Mig handeln kdnnen. Zum anderen wurde
von Plum et al. 1997 eine Fusion des ORF1 mit einem direkt am 3 Ende Uberlappenden
zweiten ORF (ORF3; Nukleotid 1361bis 2149 postuliert. Dies kann durch ein Verrutschen
der Ribosomen um ein Nukletotid, verursadit durch eine RNA-Haanadelschleife zwischen den
Nukleotiden 1273 und 1292 geschehen (Plum et al. 1997). Durch die Expresson von Mig in
M. smegmatis konrte ene eahohte Uberlebensrate im Makrophagen-Infektionsmodell
beobadtet werden, dies unterstreicht die Bedeutung dieses Genes fur die Virulenz (Plum et al.
1997). Das Mig-Protein konnte in M avium nur bel Immunodetektionen im Zell-Lysat und in
der unloglichen Fraktion nachgewiesen werden, wenn die Bakterien aus einer Makrophagen-

Kultur oder aus Kulturen mit leicht saurem pH-Wert (pH 5,0-6,0) isoliert wurden (Plum et al.
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1997). Hieraus wurde geschlossen, dal3 die Transkription des mig-Gens durch Saure induziert
wird. Das Genist in Abhbildung 1.2 und Anhang A damgedellt.

In der moglichen mig-Promotor-Region befindet sich ein 23 bp langer DNA-Abschnitt, der
eine DNA-Sequenz mit einem relativ hohen AT-Gehalt fir Mycobakterien von 57 %, besitzt.
Hier konnte e@ne —10 Region, die ane 100%ige Homologie a1 der von Bashyam et al. (1996
propagierten Konsensus-Sequenz (TANNAT) fur Mycobakterien besitzt, identifiziert werden
(Plum et al. 1997). Eine -35-Region scheint wie bei anderen mycobakteriellen Promotoren zu
fehlen (Bashyan e al. 1999. De  Transkriptions-Startpunkt konnte  Uber
Starterverlangerungs-Experimente ("Primer-Extension) aufgrund des hohen GC-Gehaltes
nicht ermittelt werden (Plum, personliche Mittellung). Im Bereich der Promotor-Region
wurden auch mogliche Erkennungsdellen fur Transkriptionsfaktoren identifiziert. Als direkte
Wiederholungen kommen dort viermal die Sequenz GACGGC und zweima die Sequenz
ACGGCCGC vor. Aul3erdem treten zwei palindromische Oktamere, CGACGTCG (P1) und
CGTCGACG (P2), die ineinander geschadhtelt sind, und ein Palindrom, AAGATCTT (P3),
das im Bereich einer potentiellen —35 Region liegt, auf (Abbildung 12). Der mig-Promotor
war in E. coli nur aktiv, wenn ein DNA-Abschnitt um die potentielle —35 Region deletiert und
gegen einen Abschnitt mit einem AT-Lauf ersetzt wurde (Thilo, unver6ffentlichte Ergebniss).
AT-Laufe ezeugen mest Kurvaturen, die mit DNA-Krimmungen, die durch
Transkriptionsfaktoren hervorgerufen werden, aquivalent sind. Es kann daher angenommen
werden, dal3 Transkriptionsfaktoren (Aktivatoren) die Promotor-Aktivitét regulieren (Wilkens
und Riiger 1994 Lavigne et al. 1992.
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Abbildung 12: Das mig-Gen tragende DNA-Fragment aus M. avium mit ORF1, ORF3 und
Prig- Die Palindrome (P), die direkten Wiederholungen und der durch das Internet-Programm
NNPP errechrete Transkriptions-Startpunkt (TS) des Promotors snd duch Pfelle
gekennzechnet (Naheres Sehe Text).

1.7 Der alternative Sigma-Faktor Sige

SigE gehort zu der Familie der Sigma-Faktoren fir extrazytoplasmatische Funktionen (ECF).
Die ECF-Sigma-Faktoren sind Proteine, die Funktionen, die im weitesten Sinne mit der
LZelhille® zusammenhéngen, regulieren. Be Gram-negativen Bakterien (E. coli,
Pseudamonasaeruginosa) it der  SigmaFaktor  SIgE besonders  wéhrend
extrazytoplasmatischer Stref3-Situationen aktiv. FUr E. coli konnte gezegt werden, dal3 SIgE
eine wichtige Rolle bei der Bewdltigung von extrazdluldrem Hitze-Strefd spielt, wobei unter
anderem die Transkription des Hitzeschock-Sigma-Faktors SigH (sigH) von einem SigE-
abhéngigen Promotor reguliert wird (Connolly et al. 1997). Die Aktivitdt von SigE wird duch
die Konzentration von fehlgefateten auf3eren Membranproteinen oder periplasmatischen
Proteinen moduliert (Mecsas et al. 1993. Die Regulation wird dabei von einen Anti-Sigma-
Faktor (RseA) ,einem inneren Membranprotein, kontrolli ert. Dieser sequestriert und inaktiviert
SigE, solange an periplasmatisches Regulator-Protein (RseB) an RseA bindet (Missakas et al.
1997). Durch extrazdluldren Stref3 (Hitze) erhdht sich die Menge an fehlgefateten Proteinen,
RseB bindet an diese Proteine und 10st seine Verbindung zu RseA, mit der Folge, dal3 SIgE im

Zytoplasma frei und aktiv vorliegt (De Las Penas et al. 1997). In einer neueren Studie konnte
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gezegt werden, dal3 die SigE-Aktivitdt durch das relative Verhdtnis von SIgE zu RseA
reguliert wird. Die RseA-Konzentration wird duch Proteolyse kontrolliert, hierfir ist die
innere Membranprotease DegS verantwortlich (Ades et al. 1999). Ein wichtiges Protein, das
durch SigE kontrolliert wird ist die periplasmatische Protease DegP, die fehlgefaltete Proteine
im Periplasma degradiert. Die HtrA-Protease von Sdmonella typhimurium, ein homologes
Protein zu DegP, ist als Virulenz-Faktor bekannt. Eine htrA-Mutante von S, typhimurium ist
im Tiermodell in der Virulenz dtenuiert, diese Mutante konnte sogar as Impfstoff fir Méuse
eingesetzt werden (Johnson et al. 1991, Chatfield et al. 1992. Auch Mycobakterien besitzen
ein htrA-Gen, das unter der Kontrolle von SIgE steht (Wu et al. 1997). Die sige-Gene von
M. tuberculosis, M. avium und M. smegmatis wurden von Wu et al. 1997 KRoniert und
sequenziert, wobel die deduzierten Aminosdure-Sequenzen zu 90% identisch waren. Sie
konnten aufRerdem zedgen, dal3 eine sSigE-Mutante bei M. smegmatis nadch Hitze Stref3, bei
saurem pH-Wert oder nadh Behandlung mit Detergenzien oder H,O, eine geringere
Uberlebensrate besitzt als der entsprechende Wildtyp (Wu et al. 1997). Ebenfalls wurde
nadhgewiesen, dal3 das sSigE-Gen bal M. tuberculosis wahrend der Infektion im Makrophagen
starker transkribiert wird (Graham und Clark-Curtiss 1999. Jedoch wurde die Eigenschaft als
Virulenz-Faktor bis zu deser Arbeit nicht gezegt. Dies a3t sich aufgrund der bisher
erhobenen Daten auch nicht deduzieren, da Mycobakterien wahrscheinlich zenn Sigma-
Faktoren der ECF-Familie, die anen Ausfall eines einzdnen Sigma-Faktors sibstituieren
konnen besitzen (Manganelli et al. 1999. Die Funktion von SigE bel M. avium wurde bis zu

dieser Arbeit noch nicht untersucht.

1.8 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit war eine Charakteriserung der potentiellen mycobakteriellen Virulenz-Gene
mig und SigE von M. avium:

(1) Um die Bedeutung der potentiellen mycobakteriellen Virulenz-Gene bei M. avium zu
untersuchen, sollten beide Gene inaktiviert werden. Da es bis zu dieser Arbeit noch nicht
gelungen war, Gene gezelt in M. avium zu inaktivieren, mufdte ainadst eine adaguate
Mutagenesestrategie entwickelt werden.

(2) Die Mutanten sollten anschlief3end in einem Infektionsmodell mit humanen Makrophagen
auf ihre Virulenz hin untersucht werden, um eine mogliche Attenuation und damit die

Bedeutung der Gene fir die Virulenz zu bestimmen. Bei einer M. avium sigE-Mutante sollte
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auch der EinfluR von extrazedlularem StreR auf die Uberlebensrate (Hitze, saurer pH-Wert,
SDS) untersucht werden.

(3) Die Funktion(en) von Mig war(en) bis zu deser Arbeit nicht bekannt. Da das Protein in
vorhergehenden Studien ncht aus M. avium isoliert werden konnte, sollte es als Mig-Hiss-
Fusionsprotein in E. coli heterolog exprimiert, angereichert und biochemisch charakterisiert
werden.

(4) Der putative mig-Promotor solite aif die Promotorstarke und auf madgliche
Transkriptionsfaktoren hin untersucht werden. Da bel M. avium eine stabile Transformation
mit rekombinanten Plasmiden und eine Transposon-Mutagenese nicht moglich ist, sollte dies
Uber ein fur die mig-Promotor-Region entwickeltes bakterielles "One-Hybrid-System” in

E. coli gexhehe.
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2. Material und M ethoden

2.1 Material

2.1.1 Oligonukleotide

Fur die PCR, die Sequenzierungen und als DNA-Fragmente fir Klonierungen wurden die in
Tabelle 2.1 angegebenen Oligonukleotide engesetzt, die von der Firma MWG-Biotech AG
bezogen wurden. Einige Sequenzierungen wurden wvon der Firma MWG-Biotech AG

durchgefihrt, die von dieser Firma verwendeten Oligonukleotide sind hier nicht aufgefihrt.

Tabelle 2.1: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (52 3) Anzahl der Nukleotide
—35REGIONFW GATCATTGACAT 12
—35REGIONRW GATCATGTCAAT 12
KANFW GAACTTTTGCTTTGCCAC 18
KANRW TTTATGCTTCTTCCGACC 18
M13-Forward-Primer GTAAAACGACGGCCAG 16
M13-Reverse-Primer CAGGAAACAGCTATGAC 17
MI1G1005 GTCCGCGCAGCCACCACC 18
MI1G1549 CTCCGACGACCCGACGCC 18
MIG173 ACCATGCAGGGGCATTTCAC 20
MIG472 TAGCAGGGGACCATCAGG 18
MIGGNFW CGCCGCGTATCTGCACTC 18
MIGGNRW TTTCATCCGTTCACCGCC 18
MIGHISFW AAGGATCCCACCACAACAGCATTCAC 26
MIGHISRW AACTGCAGGGGACCGCACGAC 21
MIGKANFW ACACCACAACAGCATTCAC 19
MIGKANRW CACTCACATCAACCAACC 18
MIGTRUNCFW CGACCGTCGCTACACCTACC 20
MIGTRUNCRW ATCGCCGTCATCACCTC 17
P1 GCCGCCGAAACGATCTAC 18
P2 AGGTGGCGTCGAGGAAGAC 19
pLR7-F1 GGCAGCTGAATAAACGGCGAAAC 23
pLR7-R1 GGATATCACAACGGGCAAACAC 22
SIGEFW CAGCATCCCGAGCAG 15
SIGERW CAGCAACCACAGCcCC 15
SIGETESTFW GCTGGCTTACCGGCTTTC 18
SIGETESTRW CACCCGCTCGTAGTCCTC 18
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2.1.2 Plasmide

Die verwendeten Plasmide und ihre Eigenschaften sind in der folgenden Tabell e beschrieben.

Tabelle 2.2: Verwendete und hergestellte Plasmide

Plasmide Charakteriserung Referenz/Quelle
p#6 2,94 kb DNA-Fragment genomischer inseriert in Diese Arbeit
BamHI von pUC18
p#10 Plasmid mit p#6identisch Diese Arbeit
p#59 3,7 kb DNA-Fragment aus M. avium Genom inseriert  Diese Arbeit
in BamHI von puC18
pBBR1IMCS lacZa Cm' rep mob Kovach et al. 1995
pBluescript Il Pr7 Prs PaclacZ' Amp' ColEL Stratagene
(SK)
pBSL141 Amp’' Gm' Alexeyev et al. 1995
pBSL142 Amp"; Q-Gm' Alexeyev et al. 1995
pCM2-1 Q-Gm' Pyiq —Kasstte aus pMigPromOGm inseriert in - Diese Arbeit
Sacll von pGFP (Prig nicht in Orientierung vongfp)
pCM2-2 Q-Gm' Py —Kasstte aus pMigPromOGm inseriertin - Diese Arbeit
Sacll von pGFP (Prig in Orientierung vongfp)
pCM2-3 Gm' Kasstte aus pBSL 141 inseriert in Sacll von Diese Arbeit
pPGFP (Promotor von Gm' in Orientierung vongfp)
pCM3 Q-Gm' Prjg aus pMigPromOGm inseriert in Sacll von Diese Arbeit
PGFP (Pnig in Orientierung vonlacZz)
pCM4 hybridisierte Oligorukleotide -35REGIONFW und Diese Arbeit
-35REGIONRW inseriert in Bglll vonpCM3
pCR2-1 Topo TA-Klonierungsvektor (T opoisomerase) Invitrogene,
pCvD442 sacB Amp" R6K ori RP4 mob Donnenberg et al.
1991
pFDY 157 lacz K. Schnetz
pGFP gfp aus pGPC260inseriert in Hindlll und Sacll von Diese Arbeit
pBBRIMCS
pGPC100 2,8 kb goRes M. avium DNA-Fragment mit mig (Gen-  Plum et al. 1997

Bank/EMBL: U4359§; Cm'
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Plasmide Charakteriserung Referenz/Quelle

pGPC100-1 pGPC100Ddeion enes 1,2 kb EcoRI-Fragmentes Diese Arbeit
durch partidlen Verdau > Amig

pGPC100-2 Gm'-Kasstte aus pBSL 141 inseriert in EcoRI von Diese Arbeit
pGPC1001 2> Amig::aacCl

pGPC119 Km'-Kasstte aus pUC4K inseriert in Notl von Diese Arbeit
pGPC100(mig::aph)

pGPC120 wie pGPC119 Km' —Kassette aus pUC4K in anderer Diese Arbeit
Orientierung inseriert

pGPC121 mig::aph-Alld aus pGPC119 inseriertin ECORV von  Diese Arbeit
pVE-5

pGPC126 mig::aph-Alld aus pGPC119inseriert in Smal von Diese Arbeit
pCVvD442

pGPC127 Cosmid mit mig::aph-Alld Rekombinationsprodukt aus  Diese Arbeit
pYA1400und pGPC126

pGPC129 sacB pLR7 ori HmM' ColE1 (Methoden 2.2.1) Diese Arbeit

pGPC130 mig::aph-Alle aus pGPC119in EcoRV vonpGPC129 Diese Arbeit

pGPC135 PCR-Produkt MIGTRUNCFW-MIGTRUNCRW in Diese Arbeit
pCR2-1

pGPC136 Gm'-Kasstte aus pBSL 141 inseriert in BamHI von Diese Arbeit
pGPC135

pGPC137 Q-Sm'/Sp'-K asstte aus pHRP316inseriert in Hindlll Diese Arbeit
von pGPC136

pGPC150 Amp' ColE1; 592 bpKpnl-BspHI DNA-Fragmentder  Plum et al. 1997
mig-Gen koderenden Region fusioniert mit Hiss-Codon
flr carboxyterminales Mig-His6-Fusionsprotein

pGPC200 Cm' mig pAL50000ri Plumet al. 1997

pGPC251 Col E1 Km' pAL5000ri luxAB; mig Promotor-Region  G. Plum

pGPC252 Col E1 Km' pAL5000ri luxAB; rRNA Promotor- G. Plum
Region

pGPC255 Col E1 Km' pAL5000ori luxAB G. Plum

pGPC260 gfp Km' L. Thilo

pGPC291 PCR-Produkt SIGEFW-SIGERW inseriert in Xbal und  Diese Arbeit

Xhol von pGPC294

26



Material und M ethoden

Plasmide Charakteriserung Referenz/Quelle

pGPC292 Gm' Kasstte aus pBSL 141inseriert in Xmnl von Diese Arbeit
pGPC291

pGPC293 Pwull -Fragment (sigE::aacC1) inseriert in Smal von Diese Arbeit
pBBRIMCS

pGPC294 Km' —Kasstte aus pUC4K inseriert in Xmnl von Diese Arbeit
pBluescript

pHis5 PCR-Produkt MIGHISPN-MIGHISRW inseriert in Diese Arbeit
BamHI und Pstl von pQE10 fiir aminatermi-nales Mig-
Hiss-Fusionsprotein

pHis9 Ascl-Pstl-Deetion eines 0,8 kb DNA-Fragmentes von Diese Arbeit
pHis5 fir deletiertes aminaterminales Mig-Hiss-
Fusionsprotein

pHRP316 Q-SM'/Sp'-Kasstte; Amp' Parales und Harwood

1993

pLacZ lacZ aus pFDY 157 inseriert in Xbal und EcoRV von Diese Arbeit
pBBRIMCS

pMigGm Amig::aacC1 aus pGPC100inseriert in EcoORV Diese Arbeit
pBBR1MCs

pMigProm mig Promotor-Region (Prig) aus pGPC100inseriertin - Diese Arbeit
BamHI und Notl von pBlueskript

pMigPromOGm Q-Gm' —Kasstte aus pBSL142inseriert in Pstl von Diese Arbeit
pMigProm

pQE10 Piac AMp" ; Hisg-Fusionsprotein-Expressonsvektor Qiagen, Hilden

PREP4 p15Aori Km' lacl® Qiagen, Hilden

pRK2013 tra(RK2)" Km' ColE1 Figurski und Helinski

1979

puUC18 Amp’ ColE1 Pig Pharmada

pUC4K Km' Pharmada

PVE-5 sacB pAL50000ri HmM' ColE1 J. Crawford

pYA1400 Cosmid mit Wildtyp mig-Allel auf 50kb groRen DNA-  Plumet al. 1997

Fragment aus M. avium
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2.1.3 Bakterienstamme und Cosmid-Bibliothek

Tabedle 2.3: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Charakterisierung Quele
E. coli DH5a F [®80dAlacZM15] A(lacZYA-argF)Uu169 Life
deoR Tednologies
E. coli LE392 F el4 (McrA’) hsdR514 (ry my) supE44  Maniatis et al.
supF58 lacYl or A(laclZY)6 galK2 galT22 1989
metB1 trpR55
E. coli M15 [pRep4] Nal®Str® Rif* Thi Ara” Gal* Mtl' F RecA™  Qiagen
Uvr® Lon" pREP4
E. coli NM554 recA13 araD139 A(ara-leu)7969 A(lac)l7A  Stratagene
galU galK hsdR rpsL (Str') merA merB
E. coli S17-1 Ec294:[RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)], pro, Timmes
res, recA, tra”, Tp', Sm'
E. coli SY327A (pir) F [Alac-pro] argE(AM) rpoB nalA recA56 Timmes
M. avium #5-8 Serotyp-4 klinisches Isolat Plum und Clark-
Curtiss1994
M. avium A5 Klinisches I solat Beggset al. 1995
M. avium KOQ7 SigE::aacCl Diese Arbeit
M. avium NSN94 klinisches | solat Batoni et al.
1998
M. avium TMC728 Kli nisches Isolat F. Collins

M. smegmatis mc?155 elektroporationskompetenter M. smegmatis W.R. Jacobs
Stamm

Die Cosmid-Bibliothek stammt von G. Plum, die Herstellung ist in Plum und Clark-Curtiss
(1999 beschrieben.

2.1.4 Antikorper

Fur die Immunodetektionen wurden folgende Antikorper verwendet:

MRGSHis-Antikorper (Qiagen); Mig-Antikorper affinitétsgereinigt (Plum et al. 1997); Ziege-
Anti-Kaninchen-HRP-Konjugat (Amersham); Anti-Dig-AP-Konjugat und Fab-Fragmente
(Boehringer).
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2.1.5 Membranen und Filter

Diaysefilter (Milli pore), Filterpapier (Madherey-Nagel, MN), Hybond N Nylon-Membran
Eﬁﬂr_rl;_ermar)n Buchler), PVDF-Membranfilter (Schleicher & Schuell), Sterilfilter 0,45um
illi pore

2.1.6 Chemikalien

Acrylamid / N,N'-Methylenbisaaylamid (Amresco), ATP (Boehringer), Agar-agar (Baker,
Serva), Agarose (Se&kem, Biozym), Ammoniumacdat (Baker), Ampicillin (Sigma), Bado-
Trypton (Difco), Chloroform (Baker), CoEnzymA = CoA (Sigma), Colistin (Sigma), CPD
(Promega), Desoxynukleosid-, Didesoxynukleosid-5'-Triphosphate (Perkin-Elmer,
Boehringer), DTE (Boehringer), Dithiothreitol = DTT (Boehringer), Essgsdure (Riedel de
Hae), Ethanol (Riedel de Haen), Ethylendiamin-N,N,N',N'Tetraessgsaure-Dinatriumsalz =
EDTA (Merck), Ethidiumbromid (Bio-Rad), Ficoll-Pague (Pharmada), Formadehyd (Riedel
de Hae), Formamid (Riedel de Haen), Gentamycin (Sigma), Glukose (Roth), Glycerin
(Rieddd de Hae), Hefe-Extrakt (Difco), Isoamylalkohol (Merck), Isopropyl-f3-D-
thiogalaktopyranosd = IPTG (Boehringer), Kanamycin (Sigma) 100 Bp Marker (Gibco
BRL), ,1kb ladder* (MBI), B-Mercgotoethanol (Serva), Natriumchlorid (Riedel de Haen),
Natriumdesoxycholat = NaDoc (Serva), Natriumdodegylsulfaa = SDS (Biomol),
Phosphoenolpyruvat = PEP (Sigma), Polyvinylpyrrolidon (Sigma), Palmityl-CoA (Sigma),
Protein Grolenstandard , rainbow-ladder” (Amersham) und ,prestained marker, low range
ladder” (Bio-Rad), Proteinase K (Sigma), reduzierte Form des Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotids = NADH (Boehringer), Rinderserumabumin = RSA oder BSA (Serva), RPMI
1640 (Life Technologies), Sactarose (Merck), Sephadex G50 (Pharmaada), Spedinomycin
(Sigma), Streptomycin (Sigma), Taurin (Merck), N,N,N',N-Tetramethylethylendiamin =
TEMED (Serva), Bromphenolblau (Sigma), Tetrazyklin (Serva),
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan = TRIS (Riedel de Haen), Tween80 (Serva) 5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-3-galaktopyranosid = X-Gal (Boehringer), Xylencyanol (Chroma).

Die Fettsduren Butansure, Pentansdure, Hexansdure, Heptansdure, Oktansaure,
Dodekansaure, Tridekansaure, Myristinséure, Palmitinsdure, Aradidonsdure, Linolensdure
und Olsaure wurde von der Firma Sigma bezogen

Alle sonstigen Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen
Amersham Buchler, Baker, Bio-Rad, Boehringer, Merck, Qiagen, Riedel de Haen, Roth,
Se&em, Servaund Sigma bezogen.

2.1.7 Enzyme und Inhibitoren

RNAseA (Boehringer), Klenow-Fragment (New England Biolab), Lysozym (Biomol),
Lambda-Terminase (Takara), Restriktionsenzyme (Boehringer, New England Biolab),
Sequenase (Perkin-Elmer), T4-DNA-Ligase (Gibco BRL, MBI-Fermentas), T4-DNA-
Polymerase (Eurogented, Tag-DNA-Polymerase (Boehringer, MBI, Qiagen), Pfu-DNA-
Polymerase (Promega), Alkalische Phosphatase (Boehringer), Myokinase (Sigma), Laktat-
Dehydrogenase (Boehringer), Pyruvat-Kinase (Boehringer)

2.1.8. Haufig verwendete Medien, Puffer und L ésungen

Middlebrook 7H9 (7H9-M edium): 0,25 % Na,HPO,. 0,1 % (w/v) KH2PO4; 0,05 % (w/v)
NaGlutamat, 0,05 % (w/v) (NH4)2SO4, 0,01 % (w/v) Na-Citrat, 0,005 % (w/v) MgSO47H-0,
0,004 % (w/v) Eisen Ammonium-Citrat, 0,0001% (w/v) CuSQO4, 0,0001% (w/v) Pyridoxine,
0,0001% (w/v) ZnSO4, 0,00005% (w/v) Biotin, 0,00005% (w/v) CaCl,, 0,2 % (V/v)
Twean80 und 100ml ADC
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ADC: 5% (wiv) BSA, 2 % (w/v) Glukose, 0,85 % (w/v) NaCl

OADC: ADC + 0,05 % Olsiure

Middlebrook 7H10: Middiebrook 7H9wird mit 15 g Agar/1000ml versetzt

LB Medium: 1,5 % (w/v) Trypton, 05 % (w/v) Hefeextrakt, 05 % (w/v) NaCl, pH 7,2

Festmedien: Zur Herstellung von Festmedium wurde dem entsprechenden Flissgmedium
vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar zugestz.

a-Komplementations-Agar: (Sambrook et al. 1989 : 1 ml 100 mM IPTG in 70% (v/v)
Ethanol; 5 ml 2 % (w/v) X-Ga in DMF auf 300ml LB-Agar

Tabelle 2.4: Endkonzentrationen der verwendeten Antibiotika (wenn richt anders
angegeben)

Antibiotikum Konzentration fur  Konzentration fur
E. coli (ug/ml) M. avium (ug/ml)

Ampicilli n 100 -
Chloramphenicol 50 30
Colistin 30 -
Gentamycin 5 20
Kanamycin 50 50
Spedinomycin 50 50
Streptomycin 50 50

M akrophagen-Medium: RPMI 1640mit 2 mM Glutamin und 5 % autologem-Serum
SC (1x): 0,15M NaCl, 15mM Na-Citrat, pH 7,0

DNA-Lyss-Puffer: 1 mM Na&EDTA, 50mM TrigHCI (pH 8,0), 25 % (w/v) Sactarose, 1
% N-Laurylsarkosin

Protein-Lysis-Puffer (Mycobakterien): 50mM Tri/HCI (pH 8,0), 10mM NaCl, 5mM
NaEDTA, 10% (v/v) Glycerol, 5 % (v/v) B-Mercgptoethanol

Protein-Lysis-Puffer: 50 mM NaH:PO, (pH 8,0), 300mM NaCl, 10mM Imidazol
Protein-Wasch-Puffer: 50 mM NaH2PO, (pH 8,0), 300mM NaCl, 20 mM Imidazol
Protein-Elutions-Puffer: 50 mM NaHPO, (pH 8,0), 300mM NaCl, 250 mM Imidazol

Protein-Proben-Puffer: 5% (w/v) pB-Mercegptoethanol, 6% (w/v) SDS, 0,6% (w/v)
Bromphenolblau, 20% (v/v) Glyceral
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2.1.9 Geréate

Elektrophoreseapparaturen Bio-Rad Mini-Protean Gelkammer [I TM
Pharmada Gelkammern fir Agarosegel-Elektrophorese

Elektroporationsger at Bio-Rad Gene Pulser
Feinwaage Sartorius 2004MP
Fluoreszensphotometer WallacVictor TM Multilabd Counter 1420
Hybridisierungsofen Biometra OV10
Inkubationsschiittler New Brunswick Scientific Innova4230
New Brunswick Scientific G10 Gyrotory Shaker
PCR-Automaten Perkin-Elmer-Cetus GeneAmp PCR-System 9600
MJ Reseach PTC100
pH-M eter WTW Multilab 40
Sequenzier-Automat Applied Biosystems ABI Prism Model 310
Spannungsgeber BioRad Powersuppy 200'2.0
Pharmada Eledrophoress Constant Power SuppdyECPS
3000150
Pharmada Eledrophoresis Power Supply EPS 50@&¥00
Spektralphotometer Shimazu UV 1202
Thermoblock Tedre Dri-Block DB-1
Transferapparatur BioRad Mini-Trans-Blot Eledrophoretic Transfer Cell
Ultraschall ger at Branson Sonifier 250
UV-Quervernetzer Stratagene UV Stratalinker 2400
Vakuum-Zentrifuge Uniequip Univapo 100H
Videodokumentationsanlage Bio Rad Geldoc 2000
Zellmuhle Retsch Zell-Miihle MM 2000
Zentrifugen Heraeus Sepatech Biofuge 13
Heraaus Sepated primo

Heraaus Biofuge pico
Du Pont Instruments Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeeal
Centrifuge (Rotoren: SS34, GS3)

2.1.10 DNA-Sequenzen

Die DNA-Sequenzen der Gene mig und SigE sind in der Gen Bank/EMBL unter den
Nummern U43598und U87308veroff entli cht.

2.2 Methoden

Die im folgenden nicht beschriebenen Standarmethoden wie Phenol-Chloroform-Extraktion,
DNA-Falungen, Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen und DNA-Ligationen
wurden nach Sambrook et al. (1989 oder nach den Angaben der Enzymhersteller
durchgefuhrt.

2.2.1 DNA-Arbeiten

2.2.1.1 Standard-Praparation von Plasmid-DNA (modifiziert nach Birnboim und Doly
1979

Mix I: 50mM Glukose, 50mM Tris/HCI (pH 8,0), 10mM Na>EDTA (pH 8,0)
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Mix Il : 200mM NaOH, 1 % (w/v) SDS
Mix Il : 3M Kdiumacetd, 18 M Formiat

Bakterienzdlen aus 1,5 bis 3 ml Kulturen (O.D.goo > 1,0) wurden durch Zentrifugation
(100009, 1 min) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Zellsediment wurde in
100l Mix | resuspendiert und 3min bei RT inkubiert. Anschlief3end wurden 200ul Mix I
zugegeben und de Probe durch Invertieren vorsichtig gemischt. Durch Zugabe von 150pl
Mix 11l und 10min Inkubation auf Eis wurden durch alkalische Lyse freigesetzte Proteine und
genomische DNA geféllt. Zeltrimmer und das Prézpitat wurden durch Zentrifugation
(100009, 10 min) sedimentiert. Der Uberstand wurde nach Zugabe von 10 pl Ribonuklease
A (2 mg/ml) fir 30min bei 37°C inkubiert. Nach anschlief3ender Phenol-Chloroform-
Extraktion und Ethanolfdllung wurde die Plasmid-DNA in A. dest. aufgenommen und bis
zum Gebrauch bei -20°C gelagert. DNA wurde auch mittels ,,QIAprep Spin Miniprep*
Saulen nach Vorschrift des Herstellers (Qiagen) isoliert.

2.2.1.2 Mini- und Midi-Saulenprdaparation von Plasmid-DNA

Zur Sequenzierung verwendete Plasmid-DNA wurde mit dem , QIAfilter Plasmid Mini Kit
saulenchromatographisch isoliert. Die Préparation grofRerer Mengen an Plasmid-DNA oder
nur in geringer Kopienzahl in der Zelle vorliegender Plasmide wurde mit dem ,QlAfilter
Plasmid Midi Kit“ durchgeftihrt. Die Vorgehensweise orientierte sich jewels am
mitgelieferten Protokoll des Herstellers.

2.2.1.3 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Molekilen definierter GrofRe ais einem Agarosegel erfolgte
sulenchromatographisch unter Verwendung des ,Nucleo Spin Extrad 2 in 1-Kits’
(Maderey-Nagel) nach dem Protokoll des Herstellers.

2.2.1.4 Isolierung genomischer DNA aus M. avium-Stdmmen

M. avium-Zellen wurden zwel Wochen in 10 ml 7H9 Medium mit ADC bei 37 °C geschiittelt,
angezogen und anschlief3end de Zellen abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml DNA-
Lyss-Puffer aufgenommen und mit Glaskugeln in einer Zellmthle 2 min auf héchster Stufe
aufgeschlossen. Anschlief3end wurde der Ansatz 20 min mit Lysozym (37 °C) und 30 min mit
ProteinaseK (50 °C) behandelt. Die genomischeDNA wurde von den Zeltrimmern durch
Zentrifugation (12000g, 5min) abgetrennt, mit Isopropanol geféllt und in A.dest
aufgenommen und bel —20 °C eingefroren.

2.2.2 Agarosegel-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels 1 %iger Agarosegele in Tris-Acetat-
Puffer nach Sambrook et al. 1989 Als GrofRenstandard denten die ,, 1kb ladder* (MBI) oder
der 100bp Marker (Gibco BRL).

2.2.3 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA (modifiziert nach Hanahan 1983

TMF-Puffer: 100mM CaCl,, 50 mM RbCI, 40 mM MnCl,
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2.2.3.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli Stdmme

E. coli-Kulturen wurden bel 37 °C in LB-Medium geschiittelt und bis zum Erreichen der
logarithmischen Wuchsphase (ODgoo = 0,5 bis 0,7) bebritet. Nadch Aliquotierung wurden die
Bakterienzdlen aus je 2 ml Kultur sedimentiert (30009, 2 min) in 1 ml eiskatem TMF-
Puffer resuspendiert und 1h auf Eis inkubiert. Nadh erneuter Zentrifugation (3 000g, 2 min)
wurde das Sediment vorsichtig in 200l eiskaltem TMF-Puffer aufgenommen. Durch Zugabe
von Glycerol zu einer Endkonzentration von 20% (v/v) konnten die Zellen bis zur spéteren
Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

2.2.3.2 Transformation mit Plasmid-DNA

Plasmid-DNA bezehungsweise ¥4 (circa 5 pl) eines Ligationsansatzes wurden zu einem
Ansatz transformationskompetenter E. coli-Zellen gegeben und 1h auf Eis inkubiert.
Waéhrend des sch anschlief}enden Hitzeschocks (90s, 42°C) erfolgte die Aufnahme der
Plasmid-DNA in die Zelle. Der Ansatz wurde eneut 5 min auf Eis inkubiert, anschlief3end
mit 700ul LB-Medium versetzt und fur 30min bei 37 °C geschittelt. Bei  Selektion auf
Gentamycin-Resistenz afolgte @ne Ausdehnung deser phanischen Expressonsphase auf 1h.
1/10 der Zelen wurden auf entspredhenden Selektivagar ausplattiert und 24h bal 37°C
bebritet.

2.2.4 Ubertragung von Plasmiden durch Konjugation

Der Transfer nicht-konjugativer, mobilisierbarer Plasmide von E. coli zu E. coli oder
M. avium erfolgte wahlweise nach der Methode der di- oder triparentalen Konjugation.

Fur die diparentale Konjugation wurde der E. coli-Stamm S17-1, der die tra-Gene des
Plasmids RP4 stabil in das Genom integriert besitzt, verwendet (Smon et al. 1986.
Hierdurch ist er in der Lage, tber eine Plasmabriicke Kontakt zu anderen Zellen aufzunehmen
und Plasmid-DNA zu Ubertragen. Wenn die au transferierende DNA nicht im Stamm S17-1
vorlag, wurde ds dritter Kreuzungspartner (E.coli DH5a) eingesetzt, der das Plasmid
PRK2013 (tra”; Figurski und Helinski 1979 aufwies (triparentale Konjugation). Nach Erhalt
dieses Plasmids durch Konjugation war der Rezpient in der Lage, seinerseits als Donor zu
agieren.

Die a@nzusetzenden E. coli- und M. avium-Zellen wurden in 10ml LB-Medium oder 7H9
Medium bis zur frih-stationdren Phase bel 37 °C angezogen, das bedeutet fir langsam
wadsende Mycobakterien einen Zeitraum von 10 Tagen. Es wurden fur die diparentale
Konjugation jeweils 10Qul E. coli S17-1 und M. avium-Zellen eingesetzt; beaehungsweise
wurden fir die triparentale Konjugation je 100l von E. coli DH5a-Zelen mit den Plasmid
pRK2013 oder den Suizid-Plasmiden mit 100l M. avium Zellen eingesetzt. Die Kulturen
wurden getrennt voneinander zentrifugiert (5000g, 2 min) und de Sedimente zaur Entfernung
von Antibiotikamolekilen mit LB-Medium gewaschen. Im Anschlul3 wurden die Zellen in
100l LB-Medium resuspendiert, vereinigt, durchmischt und auf einen sterilen
Membranfilter (Schleicher & Schuell, Porengrofie 0,45 um) getropft und deser auf trockene
LB-Agarplatte plazert. Bei einer anderen Tedhnk wurden Donor- und Rezpienten-Zellen in
10mM MgSO, gewaschen, verenigt und nadh Zentrifugation (3 000g, 2 min) und 20-facher
Konzentrierung auf eine LB-Platte aufgetropft. Auf diese Weise war eine hohe Zelldichte
gewdhrleistet. Nadh 24 h Inkubation bei 30 °C wurde der Konjugationsansatz mit A. dest vom
Membranfilter oder der LB Platte gewaschen und in den Verdinnungen 10° bis 10* auf
Selektivagar ausplattiert. Zur Kontraselektion der E. coli-Zellen wurde Colistin eingesetzt.

Fur die Konjugation von E. coli zu E. coli zur Herstellung von rekombinanten Cosmiden
wurde das Protokoll von Balasubramanian et al. (1996 angewandt.
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2.2.5 Elektroporation von Mycobakterien-Zellen

Die M. smegmatis-Zellen wurden fir die Elektroporation wie bel Jawmbs et al. 1991
beschrieben prépariert. Fir die Elektroporation wurden 150ul Zelen zusammen mit 1 pg
DNA auf Eis fur 5 min inkubiert. Die Elektroporation wurde in Kivetten mit einem 0,2 cm
Spalt bel 2,5kV, 25 pF und 2031000Q (Variationen des Parallelwiderstandes) mit dem Bio-
Rad Gene Pulser durchgefuihrt. Nach der Elektroporation wurden die dektroporierten Zellen
in 90Qul 7H9 Medium aufgenommen und 4h bei 37 °C phéanisch expremiert. Anschlief3end
wurden die Zellen auf 7H10 Platten gegeben und vier bis finf Tage bei 37 °C bebritet.
Elektrokompetente M. avium-Zellen wurden fur die Elektroporation wie bei Jambs et al.
(1991) beschrieben prépariert. Hier wurden jedoch alle Prgparationen nicht auf Eis, sondern
bei Raumtemperatur durchgefiihrt, um die Elektroporations-Effizienz zu erhéhen (Wards und
Collins 1996. Die Zellen wurden zusétzlich vor der Elektroporation viermal mit 10 %igen
Glyceol gewaschen und anschlief3end in in /10 des Ausgangsvolumen in 10% Glycerol
resuspendiert.

2.2.6 PCR-Reaktion (modifiziert nach Saiki et al. 1988

Die Red&ktionen wurden mit den in Tabelle 2.5 und 26 angegebenen Parametern mit dem
PCR-Automaten durchgeftihrt. Die Anzahl der durchgefihrten PCR-Zyklen betrug 3633 bei
gereinigter DNA und 38Zyklen bei PCR-Reé&ktionen, die direkt aus einer Bakterien-Kolonien
gemadit wurden. Dem ersten PCR-Zyklus ging eine 5 min Denaturierung bel 95 °C voran,
nach der die Zugabe der Tag-DNA-Polymerase afolgte; dem letzten Zyklus schlof3 sich eine
Verlangerung von 8 min bal 72 °C an.

Tabelle 2.5: Konzentrationen der Reaktionskomponenten bel Standard-
PCR-Re&tionen. Nicht absolute Angaben bezehen sich auf ein
Reé&ktionsvolumen von 25 pl

Reaktionskomponente ~ Konzentration

Oligonukleotid 1 10 pmd

Oligonukleotid 2 10 pmd
Polymerase-Puffer 1 x Tag-Puffer

dNTP-Mix 0,2 mM pro dNTP

MgCl, 1,5mM

DNA-Polymerase 1,25U Tag-Polymerase
Matrizen-DNA 20 ng chromosomale DNA

oder 5 bis 10 ng Plasmid-DNA
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Tabelle 2.6: PCR-Programnm zur Durchfihrung von Standard-PCR-

Red&tionen
Temperatur (°C) Zeit (Sek)
Denaturierung 95 60
Hybridisierung 50bis62 40
Verlangerung 72 1

Bei Benutzung der Pfu-DNA-Polymerase (Promega) wurde die Zeit fur die Verlangerung
verdoppelt und der von Promega mitgelieferte  Puffer  verwendet. Die
Hybridisierungstemperaturen lagen circa 5°C unterhalb der errechneten Schmelztemperatur
(Tm), die tber die folgende Formel berechnet wurde: Tm=[T/A x 2°C] + [G/C x 4°C]. Bei
PCR Re&tionen mit vielen unspeafischen Produkten wurde 5 % DM SO hinzugegeben oder
eine ,, Touchdown®-PCR-Reé&ktion (TD-PCR) modifiziert nach Don et al. 1991 duchgefihrt.
Fur die TD wurde die Hybridiserungstemperatur in den ersten 22 Zyklen ausgehend von
72°C in jedem Zyklus um 1 °C abgesenkt. Es shlosen sich weitere 10 Zyklen bel einer
Hybridiserungstemperatur von 50 °C an. Das gewahlte Programm war dem der Standard-
PCR andog und wurde lediglich beziglich der Hybridiserungstemperaturen modifiziert.
Durch unspezfische Hybridiserung von Startermolekilen gebildete PCR-Produkte sollten
hierbei in den ersten Zyklen vermieden werden. Bei den nedrigeren
Hybridiserungstemperaturen in den darauffolgenden Zyklen sollten die unspezfischen
Produkte aufgrund der exponentiellen Natur der PCR keine nennenswerten Kontaminationen
mehr bilden.

2.2.7 Klonierung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden Uber ein préparatives Agarosegel mit anschlief3ender Gelelution
oder saulenchromatographisch unter Verwendung des ,Nucleo Spin Extrad 2 in 1°- Kits’
nadh Angaben des Herstellers gereinigt.

Aufgrund der Matrizen-unabhingigen, terminalen Transferase-Aktivitdt der Tag-DNA-
Polymerase besitzen die PCR-Produkte an 3'-Ende an einzenes Nukleotid (Clark 1988
Mole et al. 1989. Bei diesem Nukleotid handelt es sch aufgrund der starken Préferenz der
Polymerase fir dATP in den meisten Féllen um Adenosin (Clark 1988. Hierdurch konnten
auch ungereinigte PCR Produkte mit dem ,, Topo TA Cloning Kit* (Invitrogen, Groningen) in
den pCR2-1 Vektor kloniert werden. Fur die Klonierung wurden aber auch Oligonukleotide
benutzt, die an verlangertes 5'-Ende besitzen, wodurch zusétzliche Schnittstellen eingeftigt
wurden. Dies ermoglichte ane direktionale Klonierung (zum Beispiel MIGHISFW und
MIGHISRW).

2.2.8 Southern-Untersuchung

2.2.8.1 Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA auf Nylonmembranen
(modifiziert nach Southern 1975

Zum gspezfischen Nadwels von DNA-Sequenzen wurde restringierte und auf einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennte DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Schleicher & Schuell) Gbertragen. Der Transport der Nukleinsduren fand innerhalb von 12 h
durch gerichtete Diffusion statt.

Die DNA im Agarosegel wurde aunadhst 30 min mit 0,5 M NaOH, 1,5M NaCl denaturiert.
Anschliefend wurde das Gel in einer 1.5M TrigHCl (pH 7,5), 1,5 M NaCl-Ldsung
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neutralisiert. Eine 4 x SSC-Losung wurde ds Transferlosung verwendet. Danach wurde die
Blotting-Apparatur aufgebaut. Hier von oben nach unten dargestellt: unter einem Stapel aus
Handtuchpapier wurden drei Lagen mit Transferlosung getrankte Whatman-Papiere gelegt.
Darunter wurden nacheinander luftblasenfrei die Nylonmembran und das Gel gestapelt. Das
Gd lag getrennt durch zwel Lagen mit Transferlésung angefeuchtetem Whatman-Papieren
auf einer Glasscheibe. Die Diffusion der DNA wird duch das Auflegen eines Gewichtes auf
das Handtuchpapier verstarkt. Nadh dem Transfer wurde die Nylonmembran in 2x SSC
gewaschen. Im , Stratalinker” (Stratagene) konnte die DNA unter Verwendung eines fest
installi erten Geréteprotokolls durch UV-Licht kovalent an die Membran gebunden und somit
immobili siert werden.

2.2.8.2 Herstellung Digoxigenin-markierter DNA-Sonden

Die DNA-Sonden gegen das mig-Gen und aph-Gen wurde unter vorschriftsmaldiger
Anwendung des ,PCR DIG Probe Synthesis Kit* (Boehringer) hergestellt. Dessen Prinzip
berunt auf dem statistischen Einbau von alkalil abilem Digoxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP) als
Desoxythymidin-Analogon wéhrend einer PCR-Red&ktion. Das Verhdltnis von DIG-dUTP zu
Desoxythymidin im Re&tionsansatz betrug 12. Zur Amplifizierung der DNA-Sonden wurde
das Standard-PCR-Programm und de Oligonukleotid-Paae MIG1005MI1G1549
bezehungsweise KANFW-KANRW mit einer Hybridiserungstemperatur von 60°C
bezehungsweise 55 °C gewahlt.

Die sgE DNA-Sonde wurde nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983 mit Hilfe
unspezfischer Hexa-Nukleotid-Primer und dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase |
mit DIG-dUTP markiert. Hierzu wurde das ,DIG High Prime Labeling Kit“ (Boehringer)
nacdh Herstellerangaben verwendet.

2.2.8.3 Hybridiserung mit Digoxigenin-markierten DNA-Sonden und immunologischer
Nachweisder hybridisierten DNA

Na-Phosphatpuffer (pH 7,0): 200mM Na,HPO,, 200mM NaH,PO,

Prahybridiserungspuffer: 50 % (v/v) Formamid, 5 x SSC, 2 % (w/v) Blocking-Reagenz,
0,1 % (v/v) N-Laurylsarkosin, 0,02% SDS

Hybridisierungspuffer: Prahybridiserungspuffer + DNA-Sonde

Waschpuffer |: 2 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS

Waschpuffer 11 : 0,5 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS

Detektionspuffer 1 (pH 7,5): 100mM Maleinsaue, 150mM NaCl, 0,3 % (v/v) Tween 20
Detektionspuffer 2: 100mM Maleinsaure, 150mM NaCl, 1 % (w/v) Blockieru ngs-Reagenz
Detektionspuffer 3: 200mM Tris-HCI (pH 9,5), 200mM NaCl, 50 mM MgCl,
CSPD-Substratlosung: 1 % (v/v) CSFD in Puffer 3

Die Membran wurde fur 10 min in 2 x SSC &quili briert, bevor sie aner 2 h Prahybridisierung

in 20 ml Préhybridiserungspuffer unterzogen wurde, um unspezfische Bindungen der DNA-
Sonde a1 die Nylonmembran zu verhindern. Die DIG-markierte Sonde wurde vor ihrer
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Verwendung aufgekocht und in ener Konzentration von 10ng markierter DNA / ml im
Hybridiserungspuffer wéahrend der 12h Hybridiserung eingesetzt. Im Anschlu an die
Hybridisierung wurden tberschilssge Sondenmolektiile durch jeweils zwei Waschschritte mit
Waschpuffer 1 (2x5min) und Waschpuffer2 (2x15min) stringent  entfernt.
Prahybridisierung, Hybridiserung und de Waschschritte efolgten im Hybridisierungsofen
bei einer Temperatur von 42°C. Die aschlief3ende immunologische Detektion wurde bei
Raumtemperatur nach dem Protokoll des ,DIG Luminescent Detedion Kit* der Firma
Boehringer durchgefihrt. Der Nadwels beruht auf der Bindung enes Anti-DIG-AP-
Konjugats an die markierte Sonden-DNA. Das Enzym Alkalische Phosphatase katalysiert die
Licht-emittierende Spaltung des luminogenen Substrats CSFD (Roche Diagnostics). Die
Dokumentation erfolgte durch 3 bis 30 min andauernde Exposition eines Rontgenfilms (Fuji
X-Ray Film).

2.2.9 Dot-Blot-DNA-Hybridiserung

Eine mit Digoxygenin markierte DNA-Sonde gegen das Kanamycin-Resistenzgen wurde in
5x S mit 50% Formamid bei 45°C 16 h mit denaturierter DNA von M. avium Klonen
hybridisert, die aif eine Nylonmembran gebradht wurden (nach Plum und Clark-Curtiss
(19949). Fur Detektion siehe 2.2.8.3.

2.2.10 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungsarbeiten wurden entweder von der Firma MWG-Biotech AG oder mit
dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) durchgefiihrt. Die Zyklische-
Sequenzierung wurde nach Angaben des Herstellers mit diversen Oligonukleotiden (siehe
auch Ergebnise) im PCR-Automaten durchgefuihrt. Die DNA-Sequenzierungen wurden
durch Ethanolfédlung geranigt und mit dem ABI-Prism Model 310ausgewertet.

2.2.11 Konstruktion einer M. avium-DNA-Bibliothek

Fur die Konstruktion einer genomischen DNA-Bibliothek wurde aus M. avium A5 isolierte
genomische-DNA mit der Restriktionsendonuklease Sau3A partiell verdaut. Die drca 3- 4 kb
grolZen DNA-Fragmente wurden auf einem 0,9 %igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch
isoliert. Die gereinigten DNA-Fragmente wurden danach in einen mit BamHI und
Alkalischer-Phosphatase behandelten pUC18 Vektor ligiert. Anschlieffend wurde der
Ligationsansatz nach Transformation von E. coli NM554pCM3 bezehungsweise pCM4 auf
a-Komplementationsplatten mit Ampicilin und Gentamycin gebradht.

2.2.12 Infektion von E. coli mit einer M. avium-Cosmid-DNA-Bibliothek

Eine Phagen-Cosmid-DNA-Bibliothek von M. avium wurde von G. Plum zu Verfigung
gestellt (Plum und Clark-Curtis 1994. E. coli-Zéllen, die mit dem Plasmid pCM2-2
transformiert waren, wurden in der logarithmischen Wadstumsphase mit den Phagen infiziert
(Infektionsmultiplizitdt von 1) und anschlieRend auf LB-Platten, die mit Gentamycin und
Kanamycin suppementiert waren, gebracht. Das Cosmid pYA140Q auf dem das Gen mig
lokalisiert ist, wurde ds Phagenlysat von G. Plum erhalten und anschlief3end wurde der E.
coli-Stamm LE392wie oben beschrieben infiziert.
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2.2.13 Bestimmung der (B-Galaktosidase-Aktivitat, der Luziferase-Aktivitat und der
Fluoreszenz durch das GFP-Protein

Die E. coli-Zellen des ,One-Hybrid-Systems® Zellen wurden ks zur logarithmischen
Wadstumsphase fur die (-Galaktosidase-Aktivitatsbestimmung angezogen und mit der
Retsch Zell-Muhle aifgeschlosen und de Protein-Konzentration bestimmt. Die Aktivitét
wurde dann unter Verwendung des FluoReporter® lacZ/Galadosidase Quantitation Kits (F-
2905 der Firma Molealar Probes mit dem Fuoreszenzphotometer der Firma Wallac
bestimmt und auf die Proteinkonzentration bezogen. Die Luziferase-Aktivitdt bei M.
smegmatis/pGPC251 wurde modifiziert nadh Heuner e al. (1999 mit dem
Fuoreszenzphotometer der Firma Wallac bestimmt. Die Re&tionszet betrug 10 Sekunden
und wurde ds relative Einheit (RLU) definiert. Die Fluoreszenz der E. coli-Zellen, die das
GFP-Protein exprimierten, wurde mittel Fuoreszenzphotometer bestimmt und auf die
Zelldichte (O.D.go0) bezogen. Die Frequenzen fur die Anregung und fir das Abgreifen der
grinen Fluoreszenz lagen bal 485nm bzw. 530nm. Fir die Mesaungen wurden 96 er
Mikrotiterplatten verwendet.

2.2.14 Bedingungen fur die Mesuung der Promotor-Stdrke des mig-Promotors in
M. smegmatis

Fir die Mesaung der Promotor-Starke wurden M. smegmatis-Zellen, die mit dem Plasmid
pGPC251 transformiert waren, benutzt. Der Stamm M. smegmatis/pGPC251 wurde in LB-
Medium mit Kanamycin 24h ks zur sationaren Wadstums-Phase aigezogen und
anschlief3end in einer 1:5 Verdinnung in frisches LB-Medium mit Kanamycin gegeben. In
einzdnen Ansdtze die Promotor-Induktion durch die folgenden Konzentrationen getestet:
10mM H,0,, 10 pg/ml Dekansiure, 10 pg/ml Laurylsdure und 10pg/ml Olsiure. Fir die
Mesaung der pH-Induktion des mig-Promotors wurde die Lésung mit Na-Citrat auf pH Wert
von 5,5 eingestellt. Die Induktion des mig-Promotors wurde, wie bel Mulder et al. 1999 erst
nadh 4h Uber die Luziferase-Aktivitdt bestimmt, um mbgliche unterschiedliche
Verzogerungs-Phasen mach der Induktion in den einzdnen Ansdtzen zu umgehen. Als
negative Kontrolle wurde die Luziferase-Aktivitét, die mit M. smegmatis/pGPC255 wnd den
einzenen Induktoren bestimmt wurde, gemessen. Diese Aktivitdt wurde von der Luziferase-
Aktivitét, die fir M.smegmatigpGPC251 mit den einzdnen Induktoren gemessen wurde,

abgezogen.
2.2.15 Enzymaktivitatsbestimmung von Mig als Acyl-CoA Synthetase

Die Aktivitdt von Mig as Acyl-CoA Synthetase wurde in einem gekoppelten Enzymtest
verfolgt (Ziegler et al. 1989. Gemessen wurde die AMP-Bildung, die Uber die Myokinase,
Pyruvatkinase und Laktat-Dehydrogenase mit der Oxidation von NADH gekoppelt ist. Der
zdtliche Verlauf der Oxidation konnte bel 365 nm photometrisch verfolgt werden. Der Test
wurde bel RT in einem Volumen von 1 ml durchgeftihrt und enthielt folgende Komponenten
in 100mM TrigHCI (pH 7,8): 5mM MgCl,, 1mM ATP, 0,4 mM CoA, 0,4 mM NADH,
1mM PEP, 2mM DTE, 1U/ml Myokinase, 2,8 U/ml Ladat-Dehydrogenase, 1,5 U/ml
Pyruvatkinase, 1-20pug/ml Mig. Der molare Extinktionskoeffizient fur NADH betragt
34x10°M*cmt. Hieraus wurde die Aktivtdt von Mig bestimmt und auf die
Proteinkonzentration bezogen.
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2.2.16 Bestimmung der Acyl-CoA-Synthetase Aktivitat von Mig mittelsHPLC

Die Palmityl-CoA-Synthese durch Mig wurde nach Grogan und Huth (1986 mit der HPLC
bestimmt. Als Standard wurde Pamityl-CoA (Sigma) in unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt. Die HPLC-Untersuchung wurde zusammen mit Dr. Ulrich Jux am Ingtitut far
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Universtd zu Kaln
durchgefuhrt.

2.2.17 Zdlaufschlul3 von Mycobakterien durch Ultrabeschallung oder durch eine Zell-
Muhle

Zéellen aus 10ml (stationdre-Phase) und 100ml (logarithmische-Phase) M. avium-Kulturen
wurden sedimentiert und in 10 ml Protein-Lysis-Puffer gewaschen. Nach Resuspension in
1 ml Protein-Lysis-Puffer erfolgte der Aufschiul? der Zellen durch Ultrabeschallung (Branson-
Sonifier 250, 4 min, Leistungsdufe 2, 60% Beschalung) oder durch Glaskugeln in der
Retsch Zel-MUhle (5 min, hochste Stufe). Die unlésiche Fraktion wurde durch
Zentrifugation (10 000g, 20 min) von der 16dlichen Fraktion getrenrt.

2.2.18 Infektionsmodell mit aus humanen Monozyten gewonnenen M akrophagen
(HMDM)

Monozyten wurden aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern Uber eine Ficoll-Pague-
Gradienten-Zentrifugation (Pharmaada, Upsala, Sweden) isoliert (Crowle et al. 1989. Die in
der Interphase gesammelten mononucleaen Zellen wurden wiederholt in 37 °C warmen
RPMI 164Q das mit 10% (v/v) autologem Serum (AS) suppementiert war, gewaschen und
anschlielend resuspendiert (Life Technologies). Es wurden 10°-Zellen in eine Kammer von
Glasboden-Platten gegeben (Nunc, Wiesbaden, Germany) und tber Nadt bei 37 °C und 5%
CO; inkubiert. Nicht-adhdrente Zellen wurden mit 37 °C warmen RPMI 1640 abgewaschen
und de arickblebenden Monozyten (circa5x 10* Zelle/Kammer) wurden in
Makrophagen-Medium bis zur Infektion kultiviert.

Nach funf bis seben Tagen wurde der Uberstand der HMDM-Kultur entfernt. Die
Makrophagen wurden mit einer Suspension von Mycobakterien, die in RPMI 1640 g@lost
waren, mit einer Infektionsmultiplizitdt (Bakterien:Makrophagen) von 10:1 (MOI: 10:1)
infiziert. Nach einer Inkubationszat von 2 h bei 37°C in 5% CO, wurden Mycobakterien,
die nicht die Makrophagen infiziert hatten, abgewaschen. Die infizierten Makrophagen
wurden in frischem Makrophagen-Medium weiter bel 37 °C und 5% CO; kultiviert. An den
Tagen 1, 2 und 5 wurde der Uberstand von vier Kammern pro Versuchsansatz entfernt und
die Makrophagen lysiert. Die Anzahl Iebender Bakterien, die aus den Makrophagen isoliert
wurden, konnten nach Verdinnungen tber die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (colony
forming units: CFU) bestimmt werden (Crowle et al. 1986.

2.2.19 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinen wurden SDS-Polyaaylamidgele verwendet (Laanmli 1970. Die
Acrylamid/Bisaaylamid-Konzentration betrug 10-15% im Trenngel und 5% im
Sammelgel. Die Elektrophorese efolgte anfanglich bei 15mA im Sammelgel und de
Stromstarke wurde, nachdem die Lauffront das Trenngel erreicht hatte, auf 35 mA erhoht.

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das SDS-Polyaaylamidgel nad
Behandlung mit 0,01% (w/v) NaDoc durch 70%ige (v/v) Trichloressgsaure gefélt. Die
getrockneten Proben wurden in Protein-Proben-Puffer aufgenommen.
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2.2.20 Proteinfarbung von Polyacrylamidgelen

Coomasse-Farbelosung: 50% (v/v) Methanol, 5% (v/v) Esdsgsdure, Spatelspitze
Coomasse

Entfarberlésung: 50 % (v/v) Methanal, 5 % (v/v) Essgsaure

Die Polyaaylamidgele wurden entweder mit Coomasse oder Silber geféarbt. Fir die
Coomasse-Farbung wurde das Polyaaylamidgel in Coomasse-Farbelésung 20min gefarbt
und mit Entfarberlésung anschlief3end entfarbt. Fur eine anschlief3ende Silberfarbung wurde
das Gel mit 50 %igen (v/v) Methanol (20 min) und A.dest (10 min) gewaschen und 1 min mit
0,02 % (W/v) NaSO3 behandelt. Anschlief3end wurde das Gel mit 0,1 % (w/v) AgNO3z 20 min
behandelt und nach dem Waschen mit A.dest wurde durch 2 % (w/v) NaCOs + 0,04 % (v/v)
Formaldehyd (37 %) die Silberfarbung sichtbar gemadit. Diese Re&ktion wurde mit 5 %iger
(v/v) Essgsaure gestoppt.

2.2.21 Protein-K onzentrations-Bestimmung

Die Protein-Konzentration wurde nadh der Bradford Methode (BioRad Protein Test)
bestimmt. Als Proteinstandard wurde BSA eingesetzt und eine Eichgerade bestimmt.

2.2.22 Immunodetektion (Western-Blot)

Die Immunodetektion von Mig bzw. der Mig-Hiss-Fusionsproteine aus Zellaufschlissen aus
M. avium Kulturen oder aus E. coli Uberexpressons-Kulturen erfolgte nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem denaturierenden SDS-Polyaaylamidgel. Die
Proteine wurden durch Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran (Milli pore) immobili siert
und das Mig Protein oder der Mig-Hiss-Fusionsproteinen daraufhin mit einem indirekten
Enzym-Immunoverfahren nachgewiesen.

2.2.22.1 Proteintransfer auf PVYDF-Membran (Wilson und Y unan 1989

Transferpuffer (Dunn-Carbonat-Puffer): 10mM NaHCOs;, 3 mM NaCOs;, 20% (v/v)
Methanol

Der Proteintransfer aus einem SDS-Polyaaylamidgel auf eine PVDF-Membran erfolgte in
einer Apparatur der Firma Bio-Rad (Mini Trans-Blot Eledrophoretic Transfer Cell). Die
Ubertragung fand bei einer Stromstérke von 150 mA (15 min) gefolgt von 300 mA (20 min)
im angegebenen Transferpuffer statt.

2.2.22.2 Nachweisvon Mig und Mig-Hiss-Fusionsproteinen durch Immunodetektion
TBST: 50mM Tris/HCI (pH 6,8), 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 2 % (v/v) Tween 20
Blockierungsdésung: 10 % (w/v) Milchpuver in TBST

Alle folgenden Inkubations- und Waschschritte wurden bal 30 °C unter méitigem Schitteln
vorgenommen. Die PVDF-Membran wurde nach dem Elektrotransfer 0.N. in Blockierungs-
l6sung inkubiert, um unspeafische Bindungen von Antikérpern zu unterdricken und de

Membran zu &quilibrieren. Es folgte @ne Inkubation fir 1 h mit einem 1:60000 in TBST
verdinnten Antikérper gegen Mig oder MR®*His. Nach einem zweifachen Waschschritt mit
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TBST fur 30 min wurde der Erstantikdrper durch eine 1 h Inkubation mit einem 1:5 000 in
TBST verdinrten Ziege-Anti-Kaninchen-HRP-Konjugat markiert. Die Membran wurde
daraufhin erneut mit TBST gewaschen (2x30min, 2x5min). Der Nadwes des
gebundenen Zweitantikorpers erfolgte unter Verwendung des ECL-Systems der Firma
Amersham nadh Herstellerangaben. Die Dokumentation erfolgte durch 3 bis 10min
andauernde Exposition eines Rontgenfilms (Hyperfiim ECL, Amersham).

2.2.23 Computerprogramme und Datenbanken

DNA- bezehungsweise Aminosiuresequenzen wurden mit dem DNASTAR™-Programm-
paket der Firma Lasergene und den in Tabelle 2.7 aufgefihrten Internet-Anwendungen
analysiert. Klonierungsdrategien wurden mit Hilfe der Programme ,Clone Manager for
Windows 4.1° (Scientific & Educaiona Software) und das Programm GCG (Genetic
Computer Group) durchgefiihrt (Devereux et al. 1984).

DNA- und Proteinsequenzen wurden den folgenden im Internet zugénglichen Datenbanken
entnommen: ,SwissProt Protein Sequence Database”  (http://www.expasy.ch/sprot),
»Nationa Center for Biotechnology Information“ (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und
fur die mycobakteriellen Genome (http://www.tigr.org). Homologievergleiche wurden mit
den Datenbank-Suchagorithmen BLASTP 1.4.11, TBLASTN 1.4.11 wnd BLAST 2
SEQUENCES (Altschul et al. 1990 uwnd 1997 Gish und States 1993 sowie dem ,BCM
Seach Launcher: Multiple Sequence Alignment” (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331;, Smith
et al. 1996) duichgefiihrt.

Tabelle 27: Auflistung der Internet-Anwendungen, die ar Andyse von
Aminosauresequenzen herangezogen wurden

Vorhersage von Bezeichnung Internet-Adrese/ Referenz

L okalisationvon Proteinen PSORT http://psort.nibb.acjp;
Naka und Kanehisa 1992

N-terminalen Signalsequenzen SignalP V2.0 http://www.genome.cbs.dtu.dk;
Nielsen et a. 1997und 1999
Nielsen und Krogh 1998

Transmembranen Proteindomanen TMpred http://dot.imgen.bcm.tmc.edu

TopPred2 http://www.biokemi.su.se/ server/topp
redz
von Heljne 1992

Promotor-Suchprogramm NNPP http://www.fruitfly.org/seq_tools
Harley und Reynolds 1987

Vorhersage von Helix-Turn-Helix NPS@HTH http://phil.icp.fr/cgi-bin
Motiven
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2.2.24 Heterologe Uberexpresson von Migin E. coli und Aufreinigung tiber Ni-NTA-
Superflow

Zur Uberexpresson von Mig in E. coli mit den Plasmiden pGPC150, pHis5 oder pHis9
wurden 1 I-Hauptkulturen in LB-Medium von einer U.K. ausgehend auf eine ODgoo von 0,05
angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgop von 0,6 bebriitet. Anschlief3end erfolgte die
Induktion der Expresson durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM.
Nad der Induktion wurden die Zellen weitere 4 h bei 37 °C inkubiert und anschlief3end durch
Zentrifugation (25 min, 10000g) sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml Protein-Lysis-
Puffer aufgenommen und mit der Zell-Muhle aifgeschlosen. Nad Zentrifugation (10 000g,
30min) wurde die unlddiche Fraktion von dem Lysat getrennt. Anschlief3end wurde das
Lysat mit Ni-NTA-Superflow (Qiagen) 4h bai 4 °C inkubiert und Uber eine Metallchelat-
Affinitdtschromatographie andreichert. Nadh dreimaligen Waschen mit 1 ml Protein-Wasch-
Puffer wurde Mig mit 400pul Protein-Elutions-Puffer von der Saule in vier Fraktionen
gewaschen. Die Eluate wurden mit einer SDS-Polyaaylamidgelelektrophorese ardlysert.

2.2.25 Anzucht von Mycobakterien

Die langsam-wadsende Art M. avium wurde in Erlenmeyerkolben mit 7H9-Medium mit
ADC oder OADC auf einem Schittler mit 200Upm bei 30 °C oder 37 °C angezogen.

Zur physiologischen Charakteriserung von M. avium #5-8 und KOO7 wurden die Zéellen in
7H9-Medium bei 37°C bis zu einer O.D.g00 Von 0,2 bis 0,3 angezogen und anschlief3end auf
eine O.D.gpo von 0,1 in 7H9-Medium verdinnt und bel 37°C und 100 Upm 2-25h
inkubiert. Fir die unterschiedlichen Stref3faktoren wurde das 7H9-Medium entweder mit 5
mM H,O, oder 0,01% (w/v) SDS supdementiert oder mit Na-Citrat auf pH 5 eingestellt. Der
Stref¥faktor Hitze wurde in 7H9-Medium bel 50°C 2,5 h getestet. Es wurden dle 30 min
Proben entnommen und die CFU bestimmt.

Fur die pH-Induktion von Mig wurde das Protokoll von Plum et al. (1997 verwendet. Es
wurden M. avium Kulturen, die sich in der stationaren Phase befanden, 1/10 in frischen 7H9-
Medium, das auf pH 5,5 engestellt wurde, verdinnt und 24h bei 37°C und 100Upm
kultiviert. Auflerdem wurde ds Kontrolle das gleiche Protokoll mit pH-neutralen 7H9-
Medium durchgeftihrt. Nadch 24 h befanden sich die Mycobakterien in der logarithmischen
Wadstumsphase.

Fur die Bestimmung der Toxizitét von Dekansdure auf M. avium wurde M. avium #5-8 bis zu
einer O.D.goo von 0,6 angezogen und in Verdinnungen auf 7H10-Platten, die mit
unterschiedlichen Konzentrationen Dekansaure (0 pg, 10 ug, 100ug) suppementiert waren,
gebradit. Anschlielend wurden die CFU auf den Platten mit den unterschiedlichen
Dekansaure-Konzentrationen bestimmt und auf die CFU der Platte mit O pug Dekansdure
bezogen (= 100%). Die schnell-wadsende Art M. smegmatis wurde entweder in 7H9-
Medium oder in LB-Medium bel 37°C kultiviert. Fir die Expresson von Mig in M.
smegmatis wurde das Plasmid pGPC200 verwendet (Plum et al. 1997. De M.
smegmatis/pGPC200 Stamm wurde bis zu einer O.D.go0 von 0,6 angezogen und in
Verdinnungen auf 7H10-Platten, die mit unterschiedlichen Konzentrationen Dekansdure
(O pug, 10 ug, 100ug) supdementiert waren, gebradit. Anschlief3end wurden die CFU auf den
Platten mit den unterschiedlichen Dekansiure-Konzentrationen bestimmt und auf die CFU der
Platte ohne Dekansaure bezogen (= 100%).

2.2.26 Konstruktion desinduzierbaren Suizidplasmids pGPC129

Der Replikationsursprung des M. avium-Plasmids pLR7 wurde mittels PCR mit den
Oligonukleotiden pLR7-F1 und pLR7-R1 aus dem Plasmid pMB351 amplifiziert. Das 1 kb
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grol’e PCR-Produkt wurde mit Pwull und EcoRV behandelt und duch ene 1 %ige
Agarosegel-Elektrophorese gereinigt. Es wurde weiterhin aus dem Plasmid pVE5 durch Apal -
Restriktion der Replikationsursprung pAL5000 dHetiert, es entstand so das Plasmid pGPC38.
Dieses Plasmid wurde mit Smal behandelt und in das © lineaisierte Plasmid wurde der
Replikationsursprung des mycobakteriellen Plasmids pLR7 ligiert. Der so erhaltene Vektor
wurde pGPC129 gnannt und duch Sequenzierung mit den Oligonukleotiden pLR7-F1 und
pLR7-F2 Uberprift.

2.2.27 Plasmid-K onstruktionen

Alle Ubrigen Plasmid-Konstruktionen werden in Tabelle 2.2 undim Ergebnistell dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Evaluation unterschiedlicher Strategien zur Konstruktion einer M. avium mig-

Mutante mittelshomologer Rekombination

Um die Bedeutung des mig-Gens fir die Virulenz von M. avium genauer zu untersuchen, ist
es notwendig, dieses Gen zu inaktivieren. Die Konstruktion von sogenannten ,, knock-out* -
Mutanten wurde kurzlich fur andere mycobakterielle Arten gezegt (Norman et al. 1995
Balasubramanian et al. 1996 Pelicic et al. 1997). Allerdings ist bisang noch keine gezelte
Mutagenese fur M. avium beschricben worden. Besondere Probleme bereiten bel der
gentedhnischen Verédnderung von Mycobakterien die hohe Spontanresistenzrate gegen
Antibiotika, die geringe Transformationsrate mittels Elektroporation und vor allem die hohe
Rate ill egitimer Rekombinationen (Kapana et al. 1991, Aldovini et al. 1993 Armitige et al.
2000. Deshalb mufdten unterschiedliche Tednken fir eine gezelte Genmanipulation
getestet werden.

Das Gen mig <olite Uber einen alelen Austausch gegen ein durch ein Kanamycin-
Resistenzgen (aph) unterbrochenes Allel (mig::aph) inaktiviert werden. FUr die Konstruktion
des mig::aph-Allels wurde das Plasmid pGPC100, auf dem eine Genkopie von mig und ein
Chloramphenicol-Resistenzgen lokalisiert ist, mit Notl hydrolysiert, und duch Insertion des
Kanamycin-Resistenzgens (aph) wurde der ORF von mig unterbrochen (pGPC119120). Das
Plasmid pGPC119 enthélt das Gen aph in der Orientierung des mig-ORFs, pGPC120 in der
entgegengesetzten Orientierung. Nad der Insertion des Kanamycin-Resistenzgens ganden als
Substrat fur die Rekombination circa 0,6 kb bezehungsweise 2,2 kb mycobakterieller

chromosomaler DNA fir den allelen Austausch zur Verfligung.

3.1.1 Transformation von M. avium mit den Suzidplasmiden pGPC119und -120

Das Plasmid pGPC119 wurde in M. avium TMC724 elektroporiert (Abbildung 3.1). Fir die
Elektroporation  wurde aen  Pardlelwiderstand von  200Q verwendet. Der
Transformationsansatz  wurde af 7H10-Platten, die mit Kanamycin (15 pg/ml)
suppdementiert waren, ausplattiert. Es konnte angenommen werden, dal3 nach erfolgreicher
Integration von pGPC119-120 in das Genom die transformierten Zellen resistent gegen
Kanamycin waren. Nad dreiwdchiger Bebritung bei 37°C wurden ale Kolonien auf ihre
Resistenz gegen Chloramphenicol hin untersucht und der Bedstz des Kanamycin-

Resistenzgens (aph) mit einer Polymerag-Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen. Fur die PCR
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Transformation:
(Elektroporation) von M. avium
1. Rekombination

—

cat

pGPC 119

7H10 Platten

aph

bl + Km15
T mig A
“ \l/
\( 7H10 Platten
+

. s . Km 15 o - 7HO
Km -, Cm -Kolonien 2.Rekombination —

werden mittels

Southern-
Hybridisierung auf
al elen Austausch hin
untersucht

Subkulti vierung von Klonen mit
Kanamycin-Resistenzgen (aph) (Nachweis
durch PCR) und Cm-Resistenz

Abbildung 31: Strategie fur den alelen Austausch von mig gegen ein mig::aph-Allel unter
Benutzung der Suizidplasmide pGPC119-120. Nacdh Elektroporation von M. avium mit
pGPC119-120 wurden die Kolonien, die aif 7H10-Platten mit 15 pg Kanamycin/ml (kan 15)
gewadsen sind, mit einer spezfischen PCR auf das Kanamycin-Resistenzgen aph und mittels
Wouchstests auf ihre Chloramphenicol-Resistenz hin untersucht (30 pg/ml; Cm 30). Hierdurch
sollte die Integration des jeweiligen Plasmides in das Genom gezegt werden. Kolonien mit
integriertem Plasmid wurden subkultiviert und in Verdinnungen erneut auf 7H10 Km 15
Platten gebradit. Alle Kolonien, die sensitiv waren fur 30 pg Chloramphenicol/ml (Cm 30),
wurden mittels Southern-Hybridisierung auf einen allelen Austausch hin untersucht.

wurden die Primer KANFW und KANRW benutzt, die speafisch mit dem Gen aph
hybridiseren (sehe Abbildung 32). Es <llte an circa 600 bp gofRes DNA-Fragment
amplifiziert werden, wenn das Gen aph in das mycobakterielle Genom integriert worden war.
Von insgesamt 32 Kanamycin-resistenten Kolonien (pGPC119 wnd -120 zusammen), die nach
mehrfachen Elektroporationen erhaten wurden, waren 21 Klone aich Chloramphenicol-
resistent. Jedoch konnte nur bel 13 deser 32 Klone én 600 bp grofRes DNA-Fragment
amplifiziert werden. Alle 13 Klone waren auch resistent gegen Chloramphenicol. Bel den
anderen Klonen, die Chloramphenicol resistent waren, aber bei denen das aph-Gen mittels
PCR nicht nadgewiesen werden konnte, handelte e sch  wahrscheinlich  um
spontanresistente Kolonien, die neben der Resistenz gegen Kanamycin auch eine Resistenz
gegen Chloramphenicol spontan erworben hetten. FOr M. avium sind hohe

Spontanresistenzraten bekannt (Rastogi und Barrow 1994. Wenn man die neun Klone
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beriicksichtigt, die Kanamycin-resistent waren und keine Chloramphenicol-Resistenz
erworben haetten, waren insgesamt 17 der 32 Kanamycin resistenten Kolonien wahrscheinlich
spontanresistent. Dies bedeutet, dald 53 % der Kanamycin-resistenten Transformanten
spontanresistent waren, davon waren 28 % gegen Kanamycin und Chloramphenicol resistent.
Bei den anderen 15 Klonen konnte aagenommen werden, dal3 sie das Plasmid pGPC119 oder

-120in das Genom integriert hatten.

mig
4# aph M
— —
— —
KANFW KANRW
MIGKANFW MIGKANRW

Abbildung 32: Positionen der Primer, die fur die PCR Untersuchungen in 3.1.1 und 31.2
verwendet wurden; dargestellt ist hier dasmig::aph-Allel; Ndheres sehe Text.

Fur einen alelen Austausch war eine aveite Rekombination notwendig, wodurch die durch
homologe Rekombination des Vektors in das Genom gebildeten Kointegrationsprodukte
aufgelost werden soliten. Hierzu wurde jewells ein Klon, der das Plasmid pGPC119
bezehungsweise pGPC120 nach den oben genannten Kriterien integriert hatte, in 7H9
Medium (supdementiert mit 15 pg Kanamycin/ml) subkultiviert. Nadh einem Tag wurden
Verdinnungen auf 7H10-Platten (15 pg Kanamycin/ml) plattiert und 60 (pGPC119)
bezehungsweise 100 (pGPC120) Kolonien wurden auf Chloramphenicol-Sengitivitét getestet.
Nur drei (pGPC119 bezehungsweise funf (pGPC120) Kolonien waren nicht mehr
Chloramphenicol-resistent. Alle adit Kolonien wurden kultiviert und de genomische DNA
isoliert. Anschlief3end wurde die DNA mit BamHI restringiert, und mit einer mig-speafischen
DNA-Sonde wurde ene Southern-Untersuchung durchgefihrt. Bei M. avium hybridisiert
diese mig-DNA-Sonde mit einer 2,8 kb grol2en DNA-Bande (Plum et al. 1997 und Meyer et
al. 1998. Fir das mig::aph-Allel wurde aufgrund der Insertion des aph Gens ein Signal bei
circa 4 kb erwartet. Alle adt Klone zegten dagegen bei der Southern-Untersuchung ein
Signal bei 2,8 kb, en aleler Austausch hette damit nicht stattgefunden. Nacd einer zweiten
Hybridiserung mit einer speafischen Sonde gegen das aph-Gen konnte aul3erdem das
Kanamycin-Resistenzgen nicht mehr nadhgewiesen werden (Southern-Untersuchung nicht
gezegt). Es wurde daher ene illegitime Rekombination von pGPC119 bezehungsweise

pGPC120 in das Genom von M. avium ausgeschlossen. Die Plasmide sind wahrscheinlich
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wéahrend des zweiten Rekombinationsschrittes -nach Auflésung des Integrationsproduktes —
aus dem Genom deletiert, nachdem die Zellen gegen Kanamycin spontanresistent geworden

sind.

3.1.2 Transformation von M. avium mit autonom replizierenden Vektoren mit einem

induzierbaren Suizidgen (sacB)

Die unter 3.1.1 verwendete Strategie, ein Suizidplasmid zu verwenden, um enen alelen
Austausch zwischen dem Gen mig und dem Allel mig::aph zu erreichen, zegte keinen Erfolg.
Im weiteren Verlauf wurden zwei Plasmide verwendet, die an Replikon fir Mycobakterien
besitzen und as Schaukelvektoren verwendet werden kénnen (Beggs et al. 1995 Pelicic et al.
1997. Es wurde aim einen das Plasmid pVES verwendet, welches neben dem Replikon
ColE1 auch das mycobakterielle Replikon pAL5000 besitzt. Das zweite verwendete Plasmid,
pGPC129 weist anstatt des pAL5000Replikons das Replikon des M. avium-Plasmides pLR7
auf (Beggs et al. 1995. Aus dem Plasmid pGPC119 wurde das mig::aph-Allel als 3,2 kb
groles DNA-Fragment mittels Pvull-Restriktion isoliert und in die EcoRV-Schnittstelle von
PVES und pGPC129 inseriert. Die so konstruierten Plasmide wurden as pGPC121 wnd
pGPC130 bezachret. Die Strategie wurde hier gegeniber der in 3.1.1 beschriebenen
modifiziert. Nadh Elektroporation der M. avium-Stdmme A5, TMC724 wnd #58 mit 1 pg
DNA pGPC121 wnd -130 wurden die Transformationsansatze aif 7H10-Platten gebradt, die
zur Selektion der Transformanten mit Hygromycin (50 pg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml)
suppementiert waren. Nad drei Wochen wurde die Zahl der
Kolonien/Transformationsansatz  bestimmt. ES wurden neben den unterschiedlichen
M. avium-Stdmmen auch verschiedene Transformationsprotokolle getestet. Fur die
Elektroporation beschrieben Wards und Collins (1996 eine schledhtere Transformations-
Effizienz bei Mycobakterien unter Verwendung eines Paralelwiderstandes von 200 Q und
favoriserten einen Widerstand von 1000 Q. Dies konnte hier nicht bestétigt werden. Auch
eine Erhohung der Temperatur des Transformationsansatzes von 0°C auf Raumtemperatur
zagte keine Erhdhung der Transformations-Effizienz. Bei den Elektroporationen wurden 12
Kolonien mit dem Plasmid pGPC121 wund 28 Kolonien mit dem Plasmid pGPC130 erhaten.
Alle Kolonien wurden mittels PCR auf das Vorhandensein des mig::aph-Allels hin untersucht
(Abbildung 3.2).
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Hierbei hybridiserte an Oligonukleotid spezfisch im  Kanamycin-Resistenzgen
(MIGKANRW), das andere speafisch im mig-Gen (MIGKANFW). Bel den PCRs wurde en
630 bp gofRes DNA-Fragment erwartet. 13 von 28 uwntersuchten Transformanten mit
pGPC121 wurden mit dieser PCR-Methode positiv getestet, dagegen konnte nur bel drei von
zwolf untersuchten Transformanten mit pGPC130 eine 630 bp gole Bande amplifiziert
werden. Aufgrund der niedrigen Transformationseffizienz kann vermutet werden, dal3 das
PAL5000Replikon (pGPC121) und das pLR7-Replikon (pGPC130) eine stabile und
autonome Replikation M. avium nicht garantieren kdnrnen und sich die Plasmide wie unter
3.1.1 in das Genom integriert haben. Ebenfalls auffélig war wiederum eine hohe Rate von

spontanresistenten Kolonien.

hyg.

Elektroporation

von M. avium CE—,

pGPC 121 —
———

iacB

aph 7H10-Platten

+ Km50+ Hm50

Pstl Pstl
mig::aph J/

alleler A ustausch
TH9

Xbal

AN

»

——
7H10-Platten Klone mit positiver PCR
+ Km 50+ 10 % (w/v) Saccharose fur das mig:.aph-Allel

Abbildung 33: Darstellung der in 3.1.2 beschriebenen Rekombinationsdrategie aur
Erzeugung von mig-Mutanten unter Verwendung eines induzierbaren Suizidvektors (siehe
Text). Km50: 50 pg Kanamycin/ml; hyg: Hygromycin-Resistenzgen; Hm50: 50 ug
Hygromycin/ml

Fur einen alelen Austausch wurde je ene Kolonie (pGPC130 wnd pGPC121), die bei der
mig::aph-PCR positiv war, in 7H9-Medium (mit 50 pg Kanamycin/ml supdementiert) 24 h
lang subkultiviert und anschlief3end auf 7H10-Platten, die mit 10 % Sacdarose und 50 pg
Kanamycin supdementiert waren, plattiert. Da beide Plasmide das Suizidgen sacB besitzen
und desseen Genprodukt bei Sactarose-Konzentrationen von circa 10 % fir Mycobakterien
toxisch ist (Pelicic et al. 1996, sollte an aleler Austausch unter Verlust der Plasmid-

Sequenzen erzwungen werden. Es wurde von anderen Autoren bereits fir eine Steigerung der
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Rate des alelen Austauschs bel Mycobakterien die Verwendung von Plasmiden mit einem
thermolabilen pAL5000Replikon (Pelicic et al. 1997 oder des rpsL-Gens als negativen
Selektionsfaktor beschrieben (Sander et al. 1995. Bel einer anschliefienden Analyse von 30
so gewonrenen Kolonien mittels Southern-Hybridiserung mit der mig-speafischen DNA-
Sonde konnte gezagt werden, dal3 kein aleler Austausch stattgefunden hatte, sondern ale
Klone lediglich das mig-Wildtyp-Allel aufwiesen (nicht gezegt).

Als Alternative a1 der in Abhldung 3.3 dokumentierten Strategie wurde M. avium A5 mit
pGPC121 transformiert und der Transformationsansatz direkt auf 7H10-Platten plattiert, die
neben 50 pg Kanamycin/ml auch mit 10 % Sacdarose versetzt wurden. Bel dieser
sogenannten , Ein-Schritt-Rekombinationsdrategie® sollten nur die Transformanten selektiert
werden, bel denen zwei Rekombinationsereignise unter Verlust der sacB-Gen-tragenden
Plasmid-DNA stattgefunden hetten, wodurch ein aleler Austausch des mig-Wildtyp-Allels
gegen das mig::aph-Allel favorisert wird. Es konnte &er bei keiner der 32 untersuchten
Kolonien mittels mig-Gen-spezfischer Southern-Hybridisierung eine drca 4 kb grof3e Bande
nadhgewiesen werden, wie es bei einem alelen Austausch des mig-Gens gegen das mig:: aph-

Allel erwartet wurde.

3.1.3 Transformation von M. avium mit 50 kb grol3en, linearen DNA-Fragmenten als
Rekombinations-Substrat

Die von Balasubramanian et al. (1996 bei M. tuberculosis verwendete Tednk, lineaiserte,
50 ko grofRe DNA-Fragmente mit einem inaktivierten Allel zu verwenden, um einen alelen
Austausch zu erzwingen, wurde in dieser Arbeit fir das mig-Gen benutzt. Fur die Herstellung
dieser circa 50 Ko grofRen DNA-Fragmente Uber Konjugation wurde ds Donor der E. coli-
Stamm S17-1 A pir und das mobilisierbare Plasmid pCVD442 benutzt, das einen vom Tt
Protein abhéngigen Replikationsursprung R6K besitzt. Dieser Vektor wurde durch Smal-
Restriktion gedffnet und ein 3,2 kb grofies DNA-Fragment mit dem mig::aph-Allel, das nach
Pwvull -Hydrolyse aus dem Plasmid pGPC119 gewonnen wurde, wurde in pCVD442 inseriert
(pGPC126). Als Rezpient wurde der Stamm E. coli LE392 dem das 1-Protein flr eine
autonome Replikation von pCVD442 fehlte, mit dem Cosmid pY A1400benutzt. Das Cosmid
enthielt ein 50 Ko grofes DNA-Fragment aus dem Chromosom von M. avium, auf dem das
Gen mig lokalisiert war. Da der Reazpientenstamm nicht das t-Protein exprimiert und auf
dem Plasmid pGPC126 dis durch Sacdtarose induzierbare sacB-Gen lokalisiert war, konnte

nach erfolgter Konjugation auf Medien mit Sactarose und Kanamycin ein gezelter
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Abbildung 34: Herstellung langer DNA-Fragmente mit einem mig:aph-Allel. Nad
erfolgtem DNA-Transfer von pGPC126 in den Rezpienten E. coli LE392 bildete sich nach
der ersten homologen Rekombination das Kointegrationsprodukt (A). Dieses Cosmid
vermittelt dem Rezpienten zwar eine Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin, aber
auch eine Senditivitét gegentber Sacdarose durch das auf pGPC126 lokaliserte Gen sacB.
Erst nadh einem zweiten Rekombinationsereignis, d.h. nach Verlust von sacB und nad
erfolgtem alelen Austausch von mig gegen das mig::aph-Allel (B), war ein Wadstum des
Rezpienten auf LB-Medium mit 50 pg Kanamycin/ml (Km50) und Sacdarose (10 % (w/v))
maoglich. Dieses Cosmid wurde ds pGPC127 bezechnet. Amp: Ampicilin; Km: Kanamycin;
bla: beta-Ladamase; aph: Kanamycin-Resistenzgen; sacB: Levansucrase-Gen.

Genaustausch des mig-Allels auf pYA1400 ggen das mig::aph-Allel von pGPC126 erzielt
werden (Abbildung 3.4).

Der dlele Austausch von mig gegen das inaktivierte Allel wurde mittels Southern-
Hybridiserung nadgewiesen. Hierfir wurde das Cosmid pYA1400 und de Cosmid-DNA
zweier Transkonjuganten mit BamHI restringiert und nadh dem Transfer auf eine
Nylonmembran mit einer mig-Gen-speafischen DNA-Sonde hybridisert. Be erfolgtem

dlelen Austausch wurde, wie in Abbildung 35 zu sehen, eine Grolenzunahme des zu
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detektierenden DNA-Fragments von 2,8 kb auf 4,0 kb erwartet. Das erhatene Cosmid wurde
pGPC127 genant.

6kb — ..

4kb —

3kb — .-

Abbildung 35: Southern-Hybridiserung mit mig-Gen speafischer Sonde gegen BamHI-
behandelten pY A1400 (Spur 1 und 2) und Cosmid pGPC127 zweier Transkonjuganten (Spur
3und 4).

Das Cosmid pGPC127 wurde durch Behandlung mit A-Terminase lineaisiert und mittels
Elektroporation unter anderem in die M. avium-Stamme A5, TMC 724 wnd # 58 transferiert.
Be dlen Stdmmen wurde nadh wiederholter Elektroporation und unter Verwendung
unterschiedlicher Protokolle in etwa die gleiche Anzahl an Kolonien erhalten (circa 50/
Ansatz). Zunddhst wurden 30 Kolonien subkultiviert, die DNA isoliert und einer Southern-
Hybridiserung mit der mig Gen spezfischen Sonde unterzogen. Alle Klone zegten bei
diesem Verfahren eine Bande aif Hohe von 2,8 kb, die dem mig-Wildtyp-Allel entspricht.
Welitere 150 Kolonien wurden unter allen Transformanten ausgewahlt und mittels PCR auf
das Kanamycin-Resistenzgen hin untersucht (Abbildung 32). Be nur sieben von 150
Kolonien ergab sich ein PCR-Produkt der erwarteten GrofRe von 600 bp. Diese sieben
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Kolonien zdgten in der Southern-Hybridiserung nur das mig-Wildtyp-Allel. Es wurden
darauf weitere 150 Kolonien subkultiviert und die genomische DNA isoliert. Um Klone, die
das Kanamycin-Resistenzgen durch Rekombinationen erhalten haben, von spontanresistenten
Kolonien unterscheiden zu kénren, wurde die genomische DNA einem sogenannten ,,Dot-
Blot“-Verfahren unterzogen. Die so behandelte DNA wurde mit einer Sonde gegen das
Kanamycin-Resistenzgen hybridisiert. Lediglich bel der DNA von 20 Klonen konrte &n
Signal beobaditet werden, was bedeutet, dal3 circa 85 % spontanresistente Kolonien waren
(Abbildung 36). Bei dlen postiven Klonen konnte kein aleler Austausch nadh einer

Southern-Untersuchung mit einer mig-spezfischen DNA-Sonde identifiziert werden.

e el > (<] .4_ pUCAK
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2
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; ) @ - é
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Abbildung 36: Darstellung eines ,Dot-Blot* hybridisert mit einer Sonde gegen das
Kanamycin-Resistenzgen (aph). Es snd hier 66 DNA-Proben der insgesamt 150 Kolonien
dargestellt. Als positive Kontrolle wurde pUC4K mit dem Kanamycin-Resistenzgen (aph)
verwendet und as negative Kontrolle M. avium Wildtyp-DNA.
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3.1.4Versuch einer gezielten Mutagenese von M. avium durch Plasmidintegration
Ein gezelter Genaustausch bei M. avium war mit den unter 3.1.1 bis 3.1.3 ausgewahlten und

bei anderen Mycobakterien-Arten praktikablen Methoden nicht moglich. Aufgrund der hohen

Spontanresistenz-Raten scheint eine gezelte Geninaktivierung mit nur einer Selektionsmarke

pGPC136 § aph

aacCl Homologe
Rekombination
) pGPC136 aph
" mig! aacCl
>< — o
EcoRI EcoRI E‘coRI E‘coRI
— — M. avium
mig DNA
M. avium
DNA

Abbildung 3.7: Prinzip der gezelten Mutagenese von mig durch Integration von pGPC136.
Zur bessren Selektion enthdlt pGPC136 neben dem Kanamycin-Resistenzgen (aph) auch ein
Resistenzgen gegen das Antibiotikum Gentamycin (aacC1l).

wenig erfolgversprechend. Um das Problem der hohen Spontanresistenz-Raten zu umgehen,
benutzten Batoni et al. 1998 zur Selektion von Plasmid-transformierten M. avium-Stammen
zwel Resistenzmarken.

Neben der Methode des allelen Austausches gibt es noch weltere Tedhniken, um Gene gezelt
zu inaktivieren. Bel einer dieser dternativen Mutagenesemethoden wird das betreffende Gen
durch gezedlte Integration eines Plasmides inaktiviert. Hierfir wird ein Suizidplasmid mit
einem 5-und 3-deletierten Allel dieses Gens benutzt, das durch homologe Rekombination in
das chromosomale Allel integriert. Im Genom entstehen dabel zwei inaktive, deletierte Allele
des Zielgens, wodurch dieses inaktiviert wird (Mill er und Mekalanos et al. 1988).

Diese Methode wurde auch zur gezelten Inaktivierung des Gens mig angewendet. Hierfir
wurde ainadst ein Allel von mig Uber PCR mit den Primern MIGTRUNCFW und
MIGTRUNCRW aus dem Genom amplifiziert. Die Primer wurden hierbel so gewahlt, dal? sie
innerhalb des mig-ORFs hybridisierten, so dal3 angenommen werden konrte, dal3 das Zielgen
durch erfolgreiche Integration in das homologe Wildtyp-Allel, inaktiviert wird (Abhildung
3.7). Das amplifizierte, 660 bp grofRe DNA-Fragment wurde in das Plasmid pCR2-1 kloniert,
wodurch das Plasmid pGPC135 entstand. Anschlie3end wurde durch Integration des
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Gentamycin-Resistenzgens aacCl aus dem Plasmid pBSL141 (Alexeyev et al. 1995 in die
BamHI-Schnittstelle von pGPC135 ein zweiter Selektionsmarker eingeflgt, um bei M. avium
die Anzahl spontanresstenter Kolonien zu verringern  (pGPC136). Als  dritter
Selektionsmarker wurde in das Plasmid pGPC136 ein Streptomycin/Spedinomycin-
Resistenzgen aus pHRP316 (Pardes und Harwood 1993 in die Hindlll -Erkennungsgelle
inseriert (pGPC137).

Fur die Transformation von M. avium wurde nur noch der Stamm A5 benutzt. Mit diesem
Stamm sind erfolgreiche Transformationen mit gentechnisch verénderten Plasmiden publiziert
worden (Beggs et al. 1999. Lediglich bei Transformationen von M. avium A5 mit pGPC136,
nicht jedoch mit pGPC137, entstanden Kolonien. Bel einer anschlief3enden Southern-
Untersuchung der entstandenen 17 Kolonien mit der mig-speafischen DNA-Sonde konrte bei
dlen Klonen nur eine Bande mit einer Grofe von 2,8 kb nadhgewiesen werden, so dal3
pGPC136 nicht speafisch in das Genom integriert worden war. Es kann sich aber auch um

um spontanresistente Kolonien gehandelt haben.

3.1.5 Diparentale und triparentale Konjugation von Plasmiden von E. coli zu M. avium

Eine wetere Mdoglichkeit, rekombinante DNA in Mycobakterien zu transferieren, ist die
Konjugation (Gavigan et al. 1995 Gavigan and Martin 1998 Dziadek et al. 1994 Gormley
und Davies 1991). Fur M. avium ist eine solche Tedink bidang nicht gezegt worden;
hauptsadilich wurden hidang nur Schaukelplasmide und integrative Plasmide mittels
Konjugation in M. smegmatis transferiert (Gavigan et al. 1995. Fir ene diparentale
Konjugation eignen sich der E. coli-Stamm S17-1 und der mobilisierbare Vektor pGPC126.
E. coli S17-1 wurde bereits von Gavigan et al. 1995 fir den Transfer eines Plasmides in
M. smegmatis benutzt.

Das Plasmid pGPC126 enthdlt das Gen sacB, das unter 3.1.4 bei E. coli as negativer
Selektionsfaktor eingesetzt wurde. Wie von Pelicic et al. (1996 beschrieben, wird das sacB-
Gen auch in Mycobakterien heterolog exprimiert, und das Genprodukt ist auch fur
Mycobakterien unter Zugabe von Sacdarose toxisch. So ist es moglich, sacB als negativen
Selektionsfaktor bei der Konjugation einzusetzen. Als Rezpient wurde M. avium A5 benutzt.
Alle Transkonjuganten.waren positiv. bel einer mig::aph-Allel  spezfischen PCR-
Untersuchung. Die Morphologie der Kolonien unterschied sich von der Kolonieform des
M. avium A5 Wildtyps. Die Kolonien waren ncht opaque und domartig gewolbt, sondern
transparent und zerkltftetet (Abbildung 3.8). Sie stoppten in ihrem Wadhstum nach 10 Tagen
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und liefden sich ncht weiter subkultivieren. Ob in diesen Kolonien ein aleler Austausch
stattgefunden hette oder ob es sch in Anbetradit der instabilen Vitalitdt der Kolonien um
einen - nach der Integration von pGPC126 - durch sacB verursadhten Effekt handelte, konnte
nicht entschieden werden.

Wurde der Konjugationsansatz auf 7H10-Platten, die nicht mit Sacdarose supdementiert
waren, plattiert, waren die Kolonien nicht transparent. Alle Transkonjuganten, die durch eine

mig:: aph-Allel-speafische PCR-Untersuchung getestet wurden, waren positiv fr dieses Allel

Abbildung 3.8: Transkonjuganten nach Konjugation zwischen E. coli S17-1 mit pGPC12¢€
und M. avium A5

und lief3en sich auch subkultivieren. Es wurde angenommen, dal3 pGPC126 in diesen Félen
durch homologe Rekombination mit dem Gen mig in das Genom integriert war. Von
Subkulturen ausgehend wurden Verdinnungen auf 7H10-Platten ausplattiert, die mit 10 %
Sacdarose suppementiert waren. Mittels gezfischer PCR fir das mig::aph-Allel (siehe
oben) konnte dieses Alle nicht mehr amplifiziert werden. Auch bei Southern-
Hybridiserungen mit einer mig-Gen spezfischen Sonde war nur die 2,8 kb grof3e Bande fir
das Wildtyp-Allel sichtbar. Das Plasmid pGPC126 dng wahrscheinlich wéahrend der
Subkultivierung verloren, und de Zellen wurden gegen das Antibiotikum spontanresistent.
Dies ist kohdent mit den Ergebnisen, die fur die Mutagenese-Strategien mit
Elektroporations-Tedhnk gemadt wurden.

Wie diese Ergebnise zegen, scheint durch die hohe Spontanresistenzrate von M. avium eine
Zwei-Schritt-Mutagenese-Strategie unmadglich. Ein anderes Problem ist moglicherweise auch
die hohe Rate ill egitimer Rekombinationen bei Mycobakterien (Kalpana et al. 1991 Aldovini
et al. 1993. Neben der diparentalen gibt es auch die triparentale Konjugation. Hier sind die
fur die Mobilisierung notwendigen Gene nicht auf dem Chromosom lokalisiert, sondern auf
dem Plasmid pRK2013 (Figurski und Helinski 1979, so dal? man keine spezellen E. coli-
Stamme wie S17-1 fir die Mobiliserung von Plasmiden bkenttigt. Fir die triparentale
Konjugation wurde der Vektor pBBRIMCS (Kovad et al. 1995 benutzt, der einen Transfer-
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Replikationsursprung fur die Konjugation besitzt. Dieses Plasmid ist ein sogenannter ,,Broad-
Host-Range®*-Vektor fur Gram-negative Bakterien, der sich aber in Mycobakterien rnicht
autonom replizieren kann. Fir die triparentale Konjugation wurde an neues inaktiviertes
Allel von mig konstruiert. Daftr wurde pGPC100, das mig auf einem 2,8 kb grof3en DNA-
Fragment aus M. avium enthalt, mit EcoRI restringiert und ein 1,2 kb grof3es DNA-Fragment
deletiert. Durch diese Deletion wurde das Gen mig partiel entfernt (pGPC100-1).
Anschliefiend wurde das aacCl-Gentamycin-Resistenzgen in die EcoRI-Erkennungsgelle
inseriert (pGPC100-2), und de enstandene Amig::aacCl-Kasstte wurde nadhfolgend in die
EcoRV-Schnittstelle von pBBRIMCS inseriert (pMigGm). Pelicic et al. (1996 zagten, dal3
die Expresson des Gens aacCl in Mycobakterien eine Resistenz gegen Gentamycin
vermittelt und eine nitzliche Resistenz-Marke ist. Es gand nun ein reues inaktiviertes Allel
von mig zu Verfigung, das im weiteren mit Amig::aacC1-Allel bezachnet wird. Das Plasmid
pMigGm wurde konstruiert, um einen mobilisierbaren Vektor zur Verfligung zu haben, der
sich unabhéngig vom t=Protein in E. coli repliziert. Aul3erdem wurde an neues Resistenzgen
ausgewdahlt, da bei Gentamycin eine geringere Rate an spontanresistenten Kolonien erwartet
wurde (Berger, personliche Mitteilung). Durch die Deletion konnte sichergestellt werden, dal3
die Mutation nach erfolgtem alelen Austausch stabil blieb. Das aacCl-Gen flankierend
standen nun jeweils 0,8 kb genomische DNA as Substrat fir die Rekombination zu
Verfiigung (Abbildung 3.9A). Fur eine schnelle Erkennung von Rekombinanten wurde ane
PCR entwickelt, bei welcher der die Deletion flankierende Bereich des mig-Gens mit den
Primern MIGGNFW und MIGGNRW amplifiziert werden solite. Bei einer Amplifikation
entstehen je nach Allel verschieden grole PCR-Produkte, fir das mig-Allel ein 1,5 kb grol3es
PCR-Produkt und fir das Amig::aacC1-Allel ein 1,1 kb grof3es DNA-Fragment. Hierdurch
war schrell zu entscheiden, ob es sch bel den Exkonjuganten um spontanresistente Kolonien
handelte, um Kolonien handelte, die das Plasmid pMigGm integriert hatten, oder ob
moglicherweise an aleler Austausch zwischen Plasmid und Genom stattgefunden hette
(Abbildung 3.9).

Nad einer triparentalen Konjugation wurden die Ansdtze aif 7H10-Platten plattiert, die mit
20 pg/ml Gentamycin supdementiert waren. Vorhergehende Studien zegten, dal3 bei einer
Konzentration von 20 pg Gentamycin pro ml Medium die Rate fir spontanresistente Kolonien
bei 10° lag. Die Transkonjuganten zeigten unterschiedliche Kolonieformen, zum einen waren
se rund und opaque und entsprachen der Kolonieform des Wildtyps. Es traten aber auch
Kolonien auf, die der Form nadh, denen von Abbildung 3.8 sehr dhnlich waren und sich auch

nicht weiter subkultivieren lief3en. Bel einer PCR-Untersuchung unter Benutzung der Primer
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MIGGNFW und MIGGNRW konnten aus diesen kleinen Kolonien lediglich PCR-Produkte
erhalten werden, die fur das Amig::aacCl-Allel erwartet wurden (Abhildung 3.9B; Spur7).
Das Ergebnis dieser Konjugation zegt, dald die Ursade der transparenten, nicht
subkultivierbaren Kolonien, wie fir die diparentae Konjugation diskutiert, nicht das
Genprodukt SadB war. Bel den meisten opaquen Kolonien zegte sich bei der PCR-
Untersuchung, dal3 das Plasmid pMigGm in das Genom integriert war. Hier traten zwei PCR-
Produkte auf, deren Grofen fur das mig-Allel (1,1 kb) und das Amig::aacCl-Allel (1,5 kb)
speafisch sind (Abbildung 39B; Spur 4 und 5. Be diesen Kolonien kann sich ein
Kointegrationsprodukt gebildet haben, das sch madh einer homologen Rekombination
zwischen dem auf dem Genom lokalisierten Gen mig und dem Amig::aacCl-Allel auf
pMigGm gebildet hat. Es kann sich aber auch um Kolonien handeln, bei denen das Plasmid
pMigGm durch illegitime Rekombination in das Genom integriert wurde. Es traten zudem
auch Kolonien auf, bel denen bel der PCR-Untersuchung ein 1,5 kb grofRes PCR-Produkt
amplifiziert werden konnte, wobel diese Grofe fur das mig-Allel  spezfisch ist
(Abbildung 3.9A). Hier handelte essich wahrschenlich um spontarres sterte Kolonien.

Die Kolonien, bei denen ein 1,1 kb grofRes PCR-Produkt amplifiziert werden konrte, lief3en
sch nicht weiter kultivieren. Dieser Phanotyp ist identisch mit dem bereits beschriebenen
Phanotyp (Abhbldung 3.8). Nadh einer Sukultivierung der Kolonien, die bel der PCR-
Untersuchung ein 1,1 kb (inaktiviertes mig-Gen) und ein 1,5 kb (mig Wildtyp) grof¥es PCR-
Produkt hatten, konnte bei einer anschlief3enden PCR-Untersuchung nur noch ein 1,5kb
groles PCR-Produkt amplifiziert werden. Hier konnte das Kointegrationsprodukt aufgelst
und das Wildtyp-Allel rekonstituiert worden sein. Es traten bei wiederholten diparentalen und
triparentalen Konjugationsexperimenten immer wieder Kolonien auf, bei denen bel ener
PCR-Untersuchung Produkte auftraten, die fir einen alelen Austausch erwartet wurden.
Diese Kolonien hetten ale ane transparente und/oder sehr kleine Kolonieform, der
sogenannten ,Pin Point“-Form (Rastogi und Barrow 1994 &hnlich. Als Beweis, dal3 es
prinzipiell moglich ist, mittels Konjugation oder Elektroporation Gene in M. avium zu

inaktivieren, sollte en anderes, putativ nicht esentielles Gen inaktiviert werden.
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A B 1 2 3 45 67®
1.5 kb
MIGGNFWA MIGGNRW
EcoRI EcoRI
mig
1,1 kb
MIGGNFW MIGGNFW
AN ya

EcoRlI EcoRlI

Amig::aacCl

Abbildung 39: Triparentale Konjugation. A) Schematische Darstellung der Deletions-
Mutagenese des mig-Gens und der anschlie3enden Insertion des aacCl-Gens
(Amig::aacC1-Alld). Die Postionen der Oligonukleotide MIGGNFW und MIGGNRW
und die Grolen der PCR-Produkte, die nach Amplifikation des mig-Allels (1,5 kb) und
des Amig::aacCl-Allels (1,1 kb) erwartet wurden, sind angegeben. B) PCR-Produkte
nadh PCR mit den Oligonuklieotiden MIGGNFW und MIGGNFW Oligonukleotiden,
elektrophoretisch aufgetrennt auf einem 0,9 %igen TAE-Agarosegel. Folgende Matrizen-
DNA wurde amplifiziert: Spur 1, pGPC100 Spur 2, pMigGm; Spur 3, genomische
E. coli-DNA; Spuren 4-7, Transkonjuganten aus triparentaler Konjugation; Spur 8, DNA-
Grolenstandard (MBI).
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3.2 Versuch einer gezielten Inaktivierung des sige-Gens durch allelen Genaustausch bei

M. avium

Das sgE-Gen lief? sich bei M. smegmatis durch alelen Austausch gezelt inaktivieren und
scheint, auch in Anbetradt der Tatsadhe, dald Mycobakterien zehn Sigmafaktoren besitzen,
die ar ECF-Familie gezélt werden, nicht esseentiell flir Mycobakterien zu sein. So bietet sich
dieses Gen fur eine gezelte Inaktivierung in M. avium an.

Das sige-Gen wurde aus M. avium mittels gezfischer PCR mit den Primern SIGEFW und
SIGERW amplifiziert und nadh Restriktion mit Xbal und Xhol in das Plasmid pGPC294
inseriert (pGPC291). Dieses 1,6 kb grofRe PCR-Produkt enthielt neben dem 0,76 kb grofen
ORF fiur das sigE-Gen auch noch stromauf- und -abwérts gelegene Sequenzen. Durch eine
Integration des aacC1-Gens in die singuldre Xmnl-Erkennungsgelle wurde der ORF von sigE
gezet unterbrochen. Hierflr wurde das 925 bp grofe aacCl-Gen durch BamHI-Restriktion
aus pBSL141 isoliert und nach einer Behandlung mit der T4-DNA-Polymerase in pGPC291
inseriert (pGPC292). Das © erhadtene sigE::aacCl-Allel wurde anschlief3end als Pwull-
Fragment in die Smal-Erkennungsdelle von pBBRIMCS inseriert (pGPC293). Fir die
Konstruktion einer sige-Mutante wurde ene Strategie gewéahlt, bel der das sige-Allel gegen
das sigE::aacC1-Allel ausgetauscht werden sollte. Hierfur sollte das Plasmid zum einen durch
Elektroporation und zum anderen durch triparentale Konjugation in M. avium transferiert
werden. Nad der Elektroporation von M. avium A5 und M. avium # 5-8 wurden die Ansétze
auf 7H10-Platten gebradit, die mit 20 pg Gentamycin pro ml Medium versetzt waren. Fur die
triparentale Konjugation wurden ebenfalls die oben genannten M. avium-Stamme verwendet.
Es entstanden Uber 200 Transformanten / Elektroporationsansatz und 50 Transkonjuganten /
Konjugationsansatz. Hiervon wurden jewells 40 Kolonien subkultiviert und anschlief3end
mittels geafischer PCR unter Benutzung der Primer SIGETESTFW und SIGETESTRW

genotypisch untersucht.
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Abbildung 310: A) Schema aur Hybridiserung der Oligonukleotide SIGETESTFW und
SIGETESTRW an das sige-Allel (WT) und das sigE::aacC1-Allel und de erwarteten Grof3en
der PCR-Produkte. B) 1,0 %ige TAE-Agarosegelelektrophorese mit den PCR-Produkten von
WT und M1-M6 nad einer Amplifikation mit SIGETESTFW und SIGETESTRW. Folgende
Matrizen wurden benutzt: M1-M6, M. avium-Transkonjuganten; WT, M. avium #5-8. DG,
DNA-GroRenstandard (Gibco-BRL).

Die Postionen der Oligonukleotide wurden so gewdhit, dal3 der DNA-Abschnitt um die
Xmnl-Insertionsdelle amplifiziert wurde. Durch die Amplifikation konnte somit zwischen
dem Wildtyp-Allel (207 bp gofles PCR-Produkt) und dem sigE::aacCl-Allel (1100 bp
grolies PCR-Produkt) unterschieden werden (Abhbildung 3.10A). Alle 40 Klone, die durch die
Elektroporation erhalten wurden, erbradhten nach der PCR-Amplifikation nur 207 bp grol3e
PCR-Produkte. Dies richt dafir, da3 es sch bei diesen Klonen um spontanresistente
Kolonien gehandelt hat. Es kdnrnte aer auch sein, dal3 es sch bei alen oder einigen von ihnen
um Klone handelte, bel denen das Gentamycin-Resistenzgen durch ill egitime Rekombination
ins Genom integrierte und dald dabei eine oder beide Erkennungsdellen der Oligonukieotide
verloren gegangen sind, die af dem Plasmid pGPC293 lokalisert waren. Diese

Transformanten wurden nicht weiter untersucht.
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Im Gegensatz dazu konnten bal den Transkonjuganten mit der hier benutzten PCR DNA-
Fragmente amplifiziert werden, die 1100 bp und/ oder 207 bp grol3 waren. Die Klone mit
einem Bandenmuster von 207 bp und 1100bp waren Transkonjuganten, die entweder nach
illegitimer oder homologer Rekombination von pGPC293 entstanden sein muften. Es konnte
aber auch bei vier der 40 Transkonjuganten bei der PCR-Untersuchung nur ein 1100 bp
groles DNA-Fragment amplifiziert werden. Diese Klone wurden mit M1 bis M3 und M5
bezachnet (Abbildung 3.10B). Hier konnte aagenommen werden, dal? ein aleler Austausch
zwischen dem auf dem Plasmid pGPC294 lokaliserten sigE::aacCl1-Allel und dem auf dem
M. avium-Genom lokalisierten sigE-Wildtyp-Allel  stattgefunden hette.  Um  dies zu

. B
A SgE-Allel (WT) M2 M1 WT DG

BamHI  Notl Notl BamHI

<—>
1,1kb ‘
3,2kb 1 41k
<>
2,3kb
SgE::aacCl-Allel (M1, M2) 2.2 kb
aacC 1,8 kb
BamHI Notl Notl BamHI
1,2 kb
< >

3,2kb :
oy

Abbildung 311 A) Schema der in einer Southern-Hybridiserung mit BamHI-restringierter,
genomischer DNA von Wildtyp und SigE-Mutante mit einer SigE-Sonde ewarteten
Signalgroffen. B) Autoradiogramm nadh Southern-Hybridiserung mit sigE-Sonde gegen die
mit BamHI hydrolysierte genomische DNA der M. avium-Transkonjuganten M1 und M2
bezehungsweise M. avium #5-8 (WT). In der linken Spur wurde an Digoxygenin-markierter
DNA-Grofenstandard (DG) aufgetragen. Die hydrolysierten DNA-Fragmente wurden nach der
Auftrennung in einer 0,8 %igen TAE-Agarosegelelektrophorese aif eine Nylon-Membran
transferiert und mit der 1,1 kb grof¥en Notl-Sonde hybridisiert.
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bestétigen, wurde @ane Southern-Hybridiserung mit einer sigE-spezfischen DNA-Sonde
durchgefihrt (Abbildung 3.11). Diese Sonde wurde durch Digoxygenin-Markierung eines 1,1
kb grof3en Notl-DNA-Fragmentes aus dem Plasmid pGPC291 lonstruiert (Abbildung 3.11A).
Fur die Southern-Hybridiserung wurde die genomische DNA von M1, M2 und M. avium #5
8 isoliert und mit BamHI hydrolysiert. Es wurde bei dieser Untersuchung fur M. avium #5-8
eine Bande von circa 2,3 kb und fUr die drei Mutanten nach erfolgreichem alelen Austausch
eine Bande von circa 3,2 kb erwartet (Abbildung 3.11A). Genau dese Bandenmuster konnten
nach dieser Untersuchung beobadtet werden (Abbildung 3.11B). Es konrte bel den Mutanten
M1 und M2 keine Bande bel 2,3 kb beobadtet werden. Daraus wurde geschlosen, dal3 ein
dleler Austausch unter Verlust des genomischen sigE-Wildtyp-Allels gattgefunden hatte.
Aufgrund der in der Southern-Hybridiserung gewonrenen Daten konnte aigenommen
werden, dal3 es sch bei den erhaltenen Klonen M1 und M2 um die gesuchte sigE-, knock-
out“-Mutante handelte. Dieser M. avium-Stamm wird im welteren as M. avium K007
bezachnet. Die fur M. avium speafische Insertionssequenz 1S1245 wurde mittels PCR nach
Guerrero et al. (1995 bei Wildtyp und Mutante nachgewiesen (circa 425bp; Abhldung
3.13D).

3.3 Physiologische Charakteriserung von M. avium K007

Zunadst wurde das Wadtumsverhalten von M. avium KOO7 und M. avium #5-8 (ber einen
Zeitraum von 12 Tagen beobaditet. Hierfir wurden M. avium #5-8 und M. avium KOO7 in
7TH9-Medium bei 37°C angezogen. Die Wadstumskurven von Mutante und Wildtyp waren in
den ersten drei Tagen bezehungsweise bis zu ener optischen Dichte von 0,3 bel 600 nm
identisch. Danadh ging de Wadstumskurve von M. avium KOO7 in eine gleichsam stationére
Phase Uber und stagnierte bei eéinem Wert von 0,3 (O.D.s00), das Wadhstum von M. avium #5-
8 gng erst bei Tag 7 bis 8 in die stationére Phase tiber (O.D.go0: 0,8-1,0). In Abbildung 3.12A
snd de Wadstumskurven von M. avium KOO7 wd M. avium #5-8 bei 37°C dargestellt.
Diese veranderte Wadstumskurve der Mutante konnte auch bel einer Temperatur von 30°C
beobaditet werden (Daten nicht gezegt). Eine Mesaung in der stationdren Phase (Tag 10
ergab, da} die CFU fir die Mutante bei 4*10° +/- 1*10° (Standardabweichung) und die CFU
fir den Wildtyp bei 5*10° +/- 5*10° lag.
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Abbildung 312 A) Wadstumskurven von M. avium #5-8 und M. avium KOO7 (ber 12 Tage
in 7H9-Medium (37°C). B) Uberlebensrate von M. avium #5-8 und M. avium K007 nach
Hitzestre3. Die Stamme wurden his zur einer optischen Dichte (O.D.s0) von 0,2-0,3 in 7H9-
Medium bei 37°C angezogen und mit 7H9-Medium auf eine Dichte (O.D.go0) von 0,1 verdinrt.
Anschliefiend wurde die Temperatur auf 50°C erhdht. Die dargestellten Werte sind de
Mittelwerte +/- Standardabweichung (n = 3).
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Abbildung 313 Uberlebensrate von M. avium #58 und M. avium KO0O7 bei
extrazdluldrem Stref3. Die Stamme wurden his zu einer optischen Dichte (O.D.go0) von 0,2 -
0,3 in 7H9-Medium bel 37 °C angezogen und mit frischem 7H9-Medium auf eine Dichte
(O.D.6og) von 0,1 verdunnt. Anschlief3end wurden die verdinnten Kulturen folgenden
Stref3bedingungen unterzogen: A) Detergenzien-Stref3 (0,01 % SDS); B) Saure-Stref3 (pH 4);
C) Oxidativer Stref3 (5 mM H,0;). Die dargestellten Werte sind de Mittelwerte +-
Standardabweichung (n=3). D) PCR-Nadweis von 1S1245 nach Guerrero et al. (1995.
Spur 1, M. avium KOO7, Spur 2, M. avium #5-8. Eine negative Kontrolle (hier nicht gezagt),
mit E. coli-DNA durchgefiihrt, zeigte keine PCR-Produkte.

Der mycobakterielle Sigmafaktor SIgE wurde ds ECF-Sigmafaktor beschrieben. Nad einer
gezelten Inaktivierung von sigE bei M. smegmatis war die Uberlebensrate der sigE-Mutante
nadh in vitro-Stref3 wie Hitze oder niedrigem pH-Wert geringer als die des parentalen
Wildtyp-Stamms (Wu et al. 1997). Es wurde daher weiter untersucht, inwieweit M. avium
K007 sensitiver fur extrazdlularen Stref ist als M. avium #5-8. Jener Stamm war deutlich
senstiver gegenuber extrazdluldrem Stref3 wie Hitze, niedrigem pH-Wert, H,O, und
Detergentien. Besonders bei einer Hitzebehandlung bei 50°C war eine deutliche Verringerung
der Uberlebensrate M. avium K007 gegenilber M. avium #5-8 zu beobadten (Abhildung
3.12B). Die in Abbildung 313 dargestellten Diagramme zegen auch fir die drei weiteren
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untersuchten Stref¥faktoren eine @geschwadite Uberlebensrate von M. avium K007
gegentber M. avium #5-8.

3.4 Attenuierte Virulenz von M. avium K007 gegeniber M. avium #58 im humanen
M akrophagen-Modell (HM DM)

Bidang sind bei virulenten, langsam-wadsenden Mycobakterien noch keine dternativen
Sigmafaktoren inaktiviert worden, und es ist auch nicht sehr viel dartber bekannt, welche
Gene durch Mitwirkung von SIgE exprimiert werden und inwieweit diese fir die Virulenz
verantwortlich sind. Um die Virulenz bei M. avium KOO7 ngher zu untersuchen, wurde in
dieser Arbeit ein Infektionsmodell mit humanen Makrophagen (,HMDM mode“) benutzt
(Crowle et al. 1986. Es wurden daftir humane Makrophagen isoliert und mit einer Infektions-
Multiplizitdt von 10:1 (Bakterien : Makrophagen) wurden 10° Makrophagen infiziert. Die
Makrophagen reiften vor der Infektion 5-7 Tage in Makrophagen-Medium bei 37°C heran. Es
wurden drei Zeitpunkte gewahlit, an denen die CFU/10° Makrophagen bestimmt wurde. Am
Tag 0 wurde die Anzahl der Bakterien bestimmt, die efolgreich von den Makrophagen
phagozytiert wurden. Am Tag 1 wurde Uberpriift, ob die beiden Mycobakterien-Stamme nach
der Phagozytose im Makrophagen Uberleben konnten. Schliefdlich wurde an Tag 5 tberpriift,
ob sich die Mycobakterien-Stamme in den Makrophagen vermehren konnten. In Abhildung
3.14 sind de Ergebnisse grafisch dargestellt. Den Ergebnisen ist zu entnehmen, dal3 die
CFU-Werte bel beiden M. avium Stdmme an Tag 1 nach der Infektion gegentiber den Werten
am Tag 0 konstant blieben. Jedoch konnte man am Tag 5 beobadten, dal3 der CFU-Wert fur
M. avium #58 zugenommen hette, wohingegen der CFU-Wert far M. avium K007 kaum
zunahm. Dieser Unterschied war signifikant (t-Test; p<0,05).
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100000+ E _l*

10000 . - T . . . T . ,
0 1 2 3 4 5
Tag nach der Infektion

CFU/10.000 Makrophagen

Abbildung 3.14: Uberlebensrate von M. avium #5-8 und M. avium K007 nach I nfektion
von humanen Makrophagen. Mit einer Infektions-Multiplizitét (MOI) von 10:1 wurden
jeweils 10° Makrophagen mit den beiden Stammen infiziert. Nach Tag 0, 1 und 5wurden
die Makrophagen lysiert und de CFU bestimmt. Die dargestellten Werte sind de
Mittelwerte aus 4 unabhéngigen Experimenten +/- Standardabweichung (n = 4). Bei dem
mit Stern markierten Tag 5 waren die CFU von M. avium KOO7 wnd M. avium #5-8
signifikant unterschiedlich (t-Test; p<0,05).
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3.5 Konstruktion einesaminoterminalen Mig-Hiss-Fusionsproteins

Um die biochemischen Eigenschaften von Mig aufzukléren, sollte das Protein aufgereinigt
werden. Das Protein Mig zegt grof®e Homologien zu Acyl-CoA-Synthetasen (Plum et al.
1997, weshab das aufgereinigte Protein auf diese Aktivitat hin getestet werden sollte. Da es
sich ba mig um ein Makrophagen-induziertes Gen handeln soll (Plum und Clark-Curtiss
1994, it es <hwierig, das Genprodukt direkt aus M. avium zu isolieren (Plum,
unveroffentlicht). Aus diesem Grund wurde Mig im Hinblick auf eine Anreicherung als
aminoterminales Hiss-Fusionsprotein heterolog in E. coli exprimiert.

Fur die Hiss-Fusion wurde der ORF von mig aus dem Genom von M. avium #5-8 mittels PCR
unter Benutzung der Oligonukleotide MIGHISFW und MIGHISRW amplifiziert. Die
Positionen der Oligonukleotide waren so gewahlt, dal3 ein PCR-Produkt entstand, auf dem
neben dem ORF 1 auch der ORF 3 (Abhldung 3.16) lag. Das Oligonukleotid MGHISFW lag
aulderdem so, dal? das potentielle Signalpeptid deletiert wurde (Plum et al. 1997). An den 5'-
Enden von MIGHISFW und MIGHISRW befanden sich Erkennungsdellen fir die
Restriktionsendonukleasen BamHI und Pstl, so dal3 das circa 1,7 kb grol®e PCR-Produkt
direktiona in pQEL10 (Qiagen) inseriert werden konnte (pHisb). Das Plasmid pQE10 enthalt
einen IPTG-induzierbaren lac-Promotor, stromabwaérts eine ,, Shine-Delgarno”-Sequenz mit
ATG-Startcodon und sedhs anschlief3enden Histidin-Codons, wodurch nach Fusion mit dem
mig-ORF ein Mig-Hiss-Fusionsprotein exprimiert werden konnte. Um Fehler bei der PCR
auszuschlief3en, wurde das inserierte PCR-Produkt von pHisS an jeder Stelle mindestens
dreimal sequenziert. Die Sequenzierung belegte aidem, dal3 die Fusion des auf dem Plasmid
pPQE10 befindlichen Startcodons und der sechs Histidin-Codons mit dem ORF 1 von mig
tatsAdhlich stattgefunden hette. Die DNA-Sequenz dieser Sequenzierung wurde mit der von
Plum et al. (1997 verdffentlichten Sequenz (, GenBank-Accesson“-Nummer U43599 mit
dem Programm ,BLAST 2 SEQUENCES® verglichen. Hier zeigte sich, dal’3 die beiden
Sequenzen his auf eine Deletion bei der Nukleotid-Position 1323 (bereinstimmten. Dem
PCR-Produkt fehite an dieser Stelle die Base Cytosin, so dal’ ein Leserahmensprung entstand,
der die von Plum et al. (1997 vertffentlichten ORFs 1 und 3 miteinander fusionierte.
Hierdurch entstand ein 550 Aminosauren Kkodierender ORF, im weiteren mit ORFig
bezachnet. Das errechnete Molekulargewicht des Genproduktes lag bel 58,6 kDa, so dal3 fur
die Uberexpresson in E. coli ein circa 60 kDa grofRes Genprodukt zu erwarten war. Die
Uberexpresson wurde im E. coli Stamm MI5 duchgefiihrt. Das Mig-Fusionsprotein konnte
aus dem Zell-Lysat durch Verwendung einer Sdule mit Ni-NTA-Superflow (Qiagen) nativ
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gereinigt werden. Die Eluate wurden anschlief3end auf einem 10 %igen Polyaaylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomasse gefarbt (Abbildung 315A). Auf dem Gel
war bei einer Grofe von 60 kDa ene deutliche Bande in den Elutions-Fraktionen zu sehen.
Dies entspradh dem nad der DNASequenzierung von ORFnyig beredneten
Molekulargewicht. Auf dem Gel waren bel Fraktion 1 und 4 besonders nach ener
Silberfarbung weitere Banden mit kleineren Molekulargewichten zu beobaditen, bei welchen
es sch um Abbauprodukte von Mig handeln kann. Es wurde au3erdem eine Immunodetektion
mit einen speafischen Antikorper gegen das Mig-Protein gemadit. Wie aus Abbildung 3.15B
ersichtlich ist, konnte die 60 kDa grof¥e Bande in Fraktion 2 als Mig identifiziert werden. Fur

die weiteren biochemischen Experimente wurde diese Fraktion verwendet.

A Le Ly W FI F2 F3 F4 B W F2
kDa
b -
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Abbildung 315: Uberexpresson und Reinigung eines aminoterminalen Mig-Hiss-
Fusionsproteins. A) Fusionsprotein wurde in E. coli-M15-Zellen Gberexprimiert und nach
Aufschlufd der Zellen durch Affinitétsreinigung mit einer Ni-NTA-Séule (Qiagen) isoliert.
Auf das gezegte 10 %ige SDS-Polyaaylamidgel wurden folgende Proben (20-80 pg
Protein) aufgetragen: Le, Molekulargewichtsgandard; Ly, Zell-Lysat; W, Wasch-
Fraktion; F1 - 4, Elutions-Fraktionen 1 bis 4. Das Gel wurde mit Coomasse gefarbt.
B) Immunodetektion von Mig (2 ug) in der Elutions-Fraktion 2 mit einem speazfischen
Antikorper gegen Mig (sehe Text). Abgebildet ist der exponierte Rontgenfilm.
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3.6 Partiele Amplifikation des mig-Gens aus dem Genom der M. avium-Stamme A5
und #5-8 und direkte Sequezierung der PCR-Produkte

Der DNA-Bereich um die Position 1323 wurde aus dem Genom von M. avium A5 und #58
mittels PCR amplifiziert und drekt sequenziert. Dies geschah, um zu Uberprifen, ob die von
Plum et al. (1997 publizierten offenen Leserahmen ORF 1 und 3 duch einen
Sequenzierfehler entstanden sind oder ob der unter 3.5 gefundene ORFig aufgrund von
Fehlern wéhrend der PCR-Amplifikation entstanden ist. Fir die PCR wurden die
Oligonukleotide MIG1005 uwnd MIG1549 uwnd de Pfu-DNA-Polymerase benutzt, da diese
DNA-Polymerase im Gegensatz zur Tag-DNA-Polymerase ane Korrekturlesefunktion het.
Die PCR wurde fur jedem Stamm zweimal durchgefiihrt. Die so gewonnenen PCR-Produkte
wurden anschlief3end drekt dreimal sequenziert, um Sequenzierfehler auszuschlief3en. Fur die
Sequenzierungen wurde das Oligonukleotid MI1G1005 benutzt. Alle Sequenzierungen wurden
miteinander und gegen den gleichen Bereich der von Plum et al. (1997 verdffentlichten mig-
Sequenz (,, GenBank-Accesson‘-Nummer U43599 verglichen. In Abhldung 316 sind de
Bereiche von Nukleotid 13001348 dr verOffentlichten mig-Sequenz und de
korrespondierenden Bereiche der hier sequenzierten PCR-Produkte und der Sequenz von
ORFmig miteinander verglichen worden. Hieraus wird deutlich ersichtlich, dafd im Gegensatz
Zu der verdffentlichten Sequenz & der Nukleotid-Position 1320 nicht die Basenfolge
CGCCGCGA, sondern die Basenfolge CGCCGA folgt. Dieses Ergebnis findamentiert die
unter 3.5 gemadite Annahme, dal3 es sch bai mig um ein Gen handelt, welches fir ein Protein
mit 550 Aminosduren kodiert.
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A

A5 5 - CTGTCGTCGACCATTTGGAECGGAGGACGTGGTGCGCACCATCEBAG
#5-8 5 - CTGTCGTCGACCATTTGGAECGGAGGACGTGGTGCGCACCATCEBAG
pHis5 5 - CTGTCGTCGACCATTTGGAECGGAGGACGTGGTGCGCACCATCEBAG

ORFmig V V D H L D A EDVVRTIE

U43598 5 -CTGTCGTCGACCATTTGGACGGAGGACGTGGTGCGCACCATCEBAG
ORF1 VVDHLDA RGRGAHHRA

B ORF 1

ﬂ ORF 3 '

5 > 3
U43598
ORFig
| ﬁ
5 > 3
pHis5

Abbildung 316: A) Die DNA-Sequenzen der PCR-Produkte, die mit den Oligonukleotiden
MIG1005 und MIG1549 aus M. avium A5 und M. avium #5-8 amplifiziert wurden und de
homologen DNA-Bereiche aus pHiss und der verdffentlichten Sequenz (Plum et al. 1997).
Die Deletion ist grau unterlegt, der durch die Deletion hervorgerufene Rasterschub ist
unterhalb der Nukleotidsequenz ds Aminosduresequenz dargestellt. Die Telle der
Aminosauresequenzen, die sich bel ORF 1 und ORFyig durch den Rasterschub unterscheiden,
sind unterstrichen. B) Die asfgrund der Sequenz U43598 abgeleiteten offenen Leserahmen
ORF 1 und ORF 3 und der aus der Sequenzierung von pHisS hervorgehende ORFyig sind als
Schemadargestellt.

3.7 Bestimmung der Gro6RRevon Mig mittels I mmunodetektion

Um die native Grofee von Mig festzustellen, wurde ene Immunodetektion mit einem
affinitétsgereinigten Antikorper gegen Mig duchgefihrt. Hierfir wurde M. avium in 7H9-
Medium bis zur stationédren Phase angezogen. Die Kulturen wurden danadh in frischem 7H9-
Medium 1/10 verdinnt und erneut 24 h angezogen. Die pH-Werte wurden auf pH 7,0 oder zur
pH-Induktion auf pH 5,0 eingestellt. Diese Mycobakterien-Kulturen und de Kulturen in der
stationaren Phase wurden aufgeschlossen und de Lysate bezehungsweise die unléslichen
Fraktionen wurden auf einem 12 %igen SDS-Polyaaylamidgel aufgetrennt und danach einer
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Imunodektektion unterzogen. Es lief3en sich bei allen Proben deutliche Banden bei 60 kDa
detektieren (sehe auch Abbldung 317, Spur 1-5). Interessnterweise war Mig bei der
Immunodetektion auch dann rachweisbar, wenn die Zellen nicht saureinduziert waren. Das
Mig-Protein ist demnach konstitutiv im Lysat und in der unléslichen Fraktion nachweisbar
und bedarf nicht einer Saureinduktion. Es traten bei den unldslichen Fraktionen neben einer
Bande von 60 kDa auch Proteinbanden von geringerer Grofe aif (30-35 kDa, siehe *,
Abbildung 317, Spur 3). Das Experiment wurde mehrmals wiederholt und es traten bei den
Wiederholungen immer wieder Banden auf, die kleiner als 60 kDa waren (Detektionen nicht
gezeagt). Nad Verwendung eines Lyse-Puffers ohne EDTA konnten auch kleinere Banden in
der Lysat-Fraktion beobaditet werden (Abbildung 317, Spur 5 und 6). Es handelte sich bei
den kleineren Fragmenten wahrscheinlich um Abbauprodukte des eigentlich 58,6 kDa groléen
Proteins. Auch bal den Immunodetekionen gegen das heterolog exprimierte Mig-Hiss-
Fusionsprotein aus E. coli waren neben einer deutlichen 60 kDa-Bande auch kleinere Protein-
Banden zu beobaditen (Abbildung 3.17, Spur 1). Dieses deutet daraufhin, dal3 das Mig-
Protein keine grof3e Stabili tét besitzt.

kDa Hiss 1 2 3 4 5
80 — e
Mlg o e b=
%’ w“' ST "‘i‘
50 — &
35 — K
28 —

Abbildung 317: Immunodetektion von Mig. In den einzdnen Spuren wurden 80 g
Protein (Hiss: 10 ug Protein) der folgenden Proben aufgetragen: Hiss: gereinigtes Mig-Hiss
Fusionsprotein, heterolog in E. coli exprimiert; 1, Zell-Lysat von M. avium aus gationérer
Phase; 2, Zdll-Lysat von M. avium, angezogen bei pH 7; 3, unldsiche Fraktion aus
M. avium, angezogen bal pH 7; 4, Zdl-Lysat von M. avium in stationdrer Phase
(Zelaufschlu3 mit Lysis-Puffer ohne EDTA); 5, unlésliche Fraktion aus M. avium aus
stationarer Phase (Zellaufschlufd mit Lysis-Puffer ohne EDTA). *), mdgliches 30 kDa-Mig.
Die Lysate und unlédlichen Fraktionen von Saure-induzierten M. avium-Zellen sind hier
nicht dargestellt. Sie hatten das gleiche Banden-Muster wie die bel pH 7 angezogenen
Zellen.
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3.8. Computer-gestiitzte Proteinanalyse des 550 Aminosauren grof3en Mig-Proteins und

Homologievergleiche mit den Daenbanken Swissprot und NCH

In dieser Arbeit wurde entdeckt, dal3 Mig ein 550 Aminosduren grofes Protein mit einem
berechneten Molekulargewicht von 58,6 kDa ist. Plum et al. (1997 gingen bei ihrer Analyse
von einem 295 Aminosduren grofen Protein mit kalkuliertem Molekulargewicht von
31,7 kDa aus. Dies erforderte @ne eneute Analyse der deduzierten Proteinsequenz. Der mit
PROTEAN errechnete Pi-Wert lag bel 5,29. Mit dem Programm SignalP V2.0 wurde die
Aminosaure-Sequenz auf ein mogliches Signalpeptid hin untersucht (Nielsen et al. 1997 uwnd
1999 Nielsen und Krogh 1998. Fir die beiden Programme wurden die 70 aminoterminalen
Aminosauren von Mig benutzt. Mit dem Programm SignalP-NN fir Gram-positive Bakterien
wurde fur die Aminosduren 1 - 19 eine Wahrscheinlichkeit fur eine Signalsequenz von 0,565
(Grenzwert: 0,44) errechnet. Dieses Programm bestimmt als wahrscheinlichen Ort flr eine
Abtrennung der Signalsequenz durch die Signalpeptidase die Aminosduren 19 und 20 (VAA-
A). Mit dem Programm SignaPHMM wurde e@ne Wahrscheinlichkeit von 0,602 (Grenzwert:
0,4) fur ein Signalpeptid an dieser Position errechnet. Mig scheint somit ein Signalpeptid zu
besitzen. Mit dem Programm PROTEAN wurde an Hydrophilizitdtsprofii mittels des
Kyte & Dodlittle-Plots berechnet. Mig hat hiernach Uber das ganze Protein \erteilt
ausgedehnte hydrophobe Sequenzen (Abhildung 3.18). Die groféen hydrophoben Abschnitte
lassen vermuten, dald es sch bal Mig um ein membranasziiertes Protein handelt. Um dies
weiter zu analysieren, wurden die Programme TMpred und TopPred2 zur Vorhersage von
Transmembranregionen und das Programm Psort zur Vorhersage der zdluldren Lokalisation
des Proteins benutzt.
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Tabelle 3.1: TMpred- (A) und TopPred2-Vorraussage (B) von Transmembranregionen und
deren relativer Orientierung (o-i: von auf3en nach innen; i-o: von innen nad aul3en).
A

Transmembranregion von/ bis Wert Orientierung
(Aminosaure-Positionen)  (Grenzwert: 500)
Region 1 84- 103 653 O-i
Region 2 245- 267 889 i-0
Region 3 309- 330 980 O-i
B
Transmembranregion von/ bis Wert
(Aminosaure-Positionen)  (Grenzwert: 0,6)
Region 1 251- 271 1,392
Region 2 311-331 1,070
Region 3 354- 374 0,768

Das Programm Psort gab als Vorraussage fur die Lokalisation von Mig de Zellmembran an
und errechnete ane Transmembranregion zwischen den Aminosauren 290 wnd 306 Diese
Ergebniss bestétigen die Vermutung, dal3 es Sch bai Mig um ein Membranprotein handelt.

Um die Funktion von Mig nédher bestimmen zu kdnren, wurde die Proteinsequenz mit
Proteinen aus zwel Datenbanken wverglichen. Zunddhst wurde Mig mit dem Programm
ScanProsite aif Sequenzabschnitte untersucht, die bel bereits charakterisierten Proteinen oder
Enzymgruppen konserviert sind. Als einziges Motiv wurde e@ne AMP-Bindedoméne, die sich

Aminosaure
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20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

4.5 —

Hydrophilititsindex

-4.5 —

Abbildung 318 Hydrophilizitdtsplot des Mig-Proteins nadh Kyte & Doalittle
unter Benutzung des Progranms PROTEAN.

73



Ergebnisse

von den Aminosduren 186-197 erstreckt (VLY TGGTTGMPK), gefunden. Dieses Motiv tritt
bei Enzymen auf, die ds CoA-Synthetasen bekannt sind, wie aim Beispiel Acyl-CoA- oder
Peptidsynthetasen. Daraufhin wurde mit den BLAST-Programmen des ,,National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) nadch Sequenzhomologien gesucht. Es traten gehauft
Homologien zu CoA-Ligasen fur langkettige Fettsduren und Peptid-Synthetasen auf, die dle
ein AMP-Bindemotiv besitzen. Aufféllig war die Homologie (41 % Identitét) zu dem Protein
FadD19 von M. tuberculosis (Cole et al. 1998, das mit FadD von E. coli verwandt ist (Fulda
et al. 1994 Kameda und Nunn 1981). Sequenzhomologievergleiche sind mit dem Programm
ClustilwW gemadit worden und im Anhang C und D dargestellt. Beide Proteine sind CoA-
Synthetasen fur langkettige Fettsduren (E. coli) oder werden as <lche postuliert
(M. tuberculosis). Alle drei Proteine besitzen an homologen Stellen eine Doméne, die ds
AMP-Bindungs-Motiv bekannt ist. Auflerdem haben die langkettigen Fettsdure-CoA-
Synthetasen mit 549 (FadD19) bezehungsweise 561 Aminosduren (FadD) eine &nliche
Grofe wie Mig (550 Aminosauren). Hieraus wird geschlossen, dald Mig eine Acyl-CoA-
Synthetase fUr langkettige Fettsauren ist.

3.9. Biochemische Charakteriserung von Mig als Acyl-CoA-Synthetase

Acyl-CoA-Synthetasen sind Enzyme, die ATP fir ihre Katalyse benttigen. Durch den
Verbrauch von ATP und de Bildung von AMP bieten sich biochemische Methoden an, um
die Ligation von CoA an unterschiedliche Fettsduren als Substrate a1 messen. Hier wurde die
von Ziegler et al. (1989 publizierte Methode gewahit. Es wurden unterschiedliche Fettsauren
als Substrate angesetzt. Die Konzentration der eingesetzten Substrate war abhéngig von der
Lodlichkeit der entsprechenden Fettsdure im Reéektionsgemisch und lag zwischen 2 und
10000uM. Es wurden zunadhst nur geséttigte Fettsauren getestet. Hier konnte keine Aktivitét
fur Essgsaure (Cy0) und Butansdure (Ca4.0) gemessen werden. Die Aktivitéten lagen unterhalb
der Hintergrundaktivitét, bei der entweder nur Mig oder nur das Substrat in die Testreation
eingesetzt wurde. Eine sehr schwade Aktivitdt konnte bei Pentansdure (Cso) gemessen
werden; hier lag die Aktivitat bei 8,4 nMol x min® x mg™ Mig. Deutlich gréRere Aktivitaten
waren bei den Fettsduren zu mesen, die avischen einer Lange von Cgo bis Ci40 lagen. Die
grofte Aktivitat wurde bei Dekansdure (Cigo) mit einer Aktivitdt von 497 nMol x min™ x mg’

! Mig bei einer Substratkonzentration von 5 mM gemessen (siehe Tabelle 3.2)
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Fur gesdttigte Fettsduren mit einer Lange von mehr as zehn C-Atomen konnten fur die
Mesaungen rnur Konzentrationen unter 1 mM eingesetzt werden. Fir Fettsduren ks zur
Tetradekansaure (Ciso) konnten aber auch bei niedrigeren Konzentrationen Aktivitéten
bestimmt werden, die deutlich Gber der Hintergrundaktivitét lagen. Keine Aktivitat konnte fur
die Pamitinsdure (Ci60) gemessen werden; hier wurden Palmitinsdure Konzentrationen kis zu
200puM engesetzt. Es konnte aich keine Bildung von Pamityl-CoA mit der HPLC
nadhgewiesen werden. Es wurde darauf verzichtet, langerkettige Fettsduren zu untersuchen,
da e@ne deutliche Abnahme der Aktivitiéten von der Dodekansaure (Cizo) bis zur
Palmitinsdure (Ci60) gemessen wurde. Mig scheint hauptsddilich nur mittellange Fettsiuren,
deren Grolen von der Butansaure (Ca) bis zur Myristinsaure (Ci40) reichen, mit CoA zu

ligieren.
A
—a— 20 g Mig +5mM Deansdure
004 —e— 10 g Mig +5mM Deansdure
2,5 pg Mig +5mM Decanséure
Yol
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Abbildung 319 A) CoA-Ligase-Aktivitdt von Mig in Abhangigkeit von der Enzym-
Konzentration. Es wurden 5 mM Decansaure und 5 10 wnd 20 pg Mig eingesetzt.
B) CoA-Ligase-Aktivitdt von Mig in Abhangigkeit von CoA. Es wurden 5mM
Dekansdure ds Substratengesetz.
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Tabelle 3.2: CoA-Ligase-Aktivitdten von Mig mit unterschiedlichen geséttigten Fettsauren
bei der Verwendung des CoA-Ligase-Testsnach Ziegler et al. 1989

T e e e
Ethansaure (Cz.) 5000 0 0
Butanséure (Ca.o) 5000 0 0
Pentansaure (Cs.o) 5000 8 2,5
Hexansaure (Cg:0) 5000 175 4 5
Heptansaure (C7.) 5000 170 3,0
Oktanséure (Cg:o) 5000 155 2,5
Dekansaure (Cio0) 5000 497 8,5
Dodekansaure (Cy20) 100 153 28
Tridekansaure (Ciz0) 100 73 6
Tetradekansaure (Ci4.0) 100 19 0,5
Palmitinsaure (Cig0) 200 0 0

Es mufte nun Uberprift werden, ob die Aktivitéten in diesem Test tatsddlich durch die von
Mig katalysierte Ligation eines CoA-Molekils an eine Carboxylgruppe der Fettsuren
stamnte. Hierfir wurde die Abhéngigkeit der in diesem Test gemessenen Aktivitdt von CoA
und der Konzentration von Mig tberpruft. Zunadst wurden absteigende Konzentrationen von
Mig eingesetzt. Es zagte sich eine Abhdngigkeit der Redktionsgeschwindigkeit von der
Proteinkonzentration (Abbildung 3.19A). Ebenfalls konnte nur eine Aktivitdt gemessn
werden, wenn im Testansatz CoA vorhanden war (Abbildung 3.19B). Beide Untersuchungen
zegen, dal? die mit diesem Test gemessenen Aktivitéten von der Mig-Konzentration und der
Anwesenheit von CoA abhéngig sind.

Anschliefiend sollte untersucht werden, inwieweit sich Mig as Fettsaure-Acyl-CoA-
Synthetase mit der Michadis-Menten-Kinetik charakteriseren 1at. Hierflr wurden drei
Fettsduren (Oktansdure, Dekansdure und Dodekansaure) als Substrate in unterschiedlichen
Konzentrationen in den CoA-Aktivitats Test eingesetzt. Alle drei Substrate folgten der
Michadis-Menten-Kinetik. Exemplarisch ist in Abhbildung 320 de Michadis-Menten-Kinetik
fur die Mesaung mit Dekansdure as Substrat wiedergegeben.
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Abbildung 320: MichadisMenten-Kinetik des Mig-Proteins, exemplarisch mit der geséttigten
Fettsdure Dekansaure als Substrat dargestellt.

In Tabelle 3.3 sind de fir die obengenannten Fettsauren errechneten K- und Vma-Werte
aufgefuihrt. Es zagte sich her, da3 Mig zu der Dekansdure die geringste Affinitét von den
obengenannten Fettsduren hette, jedoch den hbchsten Vmax Wert. Es wurden ebenfalls die
Km Werte fir ATP und CoA ermittelt.

120

% der Aktivitat ohne Inhibition

B 2 Hydroxy- . 2 Hydroxy-
Deknasilre  gocekansiure + Oktansaure do cgkan sz)a/u re+
Dekansaure Oktansiure

Abbildung 321 Inhibierung der Acyl-CoA-Ligase-Aktivitat durch Prainkubation mit
2-Hydroxydodecansaure. Es wurden de Fettsduren Octansdure und Dodecansdure als Substrate

(100uM) eingesetzt.
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Tabelle 3.3: Biochemische Charakteriserung von Mig as Acyl-CoA-Ligase unter
Verwendung der Fettsduren Oktansdure, Dekansdure und Dodekansdure. Es wurden aul3erdem
die Affinitéten von ATP und CoA zu Mig bestimmt.

) Oktansaure Dekansaure Dodekansaure
ermittelter Wert ATP/
CoA (Cs.0) (Ci00) (Ci20)
K
" 36/ 285 1775 20
(LM) 45
Vmax
- 183 510 163
(nMol x min™x mg™)
Wedsdzahl i 11 30 10
(min™)

Kasuya et al. 1999 berichteten davon, dal3 sich Acyl-CoA-Ligasen, die ais der Niere von
Méausen isoliert wurden, durch 2-Hydroxydodekansdure inhibieren lassen. Auch bal Mig
wurde durch Prainkubation mit dieser Substanz e@ne geringere Aktivitét gemessen. Dies war
sowohl fir Oktansdure ds auch fir Dodekansdure der Fall; dies gricht fir eine Hemmung
durch 2-Hydroxydodekansdure. In den Tests wurde Mig mit 100 uM 2-Hydroxydodekansaure
15 Minuten préinkubiert; danach wurde die CoA-Ligase-Aktivitdt mit 100 uM Oktansdure
bezehungsweisel00 puM Dodekansdure ds Substratkonzentration gemessen. Die CoA-
Ligase-Aktivitdten sanken hier mit beiden Fettsduren als Substrat auf 64 % der Aktivitét, die
mit Mig ohre die Prdinkubation mit 2-Hydroxydodekansdure gemessen wurden. Die 2-
Hydroxydodekansdure dleine ist kein Substrat fur die Acyl-CoA-Ligase Mig (Abhldung
3.21).

Es ist bekannt, dal3 Fettsdure-Acyl-CoA-Synthetasen neben geséttigten Fettsduren auch
andere Carbonsduren wie Phenylessgsiure oder aber auch ungeséttigte Fettsduren wie die
Aradhidonsaure mit CoA ligieren (Kasuya et al. 1999 FernandezValverde et al. 1993. Hier
wurden einige Verbindungen als Substrate fir Mig getestet (Talelle 3.4).
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Tabelle 3.4: CoA-Ligase-Aktivitdten von Mig mit unterschiedlichen Carbonsduren als
Substrat.

Substrat Konzentration Aktivitét Standardabweichung
uM nMol x min* xmg*Mig nMol x min* x mg*Mig
Benzoesdure 2000 11,60 0,16
Pimelinséure 2000 2,76 0,04
2-Amino-Benzoesaure 2000 7,18 0, 10
m-Hydroxy-Benzoesaure 2000 3,86 0,06
Phenylessgsaure 2000 0,00 0,00
2,3-Dihydroxybenzoesaure 2000 0,00 0,00
Arachidonsaure (Cyo.4) 10 25,65 4,94
Linolensaure (Cyg3) 30 41,18 11,76
Olsaure (Cig1) 30 111,76 11,76

Wie in Tabelle 3.4 erschtlich, hatten besonders die langkettigen, ungeséttigten Fettsduren
Liolensiure, Aradhidonsiure und Olsiure ds Substrate fir Mig deutliche CoA-Ligase-
Aktivitdten. Aber auch die anderen Substrate, zum Beispiel Benzoesdure, wurden von Mig
mit CoA ligiert. Bel den Substraten Phenylessgsaure und 2,3-Dihydroxybenzoesdure war
keine Aktivitat mef3bar. Mig scheint damit nicht nur geséttigte Fettséuren mit einer Léange von
Cso bis Cigo umzusetzen, sondern auch langerkettige, ungeséttigte Fettsduren wie
Aradhidonsaure (Cppsa) und Linolensdure (Cigz). Keine Aktivitét zegte Mig, wenn
Aminosduren as Substrate engesetzt wurden. Die unter 3.8 erwahnten Homologien von Mig
Zu den Peptidsynthetasen beruhen daher wahrscheinlich auf den Homologien, die
adenylformierende Doménen von Acyl-CoA-Ligasen und Peptidsynthetasen haben.
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3.10 Der 30 kDa grolRe Aminoterminus des Mig-Proteins besitzt keine Aktivitat als Acyl-
CoA-Synthetase

Bei den in den Immunodetektionen (Abhldung 317) aufgetretenen circa 30 kDa grofen
Banden wurde angenommen, dal3 es sch um Abbauprodukte von Mig handelt. Deshalb sollte
untersucht werden, ob ein circa 30 kDa grof3es, aminoterminales Mig-Derivat noch eine Acyl-
CoA-Synthetase-Aktivitét besitzt. Es galt auch zu untersuchen, ob das von Plum et al. 1997
propagierte Mig-Protein noch eine Acyl-CoA-Synthetase-Aktivitdt aufweist. Hierfir wurde
das Plasmid pHis5 mit den Restriktionsendonukleasen Ascl und Pstl behandelt und der fur
den carboxyterminalen Bereich des Mig-Proteins kodierende Abschnitt deletiert. Das Plasmid
wurde anschlief3end nadh einer Behandlung mit der T4-DNA-Polymerase religiert (pHis9). Da
pHis9 as pQEL10-Derivat stromabwarts des neu entstandenen ORFs in alen 3 Leserahmen
Stop-Codons besitzt, ist das carboxyterminale Ende des neu entstandenen Leserahmens
terminiert. Hierdurch kodiert diessr ORF fur ein circa 31kDa grofes Protein. Die
Konstruktion dieses Plasmides wurde durch Sequenzierung des mutagenisierten Bereiches
verifiziert.

Nach der Uberexpresson in E. coli war eine Reinigung deses Proteins durch die Bildung von
EinschluRBkorpern erschwert. In  einer Immunodetektion mit einem Hiss-speafischen
Antikorper konnte nadh Aufschluld der Zellen eine deutliche Bande mit enem
Molekulargewicht von circa 30kDa in der unlodichen Fraktion nadhgewiesen werden
(Abbildung 322B). Nur ein schwades Signal war in der |6glichen Fraktion beaehungsweise
nacdh der Anreicherung Uber eine Ni-NTA-Superflow-Saule im Eluat nadzuweisen
(Abbildung 322A). Aus enem Liter induzierter Zellen konnten nur 200ug Mig-Protein
isoliert werden. Dies war auch nur dann der Fall, wenn die IPTG-Konzentration fur die
Induktion des lac-Promotors gegeniber dem unter 2.2.25 angegebenen Wert auf 100uM
gesenkt und de Zeit fur die Uberexpresson auf 2 h beschrankt wurde. Das isolierte, circa
30kDa grofe Mig-Protein zagte mit keinem der unter 3.9 getesteten Substrate ane Acyl-
CoA-Synthetase-Aktivitét.

Da bei der Uberexpresson des 31kDa Mig-Proteins EinschluRBkorper entstanden, ist auch
eine Fehlfaltung des im Lysat gelosten Proteins nicht ausgeschlosen. Um eine Inaktivitat des
Proteins auszuschlief3en, sollte an weiteres Mig-Hiss-Derivat getestet werden, das keine
EinschluRkorper bei der Uberexpresson hildet. Hierfir wurde eén carboxyterminales Mig-
Hiss-Fusionsprotein benutzt, das auf dem Plasmid pGPC150 kodiert ist und in dem E. coli-
Stamm M 15 (berexprimiert werden kann (Plum et al. 1997). Dieses Fusionsprotein lief3 sich
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nadh seiner Anreicherung aus dem Zell-Lysat als ein circa 27 kDa grofes Protein auf einem
SDS-Polyaaylamidgel detektieren (Abhldung 3.22C). Aber auch dieses Protein zdgte keine
Acyl-CoA-Synthetase-Aktivitdt mit den unter 3.9 getesteten Substraten. Es 183t sich
festhalten, dal3 ein circa30 kDagrolesMig-Derivat keine aktive Acyl-CoA-Synthetaseist.

A kDa M 1 2 3 4 5 6
50 —
35 —
30 —
25 —
B Kkba 1 2 3 4 5 6
30 —— - -
c kDa M 1 2 3 4 5
50 —'N ....w-*-'ﬁ
B o—y =J
30 — ko
25 —— -

Abbildung 3.22: A) Uberexpresson enes 31 kDa aminaterminalen Mig-Hiss-Fusionsproteins (pHis9) in
E.coli M15. Folgende Proben (20pg Protein) wurden auf das dargestdite 12%ige SDS
Polyacrylamidgd aufgetragen: M, Protein-GroRenstandard; 1, Lysat; 2, Wasch-Fraktion; 3-6, Eluat-
Fraktionen 1-4. B) Immunodktektion mit einem M**His-Antikérper (Qiagen). Es wurden circa 20 g
Protein folgender Proben eingesetzt: 1, unlédliche Fraktion; 2, Lysat; 3, Durchlauf-Fraktion; 4, Wasch-
Fraktion, 5-6, Eluat-Fraktionen 1 und 4. C) Uberexpresson eines carboxyterminalen Mig-Hiss-
Fusionsproteins (pGPC150) in E. coli M15. Folgende Proben (20 ug Protein) wurden auf das dargestelte
15 %ige SDS-Polyacrylamidgd aufgetragen: M, Protein-Grof3enstandard; 1, Lysat; 2, Wasch-Fraktion; 3-
5, Eluat-Fraktionen 1-3.
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3.11 Expresson von Mig und Charakteriserung der Starke des mig-Promotors in

M. smegmatis

Um die Funktion von Mig in Mycobakterien zu charakteriseren, wurde Mig in der
schrellwadhsenden  und  avirulenten  Art M. smegmatis  exprimiert. Uber  Southern-
Untersuchungen wurde kein zum mig-Gen homologes Gen in M. smegmatis identifiziert
(Plum, personliche Mitteilung). Die Expresson von Mig in M. smegmatis (pGPC200 verhalf
dieser Art zu einer erhohten Uberlebensrate im Makrophagen-Infektionsmodell; in
M. smegmatis/pGPC200 wird das Protein Mig konstitutiv exprimiert (Plum et al. 1997. In
dieser Arbeit sollte der EinflulR einer Expresson von Mig in M. smegmatis auf die
Uberlebensrate unter der Einwirkung der gesittigten Fettsaure Dekansiure untersucht werden.
Als negative Kontrolle wurde M. smegmatis/pJC86 benutzt. Dieses Plasmid ist der
Ausgangsvektor von pGPC200 ohre das mig-Gen. Es war bekannt, da3 Dekansdure
bakteriozid auf Gram-positive Bakterien wie Streptomyceten wirken kann (Banchio und

Gramgo 1997). Hier konnte gezagt werden, dal3 Dekansdure fur die Arten M. avium und

B M. smegmatis/pGPC200
EM. smegmatis/pJC86
OM. avium

Uberlebensrate (%)

10 100

Konzentration (pg/ml)

Abbildung 323 Uberlebensrate von M. smegmatis und M. avium auf 7H10-Platten mit
unterschiedlichen Dekansdure-Korzentrationen. Bei 10 pug/ml Dekanséaure war die Expresson vonMig
in M. smegmatis (M. smegmatis/pGPC200) gegentiber dem Wildtyp (M. smegmatis/pJC86) mit einer
erhohten Uberlebensrate verbunden. (*; t-Test p< 0,05). Als 100% wurde die Uberlebensrate von
M. smegmatis und M. avium auf 7H10-Platten ohre Dekansiure gesetzt. Die Uberlebensrate von
M. aviumlag bei 100 ug/ml Dekansaure bei nur 0,22 %. n = 3 (Anzahl der Experimente).
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M. smegmatis toxisch ist. Die Uberlebensrate von M. smegmatipGPC200 war bei einer
Dekansaure-Konzentration von  10pug/ml  signifikant  (p<0,05) hoher as von
M. smegmatis/pJC86 (Abbildung 323). Dagegen war der Unterschied bel 100pg/mi
Dekansaure nicht mehr signifikant. Interessanterweise ist M. avium gegenlber den
bakterioziden Effekten der Dekansdure deutlich sensitiver als M. smegmatis. Trotzdem fuhrt
die heterologe Expresson von Mig zu einer erhhten Uberlebensrate bei M. smegmatis.

Im weiteren wurde untersucht, inwieweit der mig-Promotor von unterschiedlichen Fettsduren
induziert werden kann. Ein EinfluR von Fettsduren auf die mig-Promotor-Aktivitét kann
angenommen werden, da die Regulation der Fettsaure-Synthese und des Fettsaure-Abbaus bei
anderen Bakterien von der Konzentration der extrazdluldaren Fettsduren abhéngig ist
(Zusammenfasaungen bei DiRus und Bladk 1999 Faegeman und Knudsen 1997). Die
Untersuchungen wurden in dieser Arbeit mit M. smegmatis und unter Verwendung der
bakteriellen Luziferase durchgefihrt. Das Plasmid pGPC251 (Plum, unverdffentlicht) wurde
fur die Mesaung der mig-Promotor-Aktivitét benutzt; hier stehen die Luziferase-Gene luxAB
unter der Kontrolle des mig-Promotors. Als negative Kontrolle wurden M. smegmatis-Zellen
mit dem Plasmid pGPC255 (Plum, unverdffentlicht) angewendet, auf dem nur die
promotorlosen Gene |uxAB lokalisiert sind. Die Luziferase-Aktivitét der negativen Kontrolle
lag unterhalb von 500RLU und war damit deutlich geringer als bel M. smegmatis/pGPC251
in der stationdren Wadstumsphase (77626RLU). Nadch Zugabe der Fettsauren Dekansaure
und Olsiure bezehungsweise nach Ansiuerung des Mediums auf pH 55 und unter
oxidativem Strefd war die Luziferase-Aktivitét leicht, aber nicht signifikant erhoht. Dagegen
konrte keine deutliche Verdnderung nadh Zugabe von Dodekansaure detektiert werden
(Tabelle 3.5A). Interessanterweise unterschied sich die Luziferase-Aktivitdt zwischen der
Kontrolle, wobei sich die Zelen in der logarithmischen Wadstumsphase befanden
(O.D.600=0,4-0,6) und der stationaren Phase um den Faktor 2,5 zugunsten der in der
logarithmischen Wadstumsphase befindlichen Zellen (Tabelle 3.5B).
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Tabelle 3.5: A) Luziferase-Aktivitdt von M. smegmatisgpGPC251 nadch 4 h Inkubation mit
unterschiedlichen Fettsduren, 10 mM H,O, bezehungsweise bei einem pH-Wert von 5,5. Als
Kontrolle wurde M. smegmatigpGPC251 nur in LB-Medium angezogen. B) Luziferase-
Aktivitdt von M. smegmatis/pGPC251 in der logarithmischen (log. Phase) und in der
stationaren Wadstumsphase. Angegeben sind de Mittelwerte aus zwei bis vier unabhéngigen
Experimenten +/- Standardabweichung. *) Bei der relativen Aktivitat wurden ale Aktivitdten
(RLU) auf die Kontrolle bezogen; **) Bei der relativen Aktivitdt wurden alle Aktivitéten
(RLU) auf die Aktivitét in der stationéren Phase bezogen.

A
Induktion Luziferase-Aktivitat
RLU relative Aktivitat”

Dekansiure (Cio0) 321008,7 1,68
Dodekansiure (Ci20) 203788,1 1,07
Olséure (C]_g;]_) 265424,6 1,39

pH 5,5 235942 5 1,24

H.02 235273,6 1,24
Kontrolle 190534,3 1,00

B

Wachstumsphase L uziferase-Aktivitat (RLU) relative Aktivitat

stationare Phase
(O.D.Goo > 1,2)
Kontrolle (log.-Phase)
(O.D.Goo: 0,4-0,6)

77626 +/-24989

190534 +/-34819

1,00

2,45
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3.12 Auffindung von mdglichen Transkriptionsfaktoren mit einem bakteriellen ,One-
Hybrid-System*

Der in der Einleitung beschriebene mig-Promotor besitzt neben der erwahnten —10 Region
auch maogliche Erkennungsdellen fur Transkriptionsfaktoren (Abbldung 12). Da fur
M. avium kein Transposon-Mutagenese-System existiert, Uber das sch
Transkriptionsfaktoren, wie zaum Beispiel Repressoren, fir den mig-Promotor identifizieren
lasen, wurde hier ein bakterielles ,,One Hybrid System* benutzt. Zur Durchftihrung wurden
zwei Vektoren unterschiedlicher Inkompatibilitdts-Klassen fur E. coli verwendet. Bei einem
der Vektoren war der mig-Promotor mit einem stromabwaérts gelegenen Reportergen (gfp oder
lacZ) fusioniert, durch den zweten Vektor konnte an Gen flr einen madglichen
Transkriptionsfaktors exprimiert werden. Die Expresson dieses Transkriptionsfaktor sollte
die Promotor-Aktivitdt in E. coli modifizieren, was Uber die Konzentration des
Reporterproteins detektiert werden konrte.

Fir die Mesaung der Stérke des mig-Promotors mit einem Reportergen wurde das Plasmid
pBBRIMCS ausgewdhit (Kovad et al. 1994). Der Replikationsursprung dieses Plasmides ist
mit dem ColE1-Ursprung kompatibel. So konnte E. coli mit diesem Plasmid und einer
M. avium-Cosmid-DNA-Bibliothek oder einer DNA-Bibliothek in einem Expressonsvektor
cotransformiert werden. Das Gen fur das GFP-Protein ssammte aus dem Plasmid pGPC260
(Thilo, unverdéffentlicht); es handelte sich dabei um das GFPmut3.

Zunadhst wurde das gfp-Gen in den Vektor pBBRIMCS inseriert, hierfir wurden
pBBRIMCS und pGPC260 mit Secll und Hindlll restringiert und gfp in pBBR1IMCS
inseriert (pGFP). Die Orientierung des gfp-ORFs war der Orientierung des lac-Promotors auf
pBBRIMCS entgegengesetzt. Der mig-Promotor wurde ds 500bp grofes BamHI-Notl-
Fragment in den Vektor pBluescript kloniert (pMigProm). Damit bel der Messung der mig-
Promotorstérke maogliche stromaufwértdiegende Promotoren nicht  stoérten, wurde
stromaufwérts des mig-Promotors eine Q-Kasstte (pBSL142) in die Pstl-Erkennungsdelle
inseriert, die neben einem Gentamycin-Resistenzgen auch einen Transkriptionsterminator
besitzt (pMigPromOGm). Der mig-Promotor und de Q-Kasstte wurde mittels Secll-
Restriktion aus pMigPromOGm isoliert und in die Seacll-Schnttstelle von pGFP inseriert
(pCM2-2). Anschliefiend wurden E. coli-Zellen mit pCM2-2 transformiert und mit einer A-
Phagen-Cosmid-Bibliothek, die jewells circa 40-50 Ko grof3e genomische DNA-Fragmente
aus M. avium enthielt, infiziert. Als positive Kontrolle wurde a@n Plasmid verwendet (pCM2-

3), bei dem das gfp-Gen unter der Kontrolle des aacC1-Promotors gand, durch den das Gen
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konstitutiv transkribiert wurde und eine konstante Fluoreszenz gemesen werden konnte
(pPCM2-3). Als negative Kontrolle wurde E. coli mit dem Vektor pCM2-2 transformiert. Die
Fluoreszenz von mehr als 500 Transformanten wurde mit einem Fuoreszenz-Photometer
bestimmt; hierdurch war das Genom zu 9999 % abgededkt. Keine dieser Transformanten
fluoreszierte stérker as die negative Kontrolle. Es konrnte mit dieser Methode folglich kein
Transkriptionsfaktor identifiziert werden. Dies kann unter anderem daran liegen, dal3 die auf
den Cosmiden lokalisierten Gene nicht transkribiert wurden, da nicht alle Promotoren, die in
Mycobakterien aktiv sind, auch in E. coli aktiv sein missen (Bashyam et al. 1996. Es ist
ebenfalls moglich, dal3 es sch bel dem gesuchten Transkriptionsfaktor um ein Repressor-
Protein handelt, so dal’ eine Aktivierung des Promotors nicht moglich war. Aus diesem Grund
wurden neue Vektoren konstruiert. Zum einen sollte anstatt einer Cosmid-Bibliothek eine
Expressons-Bibliothek verwendet werden, bel der durch einen induzierbaren Promotor die
Gene kontrolliert exprimiert werden konren. Hierfir wurde pUC18 mit dem IPTG-
induzierbaren lac-Promotor ausgewahlt. Die Grofe der genomischen DNA-Fragmente aus
M. avium wurden mit 3-5 kb so gewadhlt, dal3 circa 15000 Kolonien untersucht werden
muf3ten, um das circa4000 K grofRe M. avium-Genom abzudeden. Da sich eine Handhabung
des Fluoreszenz-Photometers bei einer solchen Grofie ds unpraktisch erweist, wurde lacZ
angtatt gfp als Reportergen verwendet, wodurch eine Blau-Weil3-Selektion moglich war. Das
lacZ-Gen wurde mit Hindlll und Nhel aus pFDY 157 isoliert und entgegen der lac-Promotor-
Orientierung mit glatten Enden in den mit EcoRV und Xbal gedffneten Vektor pPBBR1IMCS
inseriert (pLacZ). Anschliefend wurde die Q-Kasstte mit dem mig-Promotor aus
pMigPromOGm als Sacll -Fragment isoliert und in der Orientierung des lacZ-Gens in pLacZ
inseriert (pCM3). Es konrte keine (3-Galaktosidase-Aktivitét nadhgewiesen werden. Um einen
in E. coli aktiven mig-Promotor zu erhalten, wurde in das Palindrom AAGATCTT, welches
die Erkennungstelle fur die Restriktionsendonuklease Bglll enthdlt und im Bereich der —35
Region des mig-Promotors liegt, die E. coli Konsensus —35 Region (TTGACA) mittels der
hybridisierten Oligonukleotide —35REGIONFW und —35REGIONRW inseriert (pCM4). Die
Insertion wurde durch PCR-Amplifikation unter Benutzung der Oligonukleotide MIG173 und
472 wnd duch Sequenzierung des PCR-Produktes gezegt. Dieser Promotor war aktiv und
farbte E. coli-Zellen, die mit pCM4 transformiert waren, auf X-Gal-haltigen Platten dau. Um
eine a-Komplementation einer lacZ-Mutante mit lacZ’ von pUC18 auszuschlief3en, wurde der
E. coli-Stamm NM554 benutzt, bei dem keine a-Komplementation mdglich ist. Fur die
|dentifizierung wurden circa 1500 E. coli-Kolonien, die mit pCM3 und einer M. avium-

DNA-Expressons-Bibliothek transformiert waren, auf blaue Kolonien und 15000E. coli-
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Kolonien, die mit pCM4 und ener M. avium-DNA-Expressons-Bibliothek transformiert
waren, auf weilde Kolonien hin untersucht. Nur im letzteren Ansatz wurden erfolgreich drei
hellblaue bis weil3e Kolonien gefunden (Abbildung 3.24). Aus diesen Kolonien konnten
mittels Sequenzierung de klonierten DNA-Fragmente bestimmt und duch Vergleich mit der
Datenbank (Tigr-Center) konnten die entsprechenden Abschnitte im M. avium-Genom
identifiziert werden. Zwei Plasmide (Klone #6 und #10 hatten identische DNA-Fragmente.
Zur Sequenzierung der Plasmide p#6 p#10 uwnd p#59 wurden die Oligonuklieotide M13-
Forward- und M13-Reverse-Primer verwendet.

Das DNA-Fragment der Klone #6 uind #10war circa 3,7 kb, dagenige des Klons #59 war
circa 2,9 kb grol3 Es wurde Uberprift, ob die Klone aich noch dann eine weif3liche Farbung
bezehungsweise a@ne verminderte Galaktosidasedaktivitét hatten, wenn diese nicht mit PTG,
sondern nur mit X-Gal angezogen wurden. Interessanterweise war die durch IPTG induzierte
Represson der Galaktosidasesktivitat nur bei Klon #59 reversibel (relativ zu Klonen, die nur
mit pCM4 und pUCL8 transformiert waren). Im Anschlul3 hieran wurden ale mdglichen
ORFs, die Peptide kodieren und grof3er als 300 bp sind, mit den Datenbanken des NCBI und
der M. tuberculose-Datenbank verglichen, um durch Homologievergleiche den ORF eines
maoglichen Transkriptionsfaktors zu identifizieren. Fur die aus Klon#59 gawonnene DNA-
Sequenz wurde nur der in der Orientierung des lac-Promotors gefundene offene Leserahmen
untersucht. AufRerdem wurden ale ais den ORFs deduzierten Peptide mit dem Internet-
Programm ,Network Protein @nalysis® auf ein mogliches ,Helix-Turn-Helix-“ (HTH-)
Motiv untersucht, welches ein haufiges DNA-Bindemotiv ist. Mit dem Internet-Programm
Psort wurde die Lokalisation der Proteine untersucht. In Tabelle 3.6 sind die Ergebniss der
am Computer durchgefiihrten Untersuchungen aufgeli stet.

Tabelle 3.6: Dargestellt sind de ORFs der DNA-Fragmente der Plasmide p#10 und p#59 die
groler als 300 bp sind. Erlauterungen zu den verwendeten Internet-Programmen sind
Abschnitt 2224 und dem Text zu entnehmen. HTH: Helix-Turn-Helix; MTB: M.
tuberculosis; ns: nicht signifikant; zyt.: zytoplasmatische

ORF GroRke (AS) Plac MTB homologe = HTH-Motiv L okalisation
Orientierung  Gene (ORF) (Signifikanz) (Psort)
101 268 + fadB2 ns zyt. Membran
10-2 116 + orf2 ns Zytoplasma
10-3 114 + - ns Zytoplasma
104 102 + - ns Zytoplasma
105 350 - Transposase ns zyt. Membran
10-6 300 - RV 0940C 25% Zytoplasma
59-1 199 + orf 01501 ns Zytoplasma
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One Hybrid System
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Abbildung 3.24: 3-Galaktosidase-Aktivitét der Klone #6 , #10 wnd #59 auf IPTG- und X-Gal-
haltigem LB-Medium. Auf dem Foto wurden de Klone #6, #10, #59 wnd en Klon, der mit
pCM4 und pUC18 transformiert war ausgestrichen. Die unterschiedlichen Blaufarbungen der
Klone, die mit pCM4 und entweder mit pUC18, p#6, p#10oder p#59transformiert waren, sind
an der unterschiedliche Stérke der Graufarbung zu erkenren (siehe Fotografie). Die
unterschiedlichen [-Galaktosidase-Aktivitéten lieffen sich auch quantitativ bestétigen, das
Diagramm stellt die unterschiedlichen Galaktosidase-Aktivitdten dar. Als 100% wurde die
Aktivitat von E. coli genommen, der mit pCM4 und pUC18 transformiert war. Diagramm-
Legende 1: Klon #6 mit IPTG; 2: Klon #10 mit IPTG; 3: Klon #59 mit IPTG; 4: E. coli mit
pCM4 und pUC18; 5: Klon #59hre IPTG

=
o
o
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o

Galaktosidase Aktivitat (% rel. zu pCM4 + pUC18)
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4. Diskusson

Ein Ziel dieser Arbelt war es, eine Tednk zu entwickeln, mit der es moglich ist, Gene bei
M. avium gezelt zu inaktivieren. Diese langsam-wacdhsende Mycobakterien-Art ist fur die
Erforschung von mycobakteriellen Infektionen ein sehr guter Modellorganismus. So werden
bei M. avium-Infektionen im Mausmodel in der Lunge é&nliche Granulome wie bei
M. tuberculosis-Infektionen beim Menschen gebildet (Ehlers, personliche Mittellung). Im
Gegensatz dazu werden nadh Infektionen mit M. tuberculosis im Mausmodell Granulome
gebildet, die sich von humanen Granulomen unterscheiden (Butler 2000. M. avium hat als
Modell organismus gegentiber M. tuberculosis zum anderen den Vortell, dal3 es fir Menschen
nur as opportunistischer Erreger flr immunsuppremierte Patienten gefahrlich ist. Man kann
daher mit diesen Bakterien im S2-Sicherheitsbereich anstatt des aufwendigen S3-Bereichs
arbeiten. Zudem haben andere gentedhnisch veranderbare Mycobakterien wie die schnell-
wadsende Art M. smegmatis oder die langsam-wadsende Art M. intracellulare nicht die
gleiche klinische Bedeutung wie M. avium.

Bis zu deser Arbeit war noch keine gentechnisch hergestellte Mutante von M. avium
beschrieben worden, auch eine Transformation mit einem integrativen Plasmid war in dieser
Hinsicht nicht erfolgreich (Plum und Thilo, unverdffentlichte Ergebnise). Zudem wurden
bisang selten transformierte M. avium-Stamme mit autonom replizierenden Plasmiden
beschrieben (Beggs et al. 1995 Foley-Thomas et al. 1995 Parker und Bermudez 1997, Batoni
et al. 1998, da diese im Allgemeinen nicht stabil sind. Auch bal M. intracellulare ist eine
stabile Transformation mit einem autonom replizierenden Plasmid nicht mdglich, dennoch
gelang de Konstruktion einer Mutante durch allelen Austausch (Mahenthiralingam et al. 1998
Marklund et al. 1998. Deshab wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Strategien zur
Herstellung von Mutanten bei M. avium getestet, die bel anderen Mycobakterien-Arten
erfolgreich waren. Fur den DNA-Transfer wurde entweder die Elektroporations- oder die
Konjugations-Tednik benutzt.

4.1 Allgemeine Probleme der Herstellung von Mutanten bel langsam-wachsenden

Mycobakterien

Langsam-wadsende Mycobakterien gehtren zu denjenigen Bakterien, deren Charakterisierung
durch gezelte genetische Verdnderung erst in den letzten Jahren moglich geworden ist
(Norman et al. 1995. Trotz der grolen Bedeutung, welche die Erforschung der
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Mycobakterien seit tUber 100 Jahren hat, ist dies nicht erstaunlich, da die Kultivierung dieser
Bakterien schwierig ist (Generationszaten his tber 24 h) und einige Arten sich his heute nicht
invitro kultivieren lasen (M. leprae).

Allgemein wurde éne Transformation von Mycobakterien mit Plasmid-DNA erst durch die
Elektroporations-Technik und duch die Entwicklung von Plasmiden, die in Mycobakterien
autonom replizieren kénnen, moglich (Zusammenfasaung bel Hatfull 1993. Durch diese
Tednk gelang beispielsweise bei der schnell-wadhsenden Art M. smegmatis eine erste gezidte
Inaktivierung des Gens pyrF durch alelen Austausch (Husson et al. 1990. Auch andere
Tedinken mit Schaukel-Phasmiden der Mycobakteriophagen D29 und TM4 und dem
temperenten Mycobakteriophagen Ms6, die air Transposon-Mutagenese benutzt wurden
(Anes et al. 1992 Bardarov et al. 1997, haben in der Erforschung der Mycobakterien
Fortschritte e@moglicht. Seitdem sind einige Mutanten bel M. tuberculosis, M. bovis und
M. intracellulare hergestellt worden (Baulard et al. 1996 Pelicic et al. 1997, Marklund et al.
1998. Diese Mutanten wurden hauptsadilich durch den alelen Austausch eines durch en
Antibiotika-Resistenzgen unterbrochenen Allels gegen das Wildtyp-Allel im Genom erzeugt.
Es wurden aber auch Mutanten mit unmarkierten Deletionen durch alelen Austausch
konstruiert (Pavelka und Jambs 1999. Als Resistenzgene werden hauptsadlich die Gene aph
und aacCl benutzt, die Resistenzen gegen die Antibiotika Kanamycin und Gentamycin
vermitteln. Als Vektoren fur die inaktivierten Allele wurden unter anderem Suizidplasmide,
induzierbare Suizidplasmide und 4050 kb lange, lineae, genomische DNA-Fragmente
verwendet (Mahenthiralingam et al. 1998 Pelicic et al. 1997, Balasubramanian et al. 1996).
Jedoch erwies sch die genetische Manipulation von langsam-wadsenden Mycobakterien als
Uberaus shwierig. Ein anfangliches Problem waren die geringen Transformationseffizienzen,
die mit der Elektroporations-Tedhnk erzielt wurden. McFadden (1996 berechrete fir eine
singudre Rekombination eine Rate von 10° und fiir einen alelen Austausch durch zwel
Rekombinationsereignisse von 10” bis 10° so daR Transformationseffizienzen benétigt
werden, die bei mindestens 10" Transformanten pro pg DNA liegen miissen, um einen alelen
Austausch zu erhalten. Eine ehthte Effizienz der Elektroporation wird durch eine Anhebung
der Temperatur der Zellen fUr die Elektroporation erzielt, eine Erklarung fir dieses Phdnomen
fehlt bis heute (Wards und Collins 1996.

Ein welteres grofes Problem fir einen gezelten alenen Austausch ist eine hohe ill egitime
Rekombinations-Rate (Kalpana et al. 1991, Armitige et al. 2000. Versuche, homologe

Rekombinationen bal M. bovis und M. intracellulare zu erzielen, fihrten zu einer hohen Rate
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an illegitimen Rekombinationen, die bis zu 80% dler Rekombinationsereignisse betrugen
(Aldovini et al. 1993. Andere Autoren konnten zeigen, dal3 homologe Rekombinationen bei
langsam-wadhsenden Mycobakterien bei intra- und interplasmiddren Rekombinationen zwar
auftreten, jedoch deutlich seltener as illegitime Rekombinationen (Baulard et al. 1996
Norman et al. 1995. Ehrlich et al. (1993 zegten, daf illegitime Rekombinationen bei
Mycobakterien zwischen kurzen sogenannten , mikrohomologen® Sequenzen stattfinden.
Durch Verwendung von regativen Selektionsmarken wie sacB und rpsL konnte die Rate der
Rekombinantionsereignis< flr einen gezelten allelen Austausch erhdht werden (Sander et al.
1995 Pélicic et al. 1997).

Als drittes grof3es Problem ist die hohe Spontanresistenzrate bel Mycobakterien zu nenren, die
bei Transformationsansatzen von M. tuberculosis bis zu 90 % betragen kann (Armitige et al.
2000. Die Ursadhen fur die hohe Spontanresistenzrate bei Mycobakterien sind vidlféltig.
Prammananan et al. (1999 konnten zeigen, dal3 die Resistenzen gegen Aminoglykoside (wie
Gentamycin und Kanamycin) haufig duch eine Punktmutation in der 16S rRNA (E. coli
Position 1408 A = G) hervorgerufen werden. Aul3erdem scheint die besondere Struktur der
mycobakteriellen Zellwand ein Grund fir eine hohe Spontanresistenzrate a1 sein. Insbesondere
die Mycolsauren tragen zur hohen Diffusionsbarriere fir hydrophobe (zum Beispiel Rifampin)
aber auch hydrophile Agentien bel (Mdluli et al. 1998 Jadkson et al. 1999.

4.2 Unterschiedliche Strategien zur Herstellung von Mutanten bel M. avium mit der

Elektroporations-Tednik

In dieser Arbeit wurden Strategien auf M. avium appliziert, die aivor schon erfolgreich bel
anderen langsam-wacdsenden Mycobakterien zur Herstellung von Mutanten benutzt wurden.
Unter 3.1.1 wurde ene Strategie mit Suizidplasmiden (pGPC119 wnd pGPC120) gebraucht,
die berets fur die Inaktivierung von Genen in M. intracellulare genutzt wurde
(Mahenthiralingam et al. 1998 Marklund et al. 1998. Andere Autoren kenutzten ein in
Mycobakterien autonom replizierendes Plasmid mit thermosensitivem Replikon und der
negativen Selektionsmarke sacB, die enen alelen Austausch beginstigte (Pelicic et al. 1997).
Eine addguate Strategie wurde unter 3.1.2 verwendet. Bel einer anderen Strategie wurden
lange, lineae DNA-Fragmente afolgreich fur einen alelen Austausch bal M. tuberculosis
eingesetzt (Balasubramanian et al. 1996. Diese Strategie wurde in dieser Arbeit in 3.1.3
adaptiert. Hier sollte vor alem die von den Autoren beschriebene Senkung von ill egitimen
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Rekombinationsereignissen erzielt werden. Auf die Verwendung von lineaisierten Plasmiden,
die von Berthet et al. (1998 und Yuan et al. (1998 erfolgreich fir einen allelen Austausch
angewendet wurden, wurde hier deshab verzichtet. Unter 3.1.4 wurde ane fir Mycobakterien
neuartige Strategie verwendet, da bisang noch keine Gene bei Mycobakterien durch eine
einfache homologe Integration eines Suizidplasmids gezelt inaktiviert worden sind. Diese
Tedink bot sich zur Senkung der Spontanresistenzrate an, da fur die Selektion wvon
Transformanten mehreren Resistenzmarken verwendet werden konnten. Gegenstand der
Mutagenese-Experimente war das Gen mig, das aufgrund erster Untersuchungen als fakultativ
nicht-esentiell einzustufen war. Seine Funktion war unbekannt, so dal3 keine Md&glichkeit
bestand, entspredhende Mutanten anhand ihres Phénotyps zu identifizieren.

Mit keiner der oben erwéhnten Methoden gelang de Konstruktion einer Mutante des Gens
mig. Dieses Ergebnis 183t zwe Interpretationen zu: entweder snd de Methoden fir die
Herstellung von M. avium-Mutanten nicht gedgnet oder es handelt sich bei mig um en
esentieles Gen. Zunadst soll jedoch auf die Probleme engegangen werden, die bel der

Elektroporations-Tedhnk auftraten.

4.2.1 Probleme bel der Herstellung von M. avium-Mutanten mit der Elektroporations-
Tednik

Auf den hier zur Transformation verwendeten Plasmiden pGPC121 wnd pGPC130 sind de
Replikationsurspriinge der mycobakterielen Plasmide pLR7 (pGPC130) bzw. pAL5000
(pGPC121) lokalisiert, die beide in M. avium autonom replizieren konnen (Beggs et al. 1995
Batoni et al. 1998. Beide Plasmide ewiesen sich jedoch bereits nach der ersten
Subkultivierung als instabil (3.1.2). Jedoch sollten die Plasmide langer in der Zelle ,bleiben® als
die Suizidplasmide, wodurch eine ehthte Wahrschenlichkeit fir eine homologe
Rekombination erhofft wurde. Es konnten jedoch keine homologen Rekombinationen dieser
Plasmide mit dem Genom beobaditet werden. Nach der Subkultivierung der Transformanten
unter 3.1.2 integrierten die Plasmide entweder ill egitim (siehe Abhildung 4.1B) oder die Zellen
verloren sie und wurden spontanresistent. Dagegen konnten Norman et al. (1995 zeagen, dal?
unter Verwendung eines autonom replizierenden Schaukel-Plasmids eine homologe
Rekombination und ein adleler Austausch bei M. bovis moglich war.

Bei M. intracellulare war es moglich, Mutanten Uber einen allelen Austausch herzustellen,

wobel dies nur mit avirulenten Wildtyp-Stdmmen moglich war, da virulente Stamme nicht
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transformiert werden konnten (Mahenthiranlingam et al. 1998 Marklund et al. 1998.
Mahenthiranlingam et al. (1998 war es mdglich, durch chemische Mutagenese virulente
M. intracellulare-Mutanten zu erzeugen, die fir einen gezelten Genaustausch verwendet
werden konnten. Diese Methode, transformierbare Mycobakterien zu erhalten ist aber fraglich,
da man schon vor der eigentlichen Mutation ungerichtete Mutationen einflgt, die
maoglicherweise den besonderen Charakter eines Klinisch-virulenten Stamms verandern kénnen.
Fur eine gezelte Gen-1naktivierung wurde bel M. intracellulare ein Suizidplasmid verwendet,
und die Transformanten wurden auf den Erwerb einer Antibiotika-Resistenz hin selektiert
(Mahenthiranlingam et al. 1998 Marklund et al. 1998. Die gleiche Vorgehensweise wurde
unter 3.1.1 angewendet. Hier integrierte bel 47% der Transformanten das Kanamycin-
Resistenzgen, dagegen waren 53 % der untersuchten Klone spontan resistent gegen Kanamycin
und 28 % davon waren zudem gegen Chloramphenicol spontan resistent. Wenn man dies mit
den von Mahenthiranlingam et al. (1998 vertffentlichten Daten vergleicht (hier konnten keine
spontan resistenten Klone identifiziert werden), zagt dies, dal3 M. avium eine deutlich hbhere
Spontanresistenzrate gegen Antibiotika besitzt als M. intracellulare. Ob bal den 47 %, die das
Kanamycin-Resistenzgen erhadten hetten, dieses durch homologe oder illegitime
Rekombination in das Genom integriert wurde, ist nicht weiter analysiert worden. Es konnte
dagegen gezegt werden, dald die Transformanten das Resistenzgen wéhrend des zweiten
Rekombinationsschrittes (Subkultivierung) verloren hetten und spontanresistent wurden (siehe
3.1.1).

Fraglich deibt, warum es nicht zu einer homologen Rekombination zwischen dem M. avium-
Genom und den Plasmiden pGPC136 oder -137 wter 3.1.4 gekommen ist. Mdglicherweise
waren 660 bp als Substrat flr eine homologe Rekombination zwischen Plasmid und Genom zu
gering. Es bleibt auRerdem wie fur 3.1.1 festzuhalten, dal3 spontanresistente Kolonien gegen
zwei Antibiotikabel M. aviumrelativ haufig vorkommen kénnen.

Um Klone mit ill egitimer Rekombination von spontanresistenten Kolonien zu unterscheiden,
wurden unter 3.1.3 150 Kolonien subkultiviert und nach Isolierung der genomischen DNA
einem sogenannten ,, Dot-Blot“-V erfahren unterzogen. Die so behandelte DNA wurde mit einer
Sonde gegen das Kanamycin-Resistenzgen hybridisiert. Bel der DNA von 20 Klonen konnte
ein Signal beobadtet werden (Abhldung 36). Dies bedeutet, dal3 bel circa 15% aller
Transformanten eine ill egitime I ntegration des Kanamycin-Resistenzgens stattgefunden Fat.
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Abbildung 4.1: Darstdlung modicher Rekombinationsereignisee der pGPC-Plasmide mit dem
M. avium-Genom. A) Potentidler allder Austausch von mig gegen das mig::aph-Alld durch zwei
homologe Rekombinationen. Von doen nech unten: nach efolgreicher Transformation finden zwel
homologe Rekombinationen zwischen mig und dem mig::aph-Alld statt, wodurch ein alder Austausch
stattfindet. B) Mddiche ill egitime Rekombination zwischen den pGPC-Plasmiden und cem M. avium-
Genom.

Die restlichen 85 % der Kolonien waren dementspredhend spontanresistent, was nahe legt,
dal3 das grolde Hindernis fir einen gezelten Genaustausch die hohe Spontanresistenzrate
gegen Antibiotika ist. Diese Ergebnise stehen im Gegensatz zu Balasubramanian et al. 1996
die bei 6% dler Transformanten einen alelen Austausch durch Verwendung von langen
lineaen DNA-Fragmenten erzielen konrten.

Man nahm lange Zeit an, da3 das bei RecA von langsam-wadsenden Mycobakterien
vorkommende Intein, ein Protein-Intron, eine Ursade fur eine hohe Rate von illegitimen
Rekombinationen sein kann (McFadden 1996. Da das Protein-Spleif3en ein unregelméal3iger
Medanismus ist, hétte dessen Ausbleiben eine ill egitime Rekombination beginstigen kdnnen
(McFadden 1996 Derbyshire et al. 1997, Mills et al. 1998. Dieses konnte &er durch reuere
Experimente widerlegt werden, da be recA-Mutanten wvon M. smegmatis ene

Komplementation durch Expresson eines M. tuberculosis RecA-Intein Proteins moglich war
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(Frischkorn et al. 1998 Papavinasasundaram et al. 1998. Dies und de Tatsadhe, dal
M. avium kein Intein im RecA-Protein besitzt (Sander, personliche Mittellung), madit es
unwahrscheinlich, dal3 die in dieser Arbeit beobaditete hohe Rate a illegitimen
Rekombinationen aus einer besonderen Struktur des RecA-Proteins resultiert. Vielmehr
mUssen andere Medhanismen existieren, die einehomologe Rekombination unterbinden, auf die
es aber bisang keine Hinwe se gibt.

Pelicic et al. 1997 hatten bel der Inaktivierung des purC-Gens bei M. tuberculosis mittels
induzierbarer Suizidplasmide nur Kanamycin-resistente Transformanten erhalten, bel denen ein
dleler Austausch und keine illegitime Rekombination stattgefunden hette. Dies widerspricht
den Erfahrungen, die Armitige et al. 2000 bei der Inaktivierung der fbp-Gene dieser Art
gemadt hatten. Hier waren 106 von 118 Kanamycin-resistenten Kolonien spontanresistent, 10
Kolonien erhielten ein Kanamycin-Resistenzgen Uber illegitime Rekombination und nur 2
Kolonien waren nach homologer Integration Kanamycin-resistent geworden. Dieses Ergebnis
ahnelt dem unter 3.1.3 beschriebenen Ergebnis, da aich hier die Rate an spontanresistenten
Kolonien bei 85% lag. Die Differenzen, die awischen den Frequenzen der homologen
Rekombinationen bal Pelicic et al. 1997 wnd Armitige et al. 2000 auftraten, kdnnen
maoglicherweise durch die unterschiedliche Lage der jewelligen Gene auf dem Genom erklart
werden (Vagner und Ehrlich 1988. Diese Erklarung kann auch fir das Gen mig bel M. avium
gelten, bel dem keine homologe Rekombination beobadtet werden konnte.

Die mit der Elektroporations-Tedhnk bel M. avium erzielten Ergebnise lasen as Faat
festhalten, dal? die Transformationseffizienz wahrscheinlich zu gering ist, um einen homologen
Austausch zu erzielen. Um mittels Elektroporation Mutanten herstellen zu konnen, muf3
wahrscheinlich ein M. avium-Stamm isoliert werden, der eine hdhere Transformationseffizienz
hat und / oder bei dem eine dfizientere homologe Rekombination stattfindet. Aul3erdem fehlt
bis heute a@n Replikon, dal3 eine stabile Transformation von MAC mit rekombinanter Plasmid-
DNA ermoglicht (Mahenthiranlingam et al. 1998. Aufgrund dessen wurde bei M. avium auf
den Versuch ener sogenannten ,antisense*-Mutagenese, die fUr eine hisD-Mutante bei

M. smegmatis erfolgreich war (Parish urd Stoker 1997, verzichtet.
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4.3 Konjugation zwischen E. coli und M. avium zur gezielten Inaktivierung von Genen

Schon in den 70er Jahren wurde die Konjugation zwischen M. smegmatis-Stammen als
Gentransfer zwischen unterschiedlichen Bakterienstammen beschrieben (Tokunaga et al.
1973. Es wurden auch erste Versuche unternommen, tber Konjugationen genomische DNA
von E.coli in M. phlei zu transferieren, um Uber einen Genaustausch mit E. coli-Genen
auxotrophe Mycobakterien zu komplementieren (Slosarek et al. 1978. Diese Versuche waren
alerdings nicht sehr erfolgreich, wobei zudem das Problem bestand, dal3 die Transkonjuganten
damals nur phénotypisch untersucht werden konnten. Ein Gen-Transfer von genomischer DNA
von den Gram-negativen E. coli-Zellen zu den Gram-positiven Mycobakterien war auf3erdem
problematisch, da nicht bekannt war, ob homologe Gene fir einen bestimmten Phanotyp bei
beiden nicht verwandten Bakterien-Arten verantwortlich sind. Erst in den 90 er Jahren wurden
di- und triparentale Konjugationen durchgefiihrt, um rekombinante Plasmide von E. coli in
Mycobakterien (M. smegmatis und M. fortuitum) zu transferieren (Gormley und Davies 1997,
Dziadek et al. 1994 Gavigan et al. 1995 oder aber auch zwischen verschiedenen
Mycobakterien zu Ubertragen (Parsons et al. 1999. Jedoch wurde die Konjugation lediglich
dazu verwendet, Schaukel-Plasmide oder Plasmide mit Transposons zu transferieren, um diese
Tednk as Alternative a1 der bis dahin ausschliefdlich benutzten Elektroporation zu
verwenden (Gavigan und Martin 1998. Es wurden bis zu deser Arbeit keine Versuche
unternommen, Gene bei Mycobakterien mittels Konjugation gezelt zu inaktivieren. Dartber
hinaus wurden hislang noch keine Konjugationen zwischen E. coli und M. avium beschrieben,
um rekombinante Plasmide mittels dieser Tedhnik zu transferieren. Es ganden also vor dieser
Arbeit keine Erfahrungen zur Verfliigung, ob und wie Plasmid-DNA in M. avium zu
transferieren ist, noch ob die Konjugation eine eafolgsversprechende Methode ist, Gene bel
dieser Art gezedt zu inaktivieren. Die Ergebnise, die unter 3.1.5 und 32 fir die
Konjugationen erzielt wurden, zdgten, da3 ein DNA-Transfer von E. coli zu M. avium
maoglich ist. Es wurde jedoch darauf verzichtet, Schaukel-Plasmide a1 transferieren, da
angenommen werden konnte, dal3 diese auch nach Konjugationen nicht stabil in M. avium
replizieren konnen.

Naddem bel Elektroporationen nach der Untersuchung unter 3.1.3 rund 85% aller Kolonien
spontanresistent waren, war es notwendig, ihren Anteil zu senken. Eine Mdglichkeit hierzu
besteht in der Verwendung einer anderen Tedhnk fur den DNA-Transfer, bei der weniger
Zellen fir eine dfiziente Ubertragung benétigt werden. Die Konjugation wird und wurde auch
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zur Inaktivierung von Genen bei anderen Bakterienarten wie Vibrio cholerae verwendet
(Miller und Mekalenos 1988. Diese Tednik ist zudem flr einen allelen Austausch vorteil haft,
da die mobili sierte Plasmid-DNA nach dem Eintritt in die Rezpientenzdle aimindest tellweise
einzdstrangig vorliegt und so bessr as Substrat fur das RecA-Protein dient als
doppelstrangige Plasmid-DNA. Hinds et al. (1999 konnten fir langsam-wadsende
Mycobakterien zagen, dal’ die Wahrscheinlichkeit fur eine homologe Rekombination durch
Denaturierung, UV-Behandlung der DNA bezehungsweise durch Verwendung von
einzdstrangiger DNA auf das vier- bis funffache gesteigert werden kann. Ein weiterer Grund
fur einen gesteigerten homologen Austausch kann auch in einer erhbhten RecA-Konzentration
in der Reazpienten-Zelle liegen. Auch bael Mycobakterien wird duch einzdstrangige DNA-
Abschnitte a@ne sogenannte SOS-Antwort ausgelost. Hierdurch findet in der Zelle ene
verstérkte Synthese des RecA-Proteins datt, die durch eine verminderte Bindung des
Represors LexA an den recA-Promotor verursadt wird (Durbach et al. 1997).
Mycobakterien nutzen RecA wie E. coli auch zur Reparatur von DNA-Schéden durch Doppel-
und Einzdstrangbriiche zum Bespiel nad UV -Behandlung (Heitman et al. 1999 Frischkorn et
al. 1998. Eine ehdhte RecA-Konzentration fuhrt wahrscheinlich zu einer erhbhten Rate an
homologer Rekombination und dabel auch zu einem erhéhtem allelen Austausch. Smith (1997)
diskutierte in diesem Zusammenhang fur E. coli den von RecA vermittelten , Long-Chunk-
Integrations‘-Medhanismus, der fir 80% adler alelen Austausche nadh Konjugationen
angenommen wird (Abhildung 4.2).

Nad einigen Konjugationen konnte bei bis zu 100% aller untersuchten Exkonjuganten das
mig::aph- oder das Amig::aacCl-Alledd mittels PCR nadgewiesen werden. Nadh den
triparentalen Konjugationen mit pMigGm traten zwel unterschiedliche Kolonieformen und drel
unterschiedliche Produkimuster bel den PCR-Untersuchungen auf. Die glatten, opaguen
Kolonien waren subkultivierbar und nach PCR-Untersuchungen konrnten Produkte anplifiziert
werden, die entweder nur fir das Wildtyp-Allel oder fur das Wildtyp- und dasinaktivierte Allel
speafisch waren.

Bel den letzteren handelte es 3ch wahrscheinlich um Kolonien, bei denen entweder eine
singuldre homologe oder eine ill egitime Rekombination stattgefunden hette. Es kdnnte sich
aber auch um Mischkolonien aus rekombinanten und spontanresistenten Zellen gehandelt
haben. Nad einer Subkultivierung deser Kolonien konnten nur PCR-Produkte amplifiziert
werden, die fur das Wildtyp-Allel erwartet wurden. Ahnliches wurde aich bei der
Subkultivierung der Klone beobaditet, die bei 3.1.2 das Plasmid pGPC121 wnd pGPC130
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erhalten hetten. Wenn es sch um Mischkolonien gehandelt hat, haben die spontanresistenten
Wildtyp-Zellen die rekombinanten Zellen Uberwadhsen, so dald eine Isolierung der mig-
Mutante nicht moglich war.

Bei den glatten, opaguen Kolonien, die bel einer PCR-Untersuchung nur ein Wildtyp-Allel
hatten, handelte es sch wahrscheinlich um spontanresistente Kolonien. Es kdonnte sich aber
auch um Kolonien gehandelt haben, bel denen nadh einer illegitimen Rekombination und
Integration von pMigGm in das M. avium-Genom, mindestens eine Erkennungsdelle fir die
Oligonukleotide MIGKANFW, MIGGMFW oder MIGGMRW verloren gegangen ist
(Abbildung 4.1B).

Es traten aber auch transparente Kolonien auf, die @ne ungewoOhnliche, zerklUftete
Kolonieform hatten. Bel diesen Zellen konnte nach einer PCR-Untersuchung nur das
inaktivierte Allel amplifiziert werden; sie lief3en sich aber nicht weiter kultivieren. Hier hatte
wahrscheinlich ein Genaustausch stattgefunden, da kein Wildtyp-Allel nadhgewiesen werden
konnte. Ahnliche Kolonieformen hetten Norman et al. 1995 fir die accBC-Mutante von
M. bovis beschrieben, die aber subkultiviert werden konnte. Eine mogliche Erklarung fir dieses
Phénomen ist, dal3 es sch bel dem Gen mig um ein zumindest tellweise esentieles Gen
handelt. Wie unter 4.6 dargelegt, handelt es sch bei dem Genprodukt Mig um eine Acyl-CoA-
Synthetase. Diese kann essentiell fir die Lipidsynthese oder fur den Abbau von Fettsduren zur
Gewinnung von Energie in einer bestimmten Wadstumsphase von M. avium sein (4.8). Ein
sogenanntes ,, Gene-Rescue”-Experiment zum endgtitigen Beweis der Esentiditdt des mig-
Gens war nicht mdglich, da ene stabile Transformation von M. avium mit einem Schaukel-
Plasmid mit dem Gen mig ausschtdos erscheint. Die These, dal3 es sch ba mig um en
esentieles Gen handelt, wird auch dadurch unterstiitzt, dal3 sich die glatten, opaguen
Kolonien, die bei der PCR-Untersuchung ein Wildtyp-Allel und ein inaktiviertes Allel hatten,
nach Subkultivierung ihr inaktiviertes Allel verloren hatten.

Dal3 sich das Gen mig nicht durch einen allelen Austausch inaktivieren lief3 kann auch an der
Position dieses Gens im M. avium-Genom liegen. Bel einem allelen Austausch Uber den
RedBCD-Weg-abhangigen "Long-Chunk-Integrations'-Medansimus snd Gene bevorzugt
(Abbildung 4.2), die sich in der Nahe von sogenannten "Hot-Spots' fur homologe
Rekombinationen befinden. Dabel handelt es sch wahrscheinlich um DNA-Abschnitte, die sich
in der Umgebung von Chi-Sequenzen befinden. Auch fir Mycobakterien wurden solche "Hot-
Spot"-Bereiche auf dem Genom diskutiert (Marklund et al. 1995 Mahenthiralingam et al.
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1998). Jedoch ist noch zu wenig tber die Rekombinations-Medanismen bei Mycobakterien
bekannt, um sich ein letztliches Urtell zu erlauben.

Im Ganzen 83t sich festhalten, dal3 ein stabiler alleler Austausch fur das Gen mig nicht
durchfuhrbar war.

Als Bewels, da’3 es prinzipiel mdoglich ist, mittels Konjugation in M. avium Gene au
inaktivieren, sollte das nicht essentidle sigE-Gen (Wu et al. 1997 inaktiviert. Die
Exkonjuganten lief3en sich subkultivieren, und aufgrund einer Southern-Hybridisierung konnte
angenommen werden, dal3 es sch bei den erhatenen Klonen M1 und M2 um die gesuchte
SigE-, knock-out“-Mutante handelte. Die vorher durchgefiihrte PCR-Untersuchung kann kein
hinreichendes Kriterium (3.2) fur enen dlelen Austausch sein, da die beiden Primer
SIGETESTFW und SIGETESTRW auch mit dem Plasmid pGPC293 hybridisieren. Das fur
einen adlelen Austausch erwartete Bandenmuster bei der PCR-Untersuchung kann eine
zusatzliche Integration von pGPC293 nad ill egitimer Rekombination nicht kenntlich maden.
Die Southern-Hybridiserung ist dagegen eine Methode, bei der eine solche mehrfache
Integration erkennbar wird.

M. avium KOO7 scheint die aste gentechnisch hergestellte Mutante bel diesem Organismus zu
sein. Bel diesem Stamm konnte die von Guerrero et al. (1995 fur die Spezes M. avium
speafische Insertionssequenz 1 S1245nadhgewiesen werden (Abhbildung 3.13D).

Mit M. avium KOO7 wurde aich ein Tierexperiment gemadt, bel dem Mause mit diesem
Stamm und M. avium #5-8 infiziert wurden. Dieses Experiment wurde in Borstel in der
Arbeitsgruppe von Dr. Ehlers durchgeftihrt. Im Tierversuch erwies sch der Stamm M. avium
K007 ds virulenter ads M. avium #5-8 (Ehlers, unveroffentlicht). Die DNAs der aus den
Mausen gewonnenen Mykobakterien Kolonien wurden kirzlich im Labor von Dr. Plum mittels
Southern-Untersuchung auf die 1S1245Sequenz  hin  untersucht (Plum, personliche
Mittellung). Hier konnte diese Sequenz nur bei der DNA aus den M. avium #5-8 Kolonien
nadhgewiesen werden, nicht jedoch aus M. avium K0OO7. Diese widerspriichlichen Ergebnisse
ziehen in Zweifel, ob es sch bei den aus den aus Mausen as M. avium KOO7 isolierten
Bakterien um die Spezes M. avium handelte. Jedoch konnten Beggs et al. (2000 im
Gegensatz zu Guerrero et al. (1995 zegen, dal3 der Besitz von 1S1245 lein notwendiges
Kriterium far M. avium ist. Der Stamm M. avium A5 besitzt diese Insertionssequenz zum
Beispiel nicht (Beggset al. 2000.
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Abbildung 4.2: Stark vereénfachte Darstd-

Reo BCD lung dr Rekombination (ber den ,Long
[— Chunk-Integrations’ -Mechanismus ber den
+ < RecBCD-Weg in  Transkonjuganten  vor
3y —> —— E. cali. A)Nach Bindung s RecBCD-
Enzyms an ds-DNA (durchgehende Linie)

gleitet das Enzym Uber die DNA, dabe wird

V, diese entwunden, wobe sogenannte "DNA-
Loops' entstehen. Erreicht dieser Komplex

y < 3 gne Chi-Sequenz auf der DNA (5-
RecA GGTGGTC-3), wird de DNA geschnitten

SSB und de dsDNA wird vam neu entstandenen 3'-

D-Loop Ende durch S8 (Einzestrang-
Ll - - —Z—-—-—Z-:Z Bindungsproteine) und dbs RecA-Protein
(RecA) weiter entwunden. Der so entstandene

DNA-Einzdstrang wird dann vam 3'-Ende aus

Ch CH mithilfe des RecA-Proteins mit einem anderen,
| Jestem L homologen ds-DNA-Abschritt des Rezipienten
202309 : / ° (unterbrochene Linie) gepaat, wobe en

GGTGGTCGA e sogenannter  "D-Loop"  entsteht. B) Die
durchgehenden Linien reprasentieren ein ds-
‘ DNA-Fragment des Donas nach der Synthese

des komplementdren Stranges. Dieser hildet

3 FEV / * 5 von beiden Enden aus nach dem unter A
5 / — 3 beschriebenen  Mechanismus ~ mit  der
Jt AN chromosomalen DNA (unterbrochene Lini€)
Bo—— - - Yy Y L---3 des Rezipienten zwe sogenannte D-Logps
3=-- AT s e 5 (groRe Pfell spitzen markieren Schnittstelle des
AN 4 RecBCD-Enzyms). Die so verbundenen beiden

DNA-Molekile werden an den mit Pfelen
‘ markierten Stdlen geschnitten und durch
Vv anschlieBende  Ligationen  entsteht  en
reziproker Austausch der DNA-Moalekiile von
Dona und Rezipient. Als Alternative kann
auch en nicht reziproker Austausch naech
Replikation, die von cn engewanderten 3'-
Enden aus gestartet wird, entstehen (nicht
dargestellt). Abhildung rach Smith (1991).
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4.4 Charakteriserung von M. avium K007

Mit M. avium KOO7 scheint nun erstmas eine sige-Mutante von langsam-wadsenden
Mycobakterien zur Verfugung zu stehen. Ihr Wadhstumsverhalten unterschied sich im
Gegensatz zu der SgE-Mutante von M. smegmatis unter in vitro-Bedingungen deutlich von
dem Verhalten des entsprechenden Wildtyps (Abbildung 313 und 312) (Wu et al. 1997).
Dieses Verhdten ist jedoch fur sigE-Mutanten nicht aul3ergewdhnlich, da ene sigE-Mutante
von Synechoccus sp. PCC 7002 auch unter in vitro-Bedingungen eine veranderte Wuchskurve
zegte (Gruber und Bryant 1998. Der M. avium-Stamm KO0O7 wies wie die SigE-Mutante von
M. smegmatis unter extrazelularen Strefbedingungen eine deutlich geringere Uberlebensrate
auf. Dies ist bemerkenswert, da Mycobakterien mindestens einen weiteren ECF-Sigma-Faktor
(SigH) besitzen, der in das Uberleben mnach extrazdlularem Stref3, besonders Hitze-Stref3,
involviert ist (Fernandes et al. 1999. Manganeli et al. (1999 untersuchten bei
M. tuberculosis die Transkription aler 10 Gene, die ECF-Sigmafaktoren kodieren. Die
Untersuchungen zegten, dal3 die Konzentration von mRNA-Transkripten von sigk, sigB und
sigH wéahrend einer Hitze-Stref3-Situation erhdht war. Die Transkription von SigE ist zudem
wéahrend des Wadstums in SDS-haltigem Medium erhoht (Manganelli et al. 1999. Die hier
gemaditen Untersuchungen bestétigen dies, indem sie zegen, dal3 SIgE an einer erhdhten
Uberlebensrate nach Hitze- und Detergerz-Stref3 beteili gt ist.

Bei E. coli wird davon ausgegangen, dal3 SigE an der Kontrolle von Proteasen partizipiert, die
nadh Hitze-Stref3 durch fehlgefatete Proteine im Periplasma induziert werden (Mecsas et al.
1993 Conmolly et al. 1997). Der fur E.coli gezegte komplexe Medanismus der
Aktivitdtskontrolle Uber einen Anti-Sigmafaktor 1a3t vermuten, dal3 die Kontrolle der
Transkription des SigE-Gens eine untergeordnete Rolle bel der Regulierung von SigE-
abhéngigen Promotoren spielt. Hier werden die durch einen Anti-Sigmafaktor sequestrierten,
inaktiven SigE-Proteine indirekt durch fehlgefaltete Proteine im Periplasma &tiviert (De Las
Pefias et al. 1997, Missakas et al. 1997, Ades et al. 1999. Ein solcher Mecdhanismus ist fir
den mycobakteriellen Sigma-Faktor SgE nicht bekannt

Das sige-Gen von M. tuberculosis wird wahrend der Infektion im Makrophagen starker
transkribiert (Graham und Clark-Curtis 1999, so dal3 dieser Sigma-Faktor eine Rolle fir die
Virulenz von Mycobakterien spielen kann, was fur den esentiellen Sigma-Faktor SigA bereits
gezagt wurde (Collins et al. 1995 Gomez et al. 19998. In dieser Arbeit war bel M. avium
K007, bel der das sige-Gen wahrscheinlich inaktiviert wurde, die Virulenz gegentiber M.
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avium #5-8 dgnifikant attenuiert. Dies kann zum einen damit zusammenhéngen, dal3 die
Induktion von Proteasen, die bei extrazdlularem Stref3 induziert werden und fir den Abbau
fehlgefalteter extrazytoplasmatischer Proteine verantwortlich sind, vermindert ist (Danese und
Silhavy 1997). Hierunter kdnrnen sich auch hidang nicht identifizierte Virulenz-Faktoren
befinden. Bei E. coli und Pseudomonas sp. konnte gezagt werden, dal? der SgE-Faktor an der
Zellwandsynthese und an der Aufnahme von Eisen betelligt ist (Angerer et al. 1995 Missakas
und Raina 1998 Raivio und Silhavy 1999. Der Zugang zu und de Aufnahme von Eisen spielt
fir das Uberleben von Mycobakterien wahrend ihrer Persistenz im Phagosom eine wichtige
Rolle und ist mit der Regulation von potentiellen Virulenz-Faktoren (KatG und SOD)
verknupft (Manabe et al 1999 DeVosset al. 1999 Zhu et al. 1998 Viaet al. 1996.

In Streptomyces coelicolor ist SIgE fur die Ausbildung einer normalen Zellwandstruktur
verantwortlich (Lonetto et al. 1994 Paget et al. 1999. M 6gli cherweiseist der mycobakterielle
SigE-Faktor auch an der Transkription von Genen betelligt, die fir die Zellwandsynthese
verantwortlich sind. Hieraus &3t sich vielleicht eine Erklérung deduzieren, warum M. avium
K007 beim Wadstum unter in vitro-Bedingungen nur solche Zelldichten erreicht, die anen
log-Faktor kleiner sind als die Zelldichten von M. avium #5-8 (Abhildung 3.12A).

Bei Bacillus subtilis wird SIgE von einem anderem aternativen Sigma-Faktor (SigK) negativ
kontrolli ert; hierdurch wird auch die Sporulation der Zelle beanfluf3t (Ju et al. 1998 Zhang et
al. 1998. Dies snd nur einige Erklarungen fur die moglichen Funktionen des M. avium-SigE-
Faktors. Es zagt aber auch, dal3 die durch SigE regulierten Medhanismen komplex sind und
bei Mycobakterien noch welterer Untersuchungen bedirfen. Die esten Untersuchungen
erhérten die Vermutung, dal3 der Sigma-Faktor SIgE eine Bedeutung fir die Virulenz von
Mycobakterien het.
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4.5 Grole, Stabilitat und Expression von Mig

Die Grole des Mig-Proteins war lange Zeit nicht eindeutig. So deduzierten Plum et al. (1997
Mig nach einer Sequenzierung des entspredhenden offenen Leserahmens als ein 30 kDa grof3es
Protein. Andererseits konnte bei heterologer Expresson von Mig in M. smegmatis jedoch
lediglich ein 60 kDa grofies Protein bel einer Immunodetektion in Lysaten und unldslichen
Fraktionen nadhgewiesen werden. Es gelang damals nicht, dieses Protein direkt aus M. avium
Zu reinigen, um unter anderem auch die Grofe von Mig ndher zu charakterisieren (Plum,
unveroffentlichte Ergebniss). Bel Western-Blot-Analysen konnten Plum et al. (1997 eine
30kDa-Bande in der unlosichen Fraktion won sdureinduzierten M. avium-Kulturen
nadhweisen und bestimmten so die Grofe von Mig. Um groliere Mengen des Proteins reinigen
zu konren konstruierte Plum et al. (1997 ein rekombinantes Plasmid (pGPC150), auf dem ein
ORF fur ein Mig-Fusionsprotein mit seds carboxyterminalen Histidin-Resten lokalisiert war.
Durch diese Histidin-Reste war eine Aufreinigung Uber eine Ni-NTA-Séule mdglich. Nach der
Expresson in E. coli und der Aufreinigung des rekombinanten Mig-Hiss-Fusionsproteins
konnten Plum et al. (1997 ein Protein mit einem Molekulargewicht von circa28 kDa reinigen.
Wurde mit den Elutions-Fraktionen, die dieses Protein enthielten, eine SDS-Polyaaylamidgel-
Elektrophorese durchgefiihrt, so wurden neben der Proteinbande von circa 28 kDa aich
kleinere Banden beobaditet. Diese Banden konnten anschlief3end bei einer Immunodetektion
mit einem Mig-speafischen Antikorper identifiziert und as Abbauprodukie des

Fusionsproteins eingeordnet werden (Plum, unveréffentlichte Ergebnisse; Abhildung 4.3).

kDa —

Mig-Hi
— <+

' Abbauprodukte
25 o 4 | dsMigHis
Fusionsproteins
e <+

Abbildung 4.3: Immunodetektion eines circa 28 kDa grolien Mig-Hiss-Fusionsproteins (Mig-
Hiss), nach einer Aufreinigung aus E. coli. Die Spuren A bis E reprasentieren einzene
Fraktionen einer Elution von einer Ni-NTA-Saule mit einem imidazolhaltigen Puffer. Fur die
Detektion wurde der auch in dieser Arbeit verwendete, affinitétsgereinigte Mig-Antikorper
benutzt. (Plum, unveréffentlicht)
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In dieser Arbeit konnten bei der Aufreinigung des circa 60 kDa groféen aminoterminalen Mig-
Hiss-Fusionsproteins unter 3.5 nadh einer elektrophoretischen Auftrennung in den Elutions-
Fraktionen (Abbildung 3.15; Abbildung 317, Spur His;) kleinere Banden detektiert werden,
die ds Abbauprodukte von Mig interpretiert werden missen. Bel den Immunodetektionen, fur
die M. avium-Zellen aus pH-neutralen Kulturen fraktioniert wurden, konnte Mig als eine
60kDa grofle Bande im Lysat und in der unlosichen Fraktion madgewiesen werden
(Abbildung 317). In der unléslichen Fraktion traten auch hier immer wieder Abbauprodukte
einer Grofe von 30- 35kDa aif (Abhbildung 317, Spur 3), die wahrscheinlich von Plum et al.
(1997 as das 30 kDa grof3e Mig interpretiert wurden. Bei den Immunodetektionen unter 3.7,
bei denen die Zellen mit einem Lysispuffer ohne EDTA aufgeschlossen wurden, waren im
Lysat und in der unléslichen Fraktion auch viele Banden zwischen 20 uind 35 KDa detektierbar
(Abbildung 317, Spur 4 und 5). Dies unterstiitzt die Hypothese, dal? es sch bei den kleineren,
circa 30-35 kDa grolen Banden um Abbau-Produkte des circa 60 kDa grolen Mig-Proteins
handelt. Alle drca 30 kDa groffen Mig-Hiss-Fusionsprotein-Derivate sind als Acyl-CoA-
Synthetasen nicht aktiv und haben somit wahrscheinlich auch keinen hiologischen Sinn fir die
Zelle. Diese Ergebnise stiitzen die Annahme, dal3 Mig ein circa 60 kD grolis, instabiles
Protein ist, deseen Grole koharent mit dem ORFyq ist, der aus der DNA-Sequenz von pHis5
deduziert werden konnte. Diese DNA-Sequenz wurde nicht nur durch die unter 3.6
durchgefihrten direkten Sequenzierungen von PCR-Produkten aus M. avium belegt, sondern
auch durch die vom Tigr-Center im Rahmen des M. avium-Genomprojekts vertffentlichte
Sequenz des zum mig-Gen homologen DNA-Abschnitts. Die von Plum et al. (1997
vertffentlichte DNA-Sequenz unterschied sich lediglich durch die Insertion eines Cytosin-
Restes.

Die Immunodetektionen madien darlber hinaus die Annahme wahrscheinlich, dal3 das Gen
basal exprimiert wird und eine Uber die Infektion von Makrophagen hinausgehende Bedeutung
besitzt. Mig scheint im Gegensatz zu den wvon Fitzmaurice und Kolattukudy (1997
charakterisierten Acyl-CoA-Synthetasen von M. bovis ein sehr instabiles Protein zu sein. Aus
diesem Grund war es nicht mdoglich, durch eine aninoterminale Sequenzierung zu Uberprifen,

ob das unter 3.8 postulierte Signal-Peptid im Verlauf der Reifung vom Protein entfernt wird.
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4.6 Mig als Acyl-CoA-Synthetase fur mittellange und gesattigte Fett sduren

Acyl-CoA-Synthetasen fur Fettsduren ermdglichen der Zelle, externe Fettsduren fur die Lipid-
Biosynthese und fir die (-Oxidation rutzbar zu madien. So katalysiert die Acyl-CoA-
Synthetase FadD von E. coli die Bindung von CoA an die Carboxylgruppe von Carbonsauren
von unterschiedlicher Lange. Mig ist in beaug auf geséttigte Fettsduren als Substrat auf
Fettsduren mit mittlerer Lange beschréankt (Tabelle 3.2); hier werden zwischen Hexansdure
(Ce:0) und Dodekansaure (Cy20) die groften Aktivitaten erreicht. Dies geht im Gegensatz zu
FadD von E. coli, das auch bel langkettigen Substraten wie der Steainsdure (Ciso) hohe
Aktivitdten erreicht (Kameda und Nunn 1981 Blad et al. 1992 Fulda et al. 1994). Allgemein
wird bel der Ligation von CoA an die Carboxylgruppen von Fettséduren ein ATP-Molekl
verbraucht. Die Acyl-CoA-Synthetase katalysiert die Formation von Fettsdure-Acyl-CoA in
einem Zwel-Schritt-Medanismus:

Mg®*
1. Schritt: Fettsdure+ ATP < > Fettsdure-AMP] + PH

2. Schritt: [Fettsiure-AMP] + COASH—>  Fettsiure-CoA + AMP

Fur die easte Redtion wird Magnesum as zweiwertiges Kation bendtigt. Als
Zwischenprodukte entstehen PH und ein Acyl-Adenylat (Fettsdure-AMP). Das Fettsiure-
AMP-Zwischenprodukt wird durch die CoA-Synthetase stabilisiert und erst nadch der Ligation
von CoA an die Carbonsaure wird das fertige Produkt aus der Bindung an das Enzym
entlasen. Als wichtiges Motiv besitzt Mig eine AMP-Bindedoméne, die sich von den
Aminosauren 186197 erstreckt und as Motiv bel alen Acyl-CoA-Synthetasen und
Peptidsynthetasen vorkomnt. So weisen auch viele Peptidsynthetasen, Enzyme, die meist viel
groler als 1000 Aminosduren sind, Homologien zu Mig auf. Dies ist damit zu erkldren, dal3
Peptidsynthetasen grof3e Homologien zu Acyl-CoA-Synthetasen im Bereich der Adenylierung
der Aminosauren zeigen (Kleinkauf und von Dohren, 1996. Zu den im Blast identifizierten,
mit Mig verwandten Peptidsynthetasen gehoren die Pristinamycin [-Synthetase von
Streptomyces pristinaespiralis (deCrecy-Lagard et al. 1997) und de Tyrocidin-Synthetase von
Bacillus brevis (Pavela-Vranic et al. 1994. Diese Enzyme besitzen eine Untereinheit, die
funktionell unabhingig vom Rest des Enzyms it und eine Aminosdure-Adenylierung
katalysiert (Gocht und Marahiel 1994 Stadhelhaus und Marahiel 1995 Mootz und Marahiel
1997. Diese &tivierte Aminosaure wird daraufhin auf ein von der Peptidsynthetase

105



Diskusson

gebundenes Pantethein-Molekll Ubertragen. Die so arretierte Aminosaure wird anschlief3end
mit einer zweiten Aminosdure kondensiert, die awvor auf gleiche Weise an ein anderes
Pantethein-Molekil auf der Peptidsynthetase Ubertragen wurde (Kleinkauf und Déhren 1996
Abbildung 4.4). Die Acyl-CoA-Synthetasen sind mit den Peptidsynthetasen nur in dem Sinne
homolog, dal3 sie den gleichen Medhanismus fir die Bildung eines Acyl-Adenylats benutzen
(sehe oben, 1. Schritt), deshab treten Homologien zwischen den Fettsure-Acyl-CoA-
Synthetasen und den Peptidsynthetasen auf (Fulda et al. 1994 Bladk et al. 1992. Se
verkniipfen aber im Gegensatz zu Peptidsynthetasen im zweiten Schritt die Fettsdure mit einem
CoA-Molekil und setzen diesen Komplex daraufhin frei. Wegen ihrer strukturellen
Gemeinsamkeiten werden Peptidsynthetasen und Acyl-CoA-Synthetasen zusammen mit der
Luziferase (Turgay et al. 1992 Conti et al. 1999 zu der Superfamilie der Adenylat-
formierenden-Enzyme geredhnet, die sich anhand von Strukturdhnlichkeiten in vier Klassen
unterteilen 1&3t (Fulda et al. 1994): die 1. Klasse besteht hauptsadlich aus eukaryontischen
Acyl-CoA-Synthetasen, die 2. Klase aus Peptidsynthetasen, die 3. Klase ais Acetyl-CoA-
Synthetasen und de 4. Klase ais den prokaryontischen Acyl-CoA-Synthetasen und der
Luziferase.

Das Mig-Protein besitzt mehrere Transmembran-Regionen und wurde bel einer
Sequenzanalyse durch das Psort-Programm als Membranprotein vorhergesagt (3.8). Die
Programme Tmpred und TopPred?2 berechneten zwel hochsignifikante Transmembranregionen
zwischen den Aminosauren 245271 und 309331 (Tabelle 3.1, Abhldung 4.5). Eine mdgliche
sekundére Struktur von Mig wurde mittels PROTEAN berechnet und ist in Abhbildung 4.5
wiedergegeben. Interessanterweise besitzt Mig ein aminoterminales Signal-Peptid, das fir den
Exprot bezehungsweise fir die Integration von Proteinen in die Zytoplasmamembran
verantwotlich ist (Manting und Driesen 200Q Bernstein 2000. Dieses kommt bei den
verwandten Proteinen FadD19 von M. tuberculosis (Cole et al. 1998 und FadD von E. coli
nicht vor (Blad et al. 1992).
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Adenylat-bildende Domane
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B NH | I
|
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Abbildung 4.4: Vergleich einer Acyl-CoA-Synthetase und einer typischen Peptidsynthetase-
Untereinheit nach Kleinkauf und von Déhren 1996 Eine Acyl-CoA-Synthetase (A) besitzt wie ane
Peptidsynthetase-Untereinheit (B) eine Adenylat-bildende Doméne (hellgrau); hier wird bei beiden
Enzymen ein Adenylat-Komplex mit dem Substrat unter Verbrauch von ATP gebildet. Bei den
deutlich gréferen Peptidsynthetasen wird de Aminosdure auf ein Pantethein-Molekdl Gbertragen,
das an die ,Acyl-Carrier*-Doméne (dunkelgrau) gebunden ist. Diesser Komplex wird dann
epimerisiert und / oder mit einer weiteren Aminosaure verknipft (schwarze Doméne). Die andere
Aminosaure wurde Uber den gleichen Medhanismus auf einer weitere Untereinheit des gleichen
Proteins an ein Pantethein-Molekll gebunden. Bel den Acyl-CoA-Synthetasen wird zum Beispiel
Dekansédure anein CoA-Molekil gekniipft, und dieser Kompex wird freigesetz.
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Pred: (I — (I ——— pred: 55— ) (D (-
Praed: CCHHHHHHHHHHHHHHHCOOCOHHHHHHHHHHCOCOOOOCOCEE Fred: EECCCCCCEEEREEEEERCCOCC CCHHHHEHHHHEHOOHERD
AR: WROHDIFMTSFGGRNLMTGEPSSSIDEIVORAASGPGTEL Ak RPEERWGUEVVAVVALSDGAAVDAGELLAHASHSLARYRL
1 1 1
214 220 230 240 144 504 514 5210
Conf: J00=nmmnza=00000000 00 000000000000000000aF Conf: 1 1 P
pred: =) (NN ——)>—— (I pred: (T
Pread: EEECHHHHCCHHHHHHHHHHOCCEEEECCCCCOCCHHHHH Prexl: CCEEEEECCOCCCCOCCCCHHEERHHEECS
AR: MILPPLIHGAAQWSVMTAITTGOTVVFPTYVDHLDAEDVY Aby PRAIVERDVIERSDRGRADYRWAREQRVIG
ET] 260 270 280 YT 544 541

Abbildung 4.5. Sekundére Struktur des Mig-Proteins. Das Programm PROTEAN beredhnete ane
Voraussge (Pred.) der sekunddren Struktur von Mig mit den angegebenen Wahrscheinlichkeiten
(Conf.) fur die vorhergesagte Bildung (Pred.) von Helix- (Zylinder, H), Faltblatt- (Pfeil, E) und
spiraliserten Strukturen (durchgezogene Linie, C). Nach den Programmen Tmpred und TopPred2
befinden sich zwei hochsignifikante Transmembranregionen zwischen den Aminosauren 245271 wnd
309331

108



Diskusson

Bidang wurde nur eine weitere Acyl-CoA-Synthetase aus Mycobakterien réher charakterisiert
(Fitzmaurice und Kolattukudy 1997). Die Acyl-CoA-Synthetase stamnt aus M. bovis und
wurde in einem Operon entdedkt, in dem zusétzlich das Gen fir die Mycocerosic-Synthase
lokalisiert ist. Es konnte gezagt werden, dal3 diese Acyl-CoA-Synthetase fir die Synthese von
Mycocerosyl-Lipiden esentiell ist (Fitzmaurice und Kolattukudy 1998. Sie besitzt jedoch
keine grol’en Homologien zu Mig (15 % identische und 25% &hnliche Aminosauren), wie an
Sequenzvergleich mit ClustlW zegte (Abhildung 4.6).

Mig 1 ‘DT NAAAIEDRELIIQGEBRRY TRQYIERSNRLAALEEQUEECHTE
AcOAS 1 RA aHDPAFTFBYEQWDQVAITLTWSQ LNVARELS
R=AN GQDLLGLYGNGNEFVEALEGAFRARYAP-------- FNVNFRYVEERHY
AcoAS 59 s ISAPQGLRJVVAFLGALQ[ER S\WRSDSVLSD PYAI
Mig 113  [MLACSEATARRYEARFAER------- PELPRLRVLIQIABESGNEDGAVDYED
ACOAS 119 v ESPPSI E DLDAPNGYTFKEzYPSTAYIQYTSGSTR
Mig 166 AL AQPP HC G 'KG - TSFGGRNTE
ACOAS 179 TP 5 MSH Lﬁ; VIGICAP[[EGe

Mig 220E SSSID QRAAE PG ILPPLIHG [YaQWSVMTAITT FPTV\BHLDAE
ACOAS 239Y VLTSRYUSFLQREZ ASDFHAF[YaPNFAFELAARRIIDDDMAJBEGNILT

Mig 280 RTI EKVM eDANANZIV ADVS{AVVANGRLLTEFVKOR LP
ACOAS 299 3VOQAA K ADRGA RS FNL RPSY(WMREATVY\RTSKHEGOPPEWSFDT

Mig 340NA  WWVDGVGSSHEAQMHYETPGAVATGTFNA LEAILPPGFEGMGWAQ
AcoAS 357 ES [ESAGHAKPCAEEATSLIEYMLPRSPIVRIVD VGEI GDNVGeEY

Mig 400 RGYVPLGY [{GONAXTAKTHgVIDGVRIAV JARHH/{D] DSV eEKIF
ACOAS 417 WQKPDESE[FTHEENVTPS[FGTPEGYLRTEl- SGFV 8] jIKDL IVY ERNHS
Mig 460V SHPAVAD AC --------- EL[A
ACOAS 476 P QEITRGRC I'RTE IAMARLGAIKR
Mig 510 HA SNELARYKLPKANFRPIERE ADYRWASEAVNG-------

AcOoAS 535AL B ‘I—CLSVADL PG{§PI VRRGA QFARLD

Abbildung 4.6: Homologievergleich der Aminosduresequenzen vonMig aus M. aviumund cer Acyl -
CoA-Synthetase ACOAS aus M. bovis (Fitzmaurice und Kolattukudy 1997 mit dem Programm
ClustiW. Die identischen- und dhnli chen-Aminosauren sind schwarz bzw. grau markiert.

Zur Aktivitétsbestimmung von Mig wurde in dieser Arbeit eine Methode gewahlt, die indirekt
die Bildung von AMP mif3t und erfolgreich fir die Benzoyl-CoA-Synthetasen benutzt wurde
(Ziegler et al. 1989 Altenschmidt et al. 1993. Ein dhnliches Verfahren wurde aich von
Tanaka et al. (1981 verwendet, um die Aktivitét von Acyl-CoA-Synthetasen fir langkettige
Fettsduren zu messn. Ein Nadtel dieser Arbeitsweise ist eine schwankende
Hintergrundsaktivitét, welche die Mesaung von schwaden Aktivitéten erschwerte. Jedoch

waren die im Ergebnistell aufgefihrten Werte fur die enzdnen Substrate und fir den
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Hintergrund Uber mehrere Mesaungen konstant, so dald auch bei geringeren Aktivitdten
(3nMol x min™ x mg?) gesicherte Werte mit diesem Verfahren gemessn werden konrten.
Dagegen wurde aufgrund des enzymatischen Nadweisverfahrens auf eine Bestimmung der
Abhangigkeit der Mig-Enzymaktivitét von der Temperatur und dem pH-Wert verzichtet.
Interessanterweise konnte fir Mig im Gegensatz zu anderen Acyl-CoA-Synthetasen von
E. coli und M. bovis (Kameda und Nunn 1981, Fitzmaurice und Kolattukudy. 1997 keine
Aktivitdt fur Palmitinsdure (Ci60) gemessen werden. So kann angenommen werden, dal3 Mig
im Gegensatz zu den wenigen anderen hidang untersuchten Acyl-CoA-Synthetasen nur
mittellange geséttigte Fettsauren his zur Tetradekansdure umsetzen kann. Die Acyl-CoA-
Synthetase fir mittellange Fettsduren der Ratte besitzt auch bei Pamitinsdure ds Substrat
deutliche Aktivitéten. Dieses Enzym weist bel der Mesaung einer Kinetik mit Oktansaure ane
biphasische Kurve und mit Palmitinsdure ene hyperbolische Kurve aif (Okkubo et al. 1992).
Mig zdgte dagegen bei der Bestimmung der Kinetiken flr Oktansaure, Dekansdure und
Dodekansaure anen hyperbolischen Verlauf. Auch die Aktivitédis-Verlaufe von Mig bei
variablen CoA- und ATP-Konzentrationen fir die Bestimmungen der Km-Werte waren
hyperbolisch. Die gemessenen Km-Werte fur ATP (36 uM) und CoA (45 uM) zegten, dal’ die
fur die Testansitze engesetzten Konzentrationen fir diese beiden Substanzen im
Sattigungsbereich des Enzyms lagen und somit bei den Bestimmungen der Kinetiken fur die
einzdnen Substrate keine Rolle mehr spielten. Mig besitzt auch die Eigenschaft, einige
aromatische Substrate wie 2-Aminobenzoesiure umzusetzen (Tabelle 3.4); dies hat Mig mit
anderen Acyl-CoA-Synthetasen fUr mittellange Fettsduren gemeinsam. Weitere Enzyme mit
diesen Eigenschaften sind in diesem Zusammenhang de AcoAS von Pseudomonas putida und
der Ratten-Niere (FernandezValverde et al. 1993 Kasuya et al. 1999. Die Funktion, auch
aromatische Carbonsauren mit CoA zu ligieren, wird bei Sdugetieren mit der Entgiftung des
Korpers von toxischen  Benzoesdure-Derivaten und anderen  heterozyklischen
Kohlenwassrstoffen in Zusammenhang gebradit (Kasuya et al. 1999. Mig kann dagegen
Phenolessgsaure nicht als Substrat verwerten, die aim Beispiel von der ACOAS von P. putida
umgesetzt wird. Dieses Enzym kann auch im Gegensatz zu Mig Carbonsduren umsetzen, die
kirzer als Pentansaure sind (Fernandez-Valverde et al. 1993.

Fur Mig konrte die htchste Aktivitét (510 nMol x min™ x mg™) gemessen werden, wenn man
Dekansdure ds Substrat einsetzte. Jedoch hat Mig zu deser Fettsdure ane deutlich geringere
Affinitdt (Km: 1775uM) as zu Oktansdure (Km: 285uM) oder Dodekansdure (Km: 20 uM);
bel diesen beiden Fettsiuren lag Ve bei 183 bedehungsweise 163 nMol x min™ x mg™. Im
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Gegensatz zu Mig besitzt FadD von E. coli deutlich grolere Affinitéten zu geséttigten
Fettsduren und deutliche hohere Umsatzgeschwindigkeiten zum Beispiel fur Dekansdure
(FadD: Km: 4,3pM: Ve 1250nMol min® x mg?) und Dodekansdure (Km: 1,6 pM;
Ve 2632nMol x min? x mg™?) (Kemada und Nunn 1981). In Tabelle 4.1 sind einige
ausgewdhite MichadisMenten-Konstanten (Km) und Enzym-Aktivitdten (Vma) VON
unterschiedlichen CoA-Synthetasen mit verschiedenen Substanzen als Substrat aufgelistet.

Tabelle 4.1: Einige CoA-Synthetasen im Vergleich in bezug auf Michadis-Menten-K onstante (Km) und
maximale Enzym-Aktivitét (Vma). Referenzen: 1) Kumeda und Nunn (1981); 2) Fitzmaurice und
Kolattukudy. (199%); 3) Okkubo et al. (1992; 4) Kasuya et al. (1999; 5) Fernandez-Valverde et al.
(1993; 6) Grogan und Huth (1986; 7) Altenschmidt et al. (1993; Mohamed (2000. Abkurzungen:
ACO0AS: Acyl-CoA-Synthetases BCoAS: Benzoyl-CoA-Synthetase; PCoAS: Phenylessgsaure-CoA-
Synthetase; -*: keine Angaben in der Literatur

Enzym Substanz Km V max
(UM) (NMol x min™* x mg™)

Mig Dodekansaure 20 163
FadD" Dodekansiure 1,6 2632
ACOAS (M. bovis)? Dodekanssure ) 201
ACOAS (Ratte, intestinal)®  Palmitinsiure 38 B,
ACOAS (Ratte, Niere)” Hexansaure ) 4300
ACOAS (P. putida)® Ethansaure 4000 160
ACOAS (Ratte, testikular)®  Palmitinsaure 74 9
BCOAS (P. spec.)” Benzoesdure 11 149000
PCOAS (Azoarcusevansii)®  Phenylessgsiure 14 48000

Eine weitere Eigenschaft des Enzyms Mig ist, dal’3 es sch durch 2-Hydroxy-Dodekansaure
inhibieren [&3t. Diese Substanz kann Mig selber nicht umsetzen. Auch die Aktivitét von ACOAS
fur mittellange Fettsduren der Ratten-Niere wird durch diese Substanz inhibiert (Kasuya et al.
1999. Die Inhibierung von Mig lag aber bel 100uM lediglich bel ca 36%, wohingegen die
Inhibierung der von Kasuya et al. 1999 beschriebenen Acyl-CoA-Synthetase schon bel einer 2-
Hydroxy-Dodekansiure-Konzentration von 75 UM bel knapp 75% lag.

Die ACoAS von M. bovis ist wie FadD von E. coli ein membranstéandiges Protein, obwohl es
im Gegensatz zu Mig keine Transmembran-Regionen hat (Fitzmaurice und Kolattukudy 1997).
Dieses Enzym besitzt drei Domanen, die fur die Funktion des Enzyms kennzeichnend sind.
Eine Doméne gilt als AMP-Bindungsgelle (Domane I), die mit der fir Mig oben beschriebenen
Domane identisch ist, und de beiden anderen Doméanen (Il undlIll) sind fir die
Substratspeafitét verantwortlich (Fitzmaurice und Kolattukudy 1997); dieses Modell wurde
erstmals von Jadkowski et al. (1994 postuliert. Ein anderes Modell, das von Pfeiffer et al.
1995 fir Peptidsynthetasen aufgestellt wurde, bestimmte fir die Kennzeichnung der
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Adenylierungs-Untereinheit neben dem hier schon besprochenen AMP-Bindemotiv noch adt

weitere Motive, die flr die Eigenschaften dieser Untereinheit verantwortlich sein sollen. Bei
Mig konnten lediglich die AMP-Bindedoméne (3.8) und de Doméne Il in dem von Jadkowski

et al. (19949 postulierten Modell klar identifiziert werden. Diese Domane Il ist mit der von
Blak et al. (1997 postulierten Doméane bei FadD von E. coli identisch, die fur die

Substratspezfitdt von Fettsduren verantwortlich sein soll. Die Autoren konnten durch

Mutationen, die se in diese Domane angeflgt hatten, feststellen, dal3 durch den Austausch

einzdner Aminosduren die Aktivitdét des Enzyms entweder fir Dekansdure oder die

langerkettige Olsaure unterbunden werden konrte. In Abbildung 4.7 sind die beiden Doméanen

dargestellt.

Domanel

Mig 184 | VY TGG T TEPKG IV IORRlok]
FadD19 168 L  NLL AISEIRIFEXEIMIRE 187
ACoAS 168  |INAQESEIRBASIVME 187

FadD 209 RFIQAISERVAEAMLE 228

AKK 179 SS  EOESEIENEKELYSE 198

AKK -5 173 BETESETCIEREKEWFE 192

FAAI 273 CCIM  [EISESIEEERRENVLKE 292
Domanelll

1 2 3 4

Mig 422 IRARHHBIEHJEL 446
FadD19 407 QVEEBNTVTM 431
FadD 431 1IVIM BESYSLA] 455
AKK -5 407 G [€- YDEEQY! ! 431
AIKK 410 Ble-- TI BEEFMTI] 434
ACoAS 441 E [P ISGTV TRIEKM 464
FAAl 527  [BJe- G EUEANST KIBRIHE 551
FAA2 531  [BIe- A BEGHERESVIBIRME 555
FAA3 567  [BJe- 1V @Y TPHEQLHIBIR 59:

Abbildung 4.7: Sequenz-Homolo-
gievergleich der Doménen | und Il
von Acyl-CoA-Synthetasen nad
Jakowski et al. (1994. Die
Domane | entspricht der AMP-
Bindedoméne der Adenylat-bilden-
den Enzyme (Fulda et al. 1994). Die
Domane Il entspricht der von
Blak et al. (1997 postulierten
Doméne, die fur die Substrat-
spezfitdt fur Fettsduren verant-
wortlich ist. Die fur eine Erkennung
von mittellangen (Dekansdure) und
von langen (Olsiure) Fettsiuren
verantwortlichen Aminosauren sind
durch enen grauen Kasten
eingerahmt. Die mit den Késten 1
und 2 markierten Aminosauren sind
fur Dekansaure spezfisch, die mit 3
und 4 markierten Aminosauren fir
Olsaure. Referenzen: ACoAS (Fitz-
maurice et al. 1997; AIkK (van
Bellen et al. 1992; AlkK-5 (Klenk
et al. 1997; FAA1 (Duranio €t al.
1992 FAA2 (Johnson et al. 1999);
FAA3 (Knoll et al. 1994; FadD
(Blak et al. 1992; FadD19 (Cole
et al. 1998 Die identischen
Aminosauren sind schwarz markiert.
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Mig zegte nicht nur flir mittellange, geséttigte Fettsduren wie beispielsweise Dekansdure
(Ci00) als Substrat eine Aktivitdt, sondern auch ungesittigte Fettsauren wie Olsiure (Cigz)
oder Arachidonsaure (Cyo4) (Tabelle 3.4) konnten als Substrate fur dieses Enzym eingesetzt
werden. Interessanterweise unterscheidet sich das Motiv von Doméne 11l zwischen FadD und
Mig deutlich. Von den jeweils zwei Aminosauren, die fir die Erkennung von Olsiure oder
Dekansdure esentiell sein sollten, ist bei Mig lediglich die Aminosdure in der Position von
Kasten 2 (Abbildung 4.7, Doméne Ill) mit der FadD-Sequenz identisch. So ist diese Doméne
zwar hochkonserviert fur langkettige Fettsaure-Acyl-CoA-Synthetasen (Bladk et al. 1997
Jadkowski et al. 1994, jedoch scheint dieser Bereich alein nicht fur die Substratspezfitat
verantwortlich zu sein. Ansonsten hétte Mig keine Aktivitdten mehr mit den beiden Substraten
zeigen dirfen. Moglicherweise nutzen Acyl-CoA-Synthetasen fur mittellange Fettsduren ein
bisang unbekanntes Motiv, mit dem sie ihre Substrate ekennen. Durch Vergleiche besonders
der Acyl-CoA-Synthetasen, die bhidang as Synthetasen fir mittellange Fettsauren
charakterisiert oder als lche postuliert wurden, konnte @n magliches weiteres konserviertes
Motiv identifiziert werden. Dieses Motiv ist carboxyterminal von der Domane Il lokalisiert
und Uberschneidet sich mit dieser in 19 Aminosduren. Bel dieser neu postulierten Doméne M
lagen die Frequenzen der identischen Aminosduren zwischen 14/35 (Mig) bis 26/35 (AIKK)
(Abbildung 4.8). Wenn man diese Domane in zwei Haélften telt und de Trennungdinie
zwischen die Bereiche legt, die sie in den Bereich 1, der mit der Doméane Ill homolog ist, und
in den Bereich 2, der carboxyterminal von Doménelll liegt, teilt, unterscheiden sich die
Homologien zwischen Acyl-CoA-Synthetasen fur mittellange und lange Fettsduren. Es zegt
sich, da3 die Homologien im Bereich 2 bei den Acyl-CoA-Synthetasen fur mittellange
Fettsduren deutlich grofer sind als die im Bereich 1, die bel Acyl-CoA-Synthetasen fir
langkettige Fettsduren konserviert sind (Bladk et al. 1997). Die Enzyme fur die mittellangen
Fettsduren besitzen alle die vier Aminosauren SGGE im Bereich 2 (Abhldung 4.8). Ob diese
Domane d@was mit der Substratspezfitdt zu tun het, bleibt spekulativ und bedarf weiterer

Untersuchungen.
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Domane M
Bereich 1 Bereich 2

Mig 430 €ERARHHARHIELLGRDSVANSEGKIFVEEVE 464
AlkK 416 GIVATIOSDAZYT1 [sDHAk IKSGGEWIJVE L e
Dein 455 GDIATEDERG Wil [@DRSK DLIKSGGEWERVE L Eitte
AlkK -5 412 GDIAYMDEEGYITIVDREK WK SGGEW |y EEYI
FadD 436 ERIEVYBRIEEFL RYBRFEIBMILVEFNVYPIEIE 470
FadD19 415 EVAQVERITVIML GG VINSEEKVYPEVE 449
AcOAS 448 €- SGFVRIKMIJIGR! [BILIVY €RNHSPDOE 482

Abbildung 4.8: Domane M der Acyl-CoA-Synthetasen fir mittellange Fettsduren: AlkK
(van Beilen et al. 1992; AIKK-5 (Klenk et al. 1997); Dein (Deinococcus spec. GenBank
B75265; Mig (diese Arbeit) und der Acyl-CoA-Synthetasen fur langkettige Fettsauren:
FadD (Blad et al. 1992; FadD19 (Cole et al. 1998; ACoAS (Fitzmaurice et al. 1997).
Dieidentischen Aminosauren sind schwarz markiert. Naheres Sehe Text

Abschlief3end sei darauf hingewiesen, dal3 der Bereich 2 sich mit der Position des Motivs G
von Pfeifer et al. (1995 Uberschneidet, jedoch fehlen bei Mig grél2ere Homologien zu der dort

beschriebenen Sequenz desMotivs.

4.7 Die Promotor-Region des mig-Gensund das, One-Hybrid-System*

Von den mycobakteriellen Promotoren stehen digenigen im Mittelpunkt des Interesss, die
intrazdluldr im Makrophagen induziert werden, um Uber diese Promotoren maogliche
Virulenzgene ai identifizieren (Barker et al. 1998 Ramakrishnan et al. 2000. Allgemein
besitzen Mycobakterien 13 unterschiedliche Sigma-Faktoren, die fir eine differentielle
Transkription der Gene verantwortlich sind (DeMaio et al. 1996 Cole et al. 1998 Manganelli
et al. 1999.

Auch die dlgemeine Struktur von mycobakteriellen Promotoren wurde in den letzten Jahren
untersucht (Dellagostin et al. 1995 Bashyam et al. 1996. Die mycobakterielen RNA-
Polymerasen weisen Homologien zu anderen prokaryontischen RNA-Polymerasen auf; jedoch
konrnte gezegt werden, dal3 die RNA-Polymerasen von E. coli oder Bacillus subtilis von
einigen mycobakteriellen Promotoren aus keine oder lediglich schledt eine Transkription
initieren konnen (DasGupta et al. 1993 Preding et al. 1995. Die —10-Regionen der
mycobakteriellen  Promotoren  bestzen grofe Homologien zu den E. coli-
—10-Regionen; fur dieses Motiv wird folgende Konsensus-Sequenz angenommen: 5'-
TANNAT-3 (Bashyam et al. 1996. Dagegen besitzen die putativen —35-Regionen keine
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grolen Homologien zu dem entsprechenden E. coli-Motiv. Sie sind bei Mycobakterien weder
fur die Promotorstarke esentiell noch konserviert (Kremer et al. 1995 Bashyam et al. 1996.
Ein anderes Motiv, das , TGN-Motiv*, wird haufig stomaufwérts der —10-Region bei
mycobakteriellen Promotoren identifiziert. Diese Sequenz ist fir die Promotorstérke der
sogenannten , Extented —10* Promotoren esentiell (Kenny und Churchward 1996 Bashyam
und Tyagi 1998.

In dieser Arbeit sollte @ne mogliche Regulation der von Plum et al. (1997 postulierten
Promotor-Region des mig-Gens untersucht werden. Ein stromaufwaérts des ORFig gelegener
DNA-Abschnitt (Nukleotide 354431 der Sequenz U4359§ wurde hierbei as ein moglicher
mig-Promotor identifiziert. In diesem Bereich befindet sich ein 23 bp langer DNA-Abschnitt,
der eine DNA-Sequenz mit einem flr Mycobakterien relativ hohen AT-Gehalt von 57 %
besitzt. Hier befindet sich auch eine maogliche —10-Region
(5-TAGCAT-3), die ene starke Homologie zu der mycobakteriellen —10-K onsensus-Sequenz
besitzt (Bashyam e al. 19969. Dieser Promotor konnte ach mit enem
Promotorsuchprogramm fur E. coli-Promotoren (NNPP) identifiziert werden.

Eine Mesaung der Promotorstarke des mig-Promotors konnte nicht in M. avium durchgefhrt
werden, da ene stabile Transformation mit dem Plasmid pGPC251 nicht moglich war. Die
Mesaungen wurden deshab in der schrell-wadhsenden Art M. smegmatis durchgefihrt. In
vorhergehenden Untersuchungen konnte verifiziert werden, dal3 Promotor-Erkennung und
-Spezfitdt bei langsam- und schnell-wadsenden Mycobakterien hochkonserviert sind
(Dellagostin et al. 1995 Bashyam et al. 1996 Mulder et al. 1999. Aufgrund dieser
Untersuchungen konnte angenommen werden, dal3 die mit M. smegmatis durchgefiihrten
Promotorstéarkemesaungen mit Einschrankungen auf M. avium zu Ubertragen sind. Wie nac
der Immunodetektion des Mig-Proteins aus Zellextrakten von M. avium Kulturen erwartet,
war der Promotor von mig konstitutiv aktiv. Dellagostin et al. (1995 untersuchten
kongtitutive und im Makrophagen induzierte Promotoren won langsam-wacdsenden
Mycobakterien. Die —10-Regionen der in Mycobakterien kongtitutiv aktiven Promotoren fir
das hsp60-Gen von M. bovis BCG und fir das 28 kDa Gen von M. leprae waren zu der —10-
Region von mig homolog. Dagegen zegte die —35-Region keine groffen Homologien
(Abbildung 4.9). Im Gegensatz dazu war der Promotor des Makrophagen-induzierten 18 kDa
Gens von M. leprae weder in der —10- noch in der -35-Region zu dem mig-Promotor
homolog. Beide konstitutiv aktiven Promotoren weisen wie der mig-Promotor und im

Gegensatz zum induzierten Promotor eine fast perfekte Homologie a1 der Konsensus-Sequenz
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der —10-Region von Mycobakterien auf (Abhildung 4.9). Diesist ein weiterer Hinweis darauf,
dal? die mig-Promotor-Region eine konstitutive Aktivitét besitzt.

- 35- Region - 10- Region
A M |eprae 18 kDa Gen 5' - TTGCAT 3 5 - CTATYI 3'
B M aviumnig Gen 5' - AGATCT3' SERITAGCAZKS
C M |eprae 28kDaGen 5 - TGCTCA3' 5 - AN 3
D M bovis BCGhsp60 Gen 5' - TTGCAE3 5 - AN 3
Konsensus - Sequenz 5 - IBNNNI- 3'
Konsensu s- Sequenz ( E. coli) 5 -TTGACA3' 5 - RTAY- 3'

Abbildung 4.9: Vergleich der —10- und der —35-Regionen von nicht induzierten (C und D)
und Makrophagen-induzierten Promotoren (A) (Dellagostin et al. 1995 mit dem von Plum et
al. (1997 postulierten mig-Promotor. Konsensus-Sequenz fur mycobakterielle —10-Region
nach Bashyam et al. (1996). Identische Basen sind schwarz markiert.

Der mig-Promotor lief3 sich leicht induzieren (Faktor 1,24) wenn M. smegmatis/pGPC251 in
Gegenwart von H,O, oder bei einem pH-Wert von 5,5 angezogen wurde, um eine Infektion im
Makrophagen zu smulieren (Tabelle 3.5 A). Diese Beobadhtungen bestétigen die von Plum
und Clark-Curtiss (1994 beschriebenen Ergebniss, die jedoch eine deutliche Induktion der
Transkription des mig-Gens wéahrend einer mycobakteriellen Infektion im Makrophagen
konstatierten. Der Effekt der Induktion war in dieser Arbeit zwar nicht signifikant, jedoch
konrten Batoni et al. (1998 zdgen, da3 der hsp60-Promotor von M. bovis, der von
Dellagostin et al. (1995 ds rein konstitutiver Promotor charakterisiert wurde, in M. avium
nach der Infektion im Maus-Makrophagen um den Faktor 3 induziert wird. Genau wie der
mig-Promotor in dieser Arbeit lief3 sich der hsp60-Promotor in M. avium nur leicht induzieren
wenn die M. avium-Zellen in Gegenwart von H,O, angezogen wurden (Batoni et al. 1998.
Dies kann damit zusammenhéngen, dal3 das (die) Signal(e) fur eine Induktion eines
Makrophagen-induzierten Promotors artspezfisch ist (sind). So sind zum Beispiel die Arten
M. avium und M. tuberculosis gegenlber einem erniedrigten pH-Wert unterschiedlich sensitiv
(Gomes et al. 199%, 1.3). Auch auf oxidativen Stref3 kénnen unterschiedliche Mycobakterien-
Arten aufgrund ihrer speafischen Zellwandstruktur unterschiedlich sensitiv reagieren (4.8.2).
Die mig-Promotoraktivitdt war auch dann erhdht (Dekansaure: Faktor 1,68), wenn
M. smegmatis/pGPC251 in Gegenwart von Fettsduren angezogen wurde. Dies ist mit dem
fadD-Promotor von E. coli vergleichbar, der in Gegenwart von Fettsauren um das zwel- bis
dreifache induziert wird (Faegeman und Knudsen 1997 Di Rus und Bladk 1999. Die
Induktion in der E. coli-Zelle geschieht durch aktivierte Fettsduren (zum Beispiel durch
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Palmityl-CoA), die durch Bindung an FadR, ein Represoor-Protein des fadD-Promotors, eine
geringere Affinitét zwischen Promotor und FadR verursadien (Faegeman und Knudsen 1997).
Allgemein dient das FadR-Protein als Regulator fur die Transkription der Gene des
Fettsaurestoffwedhsels bel E. coli (Farewell et al. 1996.

Im Gegensatz zu der Aktivitét des fadD-Promotorsin E. coli, die in der stationéren gegeniber
der logarithmischen Wadstumsphase um das 10-fache ehoht ist (Farewell et al. 1996, ist der
mig-Promotor wahrend der logarithmischen Wadstumsphase um das 2,5-fadhe gegeniiber der
stationaren Wadhstumsphase ehoht (Tabelle 3.5B). Dies héngt mdgli cherweise mit dem hohen
Bedarf an Fettsduren bel Mycobakterien zusammen; der Antel von Lipiden am
Zelltrockengewicht liegt hier bei Gber 40 % gegentiber 5 % bel E. coli (Fritsche 1990. Eskann
dartber hinaus auch damit zusammenhéngen, dal3 M. avium wahrend der logarithmischen
Wadstumsphase Fettséuren zur Energie-Gewinnung katabolisiert (McCarthy und Ashbaugh
1981, 4.8).

Interessanterweise konnten auf dem mig-Promotor drei DNA-Sequenzen identifiziert werden,
die homolog zu den Erkennungs-Sequenzen fir den Repressor FadR auf dem fadD-Promotor
von E. coli sind (Bladk et al. 1992. Dies ist um so erstaunlicher wenn man den GC-Gehalt
dieser beiden Spezes vergleicht, der bei E. coli bel 50% und bei Mycobakterien bal 65 %
liegt. Eine dieser moglichen Operator-Sequenzen (O.D.B) liegt genau wie die Sequenz O.D.1
des fadD-Promotors auf der —10-Region, so dal3 die potentielle Bindungsdelle fur dieses
Regulator-Protein sich mit einer Erkennungsdelle der RNA-Polymerase Uberschrneidet (Fulda
et al. 19949. In diesem Bereich der E. coli-RNA-Polymerase sind grof3e Homologien zu der
mycobakteriellen RNA-Polymerase bekannt (Bashyam et al. 1996. Die aderen beiden
Sequenzen O.D.A und O.D.C haben mit der von Bladk und dRuss (1994 beschriebenen
Konsensus-Sequenz adit bezehungsweise sieben der zwolf hochkonservierten Nukleotide
gemeinsam. Da der genaue Startpunkt fir den von Plum et al. (1997 postulierten mig-
Promotor wegen des hohen GC-Gehaltes durch Starterverlangerungs-Experimente nicht
gefunden werden konnte (Plum, personliche Mitteilung), wurde mit dem Programm NNPP der
Startpunkt der Transkription errechnet. Die in Abhldung 4.10 beschriebenen Positionen
bezehen sich auf diesen errechneten Startpunkt der Transkription (Abhkildung 1.2).
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OD.1( -29bis -13) 5 -AGCTGGTATGATGAGTT
O0.D.2( -115bis -99) 5 -GGCTGGTCCGCTGTFBC
O.D.A( -165his -149)5 -GGCTGTTCGGCATGGBG

ODB( -14bi s+2) 5 - CGCTAGCATGACGGEGG
O.D.C (+36 bis +52) 5' - TGATGGTCCGCCTGCTBA
Konsensus - Sequenz 5 - ANCTGGTCNGANCNG'EN

Abbildung 4.10: Identifizierte und fur die mig-Promotor-Region prognostizierte Bindestellen
fur FadR bel E. coli und ein potentielles FadR-Protein von M. avium. Die Sequenzen fur O.D.1
und O.D.2 stammen aus Blad et al. (1992, die Konsensus-Sequenz aus Blad und DiRuso
(1994

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit war die Identifizierung eines Gens bel M. avium, das an die
hier untersuchte Promotor-Region hinden kann und einen Einflufl3 auf die Regulation het. Da
M. avium bis zum Sommer 2000 noch nicht vollstandig sequenziert war, ist es bisang unklar,
ob dieser Organismus ein homologes Gen fir ein FadR-Regulator-Protein besitzt. Es snd aber
auch weitere an den mig-Promotor bindende Proteine denkbar, da diese Promotor-Region
neben den potentiellen FadR-Bindestellen auch Palindrome besitzt (Abbildung 12). Da ene
Transposon-Mutagenese wegen der schledhten und instabilen Transformation dieser Spezes
nicht moglich war, wurde @en ,One-Hybrid-System®” in E. coli durchgefihrt, um enen
maoglichen Regulator der mig-Promotor-Region zu identifizieren. Hierbei wurde versucht, Gber
eine Cosmid- bezehungsweise Expressons-Bibliothek mig-Promotor-Derivate, die mit einem
Reportergen fusioniert waren, entweder zu hemmen oder zu aktivieren. Hierbei wurde
versucht, den Wildtyp-Promotor, der in E. coli inaktiv ist, zu induzieren und einen in E. coli
aktiven mig-Promotor, der eine inserierte Konsensus-Sequenz fir die —35-Region von E. coli
besal3, zu hemmen.

Bei diesem Test konnten lediglich Klone identifiziert werden, die den mutagenisierten und
aktiven mig-Promotor auf pCM4 inhibierten. Dagegen konrte bei einer Anzahl von Klonen, die
das M. avium-Genom zu tber 99,99 % abdedkten, kein Klon identifiziert werden, der den
Wildtyp-Promotor in E. coli aktivieren konnte. So kann angenommen werden, dal3 die auf den
Plasmiden kodierten moglichen Transkriptionsfaktoren wahrscheinlich Repressoren sind.

Drei Klone konnten identifiziert werden, die ane ageschwadite Galaktosidase-Aktivitét
zdgten, und von denen zwei Klone identische genomische DNA-Fragmente aufwiesen (#6 und
#10). Dieser Effekt war bei den beiden identischen Klonen nicht durch IPTG induzierbar. Dies
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spricht dafir, dal3 das (die) inserierte(n) Gen(e) fur die Represson von einem konstitutiv
aktiven Promotor abgelesen wird (werden), der auf dem klonierten DNA-Fragment lokalisiert
ist. Dieser Promotor ist entweder auf dem inserierten DNA-Fragment oder wie unter 3.12
ausgefuihrt in entgegengesetzter Orientierung zum lac-Promotor auf dem Plasmid pUC18
lokalisiert. Dagegen konnte bel Klon #59 keine verminderte Galaktosidase-Aktivitdt auf IPTG-
frelem Medium nadgewiesen werden. Hier war die Galaktosidase-Aktivitdt von Klon #59
identisch mit derjenigen von E. coli-Zellen, die mit den Plasmiden puC18 wnd pCM4
transformiert waren. Die Inhibierung der Galaktosidase-Aktivitét durch IPTG lag zwischen 35
und 50%. Da der Effekt der Inhibierung bei Klon #59durch Zugabe und Weglasen van IPTG
reversibel war, wurden bal diesem Klon rur offene Leserahmen gesucht, welche die gleiche
Orientierung wie P von pUC18 hatten. Es konnte kein Leserahmen identifiziert werden, die
grole Homologien zu FadR oder anderen Transkriptionsfaktoren aufweisen.

Trotzdem weisen einige Leserahmen interessante Eigenschaften auf (Tabelle 3.6). Zunadst
besitzt das von ORF 10-6 deduzierte Protein eine @rednete Wahrscheinlichkeit von 25 % fir
ein ,Helix-turn-Helix-Motiv*, welches ein typisches DNA-Bindemotiv ist und bei anderen
DNA-bindenden Proteinen vorkommt (Dodd und Egan 1990. Dieses Protein het zu einem
hypothetischen 31,8 kDa Protein (RV0940C) von M. tuberculosis die grofden Homologien.
Ein weiteres interessantes Protein wird duch ORF10-5 kodiert. Es besitzt zwar keine DNA-
bindenden Motive, jedoch besitzt es 71% identische Aminosduren mit der Transposase
(Y1347Q von M. tuberculosis; hierbei konnte es sch um eine DNA-bindende Doménen
handeln. Dieses Protein wurde dlerdings durch das Programm Psort als Membranprotein
lokalisiert. Auf dem Plasmid von Klon #59 existiert nur ein offener Leserahmen, der in der
Orientierung des lac-Promotors liegt und ein Peptid kodiert, das groféer als 100 Aminosauren
ist. Dieses Peptid besitzt kein DNA-bindendes Motiv wie ORF 10-6. Es ist mit einem
hypothetischen Protein von M. tuberculosis verwandt, dem keine Funktion zugeordnet werden
konnte. Die Proteine, die durch die offenen Leserahmen 10-3 und 10-4 kodiert werden, weisen
keine Homologien zu anderen Proteinen auf. Das Peptid, das durch den ORF 10-1 kodiert
wird, hat Homologien zu fadB1 von M. tuberculosis, dessen Genprodukt moglicherweise an
der Biosynthese von Fettsduren betelligt ist und von Psort als Membranprotein lokalisiert
wurde. Eine Homologie a1 ORF2 von M. tuberculosis hat das Peptid des off enen Leserahmens
10-2, dessen Funktion und Bedeutung aber unbekanrt ist. Ob eines oder mehrere Proteine, die
mit dem ,, One-Hybrid-System* gefunden wurden, etwas mit der Transkriptionsregulation der

hier untersuchten Promotor-Region zu tun haben, bleibt unklar. Im Anschluf an diese Arbeit
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sind noch weitere Untersuchungen notwendig. Hier wird zu untersuchen sein, ob die @nzdnen
gefundenen offenen Leserahmen Uberhaupt in M. avium exprimiert werden und ob die
Genprodukte Affinitdten zu dieser Promotor-Region haben. Das beschriebene Experiment
sollte in diesem Zusammenhang auch rur untersuchen, ob ein ,,One-Hybrid-System” in E. coli
mit einem Promotor von einem Gram-positiven Mycobakterium noglich ist. Hierbel ergab
gch, dad man mit dieser Methode Expressonsplasmide mit DNA-Sequenzen aus
Mycobakterien in E. coli identifizieren kann, die flr eine Modifizierung der Promotorstéarke
eines mycobakteriellen Promotors, der in trans auf einem welteren kompatiblen Plasmid
lokalisiert ist, verantwortlich sind. Hierdurch wurde die Anzahl der moglichen und zu

untersuchenden Transkriptionsfaktoren fir diese Promotor-Region eingeschrankt.

4.8 Die Bedeutung von Mig
4.8.1 Migin Zusammenhang mit der Synthese von Fettsauren undlipiden

In dieser Arbeit konnte gezegt werden, dal3 Mig eine Acyl-CoA-Synthetase fur mittellange
gesdttigte (bis Ci40) und ungeséttigte Fettsauren ist, aber auch mit aromatischen Carbonséuren
einen Thioester mit CoA bilden kann. Das Gen mig wird wie die Immunodetekionen in
M. avium und de Promotorstarke-Mesaungen in M. smegmatis gezeagt haben, konstitutiv
exprimiert. Unsicher dagegen ist die Bedeutung von Mig fir die M. avium-Zelle.

Es wurde bisdang auf3er Mig nur eine a@nzige andere mycobakterielle Acyl-CoA-Synthetase
charakterigert. Dieses Enzym von M. bovis wurde in einem Gen-Komplex lokalisiert, der fur
die Synthese von Mycocerosyl-Lipiden verantwortlich ist (Fitzmaurice und Kolattukudy 1997).
Die Synthetase konrte inaktiviert werden, und es konnte gezegt werden, dal3 sie fur die
Synthese von Mycocerosyl-Lipiden der Zellhtlle von M. bovis notwendig ist (Fitzemaurice und
Kolattukudy 1998.

Allgemein haben Fettsaure-Acyl-CoA-Synthetasen eine wichtige Bedeutung fur die Synthese
und den Abbau von Fettsduren (DiRus® und Bladk 1999 Kunau et al. 1995. Es ist noch
nicht sehr viel Uber die Fettsduresynthese und de Synthese von Zellwand-Lipiden von
Mycobakterien bekannt. Moglicherweise haben viele oder einzene Lipide fir das Uberleben
von Mycobakterien eine grol¥e Bedeutung, so dal3 ein Fehlen einer Acyl-CoA-Synthetase flr
die Zelle letal sain kann. Die in dieser Arbeit unternommenen Versuche, das Gen mig zu
inaktivieren, fuhrten in einigen Fallen zu Kolonien, die ene ungewo6hnliche Kolonieform hatten
(Abbildung 3.8) und nicht subkultivierbar waren. Durch eine PCR-Untersuchung konnte
gezegt werden, dal diese das inaktivierte mig-Allel erhalten hetten. Méglicherweise handelte
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es sch hierbel um die gewinschten Mutanten, die der nicht lebensfahig waren, weil Mig
esentiel fur das Wadstum ist. Diese Interpretation steht nicht im Widerspruch zu der
Beobadhtung, dal3 das Gen mig kongtitutiv exprimiert wird und dal3 es um den Faktor 2,5
induziert wird, wenn die Zellen sich in der logarithmischen Wadstumsphase befinden, in der
sehr viele Fettsduren metabolisiert werden (McCarthy und Ashbaugh 1981). Jedoch verbleibt
die These, dal3 mig ein esentielles Gen ist, im Bereich der Spekulation, da an Beweis fur
dessen Esentiditét nicht gemaditt werden konnte, da es unmoglich war, M. avium stabil mit
Plasmiden zu transformieren.

Die Fettsduresynthese ist en wichtiger Tell des Metabolismus von Mycobakterien.
Mycobakterien nehmen Fettsduren wahrend des in vivo-Wadstumsin der Wirtszdle ds Lipide
oder auch als langkettige Alkane ais der Umwelt auf. Sie benutzen diese fir ihren
Lipidstoffwedsel, wobel die de novo-Synthese von Fettsauren inhibiert wird (Ascenzi und
Vesta 1978 Wheder und Ratledge 1988. Man nmmt an, dal3 die bisang nicht in vitro
kultivierbare Art M. leprae keine Fettsauren de novo synthetiseren kann und bestimmte
Fettsduren aus der Umwelt aufnehmen mul3, um wadsen zu kénren (Wheder und Ratledge
1988 Wheder et al. 1990. Andere Mycobakterien wie M. avium sind in der Lage, organische
Substanzen, wie Glukose, fur den Fettséurestoffwedisel zu nutzen (Wheder und Ratledge
1988. Die Fettsauresynthese von Mycobakterien ist dartiber hinaus komplizierter as bei den
meisten anderen Bakterien, da sie avel Fettsdure-Synthetase-Komplexe (FAS | und FAS II)
besitzen (Bloch 1977. Es konnten einige an der Fettsauresynthese betelligten Enzyme
charakterisiert werden; in diesen Arbeiten konnte gezegt werden, dald in FAS | nur geséttigte
Fettsduren bis zu einer Lange von C,so hergestellt werden und dald die langerkettigen
Fettsauren von FAS Il synthetisiert werden (Bloch 1977, Peterson und Bloch 1977, Norman et
al. 1999. In diesem Jahr konnte gezegt werden, dald Isoniazd, ein Antibiotikum gegen
Mycobakterien, die Synthese von langkettigen Fettsduren (FASII) inhibiert und so
Mycobakterien abtotet (Marrakchi et al. 2000. Vilcheze et al. (2000 konnten durch
Inaktivierung von inhA, desen Genprodukt (Enoyl-Acyl-Carrier-Protein-Reduktase) en
Bestandteil des FASII ist, einen dhnlichen Effekt wie mit Isoniazad erzielen. Hierbel konnte
beobaditet werden, wie sich die Zellmorphologie bis hin zur Zell-Lyse veranderte (Vilchezeet
al. 200). Dies zegt, dal? eine gezelte Storung der Fettsduresyntnese zu letalen Effekten in der
Struktur der Zellwand bel Mycobakterien fihren kann. Eine denkbare zentrale Bedeutung von
Mig as Acyl-CoA-Synthetase in der Zellwandsynthese kann bei einer Inaktivierung zur
Stérung der Fettsauresynthese fuhren, so dal3 esentielle Lipide nicht mehr gebildet werden
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koénnen, wodurch die mogliche Letalitét einer mig-Mutante au erkléren ist. Welche Bedeutung
Lipide fur die Zellwand von Mycobakterien und fur die Virulenz haben soll unter 4.8.2

erlautert werden.

4.8.2 Zelmembran und Zellwand von Mycobakterien und ihre Bedeutung fur die

Virulenz

Die Zellmembran der Mycobakterien unterscheidet sich in ihrer Grundstruktur nicht sehr von
der anderer Bakterien. Polare Lipide, hauptsadilich Phospholipide, bilden zusammen mit
Proteinen eine doppelte Lipidschicht. Als Phospholipide kommen hauptsadilich
Phosphatidylglycerol, Phosphatidylethanolamine und Phosphatidylinositole mit  ihren
Manosiden, auch als PIMs bezechret, vor. Die PIMs dnd ein vorherrschender Bestandteil der
Plasmamembran und bilden auch die Lipid-Basis des LAM (Lipoarabinomannan) (Brennan
1988 siehe unten). Andere Komponenten der Zellmembran sind Polyterpene, denen eine
Schutzfunktion gegen photolytische Schadigung zugeschrieben wird (Brennan 1988.

Das Gerust der Zellwand besteht aus einem Arabinogalaktan-Peptidoglycan-Komplex, wobei
mit dem verzweigten Arabinogalaktan Mycolsdure-Reste verestert sind (Misaki et al. 1974
Kotani et al. 1959 Brennan und Nikaido 1995; Christensen et al. 1999. Die Mycolséuren snd
a-Alkyl-B-Hydroxy-Fettsauren, die en sehr hohes Molekulargewicht besitzen und deutlich
groler sind (C;0-Cqg) als die Mycolsauren anderer Arten (Minnikin 1982. AulRerdem besitzen
dge in der Hauptkette (Meromycolsaure) ein bis zwei Gruppen von Doppelbindungen oder
Cyclo-Propanringen, die gleichsam ,,Knoten® in das Fettsduremolekil einfligen konnen (Liu
und Nikaido 1998. Es wird angenommen, dal3 die Hydrocarbonketten der Mycolsduren eine
paralel geordnete Struktur bilden, die durch die intramolekularen Cyclopropanringe oder
Doppelbindungen modifiziert sind (Minnikin 1982. Christensen et al. (1999 konrnten mittels
molekularer Sonden eine kohérente Lipid-Doméne aul3erhab der Zytoplasmamembran direkt
nadweisen.

Weitere wichtige Bestandtelle der Zellwand sind das bereits erwdhnte LAM und de
Glycopeptidolipide (GPL). Das LAM ist Uber Phosphatidylinositol mit der Zellmembran
verknupft. Es bestent aus einer Mannose-Kette, an die an verzweigtes Arabinan kovalent
gebunden ist. Dieses Arabinan besteht aus verzweigten und lineaen Ketten aus Arabinose-
Resten (McNell und Brennan 1991, Brennan und Nikaido 1995 Chatterjee et al. 1991]).
Dartiber hinaus konrten aus einigen M. tuberculosis-Stémmen LAMSs isoliert werden, bei
denen einige Enden der Arabinose-Reste mit Mannose-Resten versehen waren (ManLAM). Es
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unterscheidet sich dadurch vom LAM von M. smegmatis, das diese substituierten Mannose-
Reste nicht besitzt und auch als AraLAM bezeachnet wird (Chatterjee et al. 1992a und b;
Venise et al. 1993 Prinziset al. 1993.

GPL, auch als C-Mycosid bekanrt, ist der wichtigste Bestandteil der Zellwand von M. avium
und M. intracellulare (Chatterjee 1989. Die GPLs snd zusammen mit den
Lipooligosacdariden und den Glycopeptidolipiden auf der &uleren Seite der Zellwand
lokalisiert und bilden mit den Mycolsauren des Arabinogalaktan eine Art doppelte Lipidschicht
(Otto Holst, personliche Mitteilung). Die GPLs lasen sich in zwel Gruppen, in die nicht-
speafischen (ns)GPLs und in die Spezes-speafischen (s9GPLs eintellen (Inderlied und Nash
1997. In den letzten Jahren konnte @n Genkomplex (ser2) identifiziert werden, der fur die
Synthese der s<GPLs des Serotyps 2 von M. avium verantwortlich ist (Belide et al. 1991 Mill s
et al. 1994 Eckstein et al. 1998. Die GPLs snd von besonderem Interesse, da die Expresson
unterschiedlicher GPL-Profile mit der klinischen Virulenz von M. avium-Stammen
zusammenhangen (Belide und Brennan 1994 Khoo et al.1999. GPLs werden auch fur die
unterschiedlichen Kolonieform bel M. avium verantwortlich gemadit, wobei rauhe Kolonien
keine GPLs besitzen (Belide et al. 1993 Riviere et al. 1996. Ebenfalls auffallig ist, dal3 die
Zellwand der virulenteren transparenten M. avium-Stémme a@ne geringere GPL-Konzentration
besitzt (Belise und Brennan 1994).

Als letzte Eigenschaft der mycobakteriellen Zellhille wird de Bildung einer Kapsel wahrend
der Infektion des Makrophagen angenommen (Rastogi und Barrow 1994 Brennan und
Nikaido, 1995, in der neben GPLs auch grofiere Peptide und Oligosacdaride nachgewiesen
wurden (Daffe und Draper 1998 Rastogi und Barrow 1994). In elektronenmikroskopischen
Aufnahmen der M. avium-Phagosomen von humanen Makrophagen konnte diese Kapsel als
eine dektronentransparente Zone (ETZ) beobadtet werden, die mit der fehlenden Phagosom-
Lysosom-Reifung in Zusammenhang gebradit wird (Inderlied und Nash 1997, Rastogi und
Barrow 1994).

Bestandtelle der mycobakteriellen Zellwand scheinen auch immunmodulierende Eigenschaften
auf die Abwehrmedianismen des Wirtes zu haben (Rastogi und Barrow, 1994. So kdnnen
GPLs durch Makrophagen nur langsam degradiert werden, und auch deren
Degradationsprodukte kdnren in der Wirtszdle weiter persistieren, so dal3 diese mit den
Makrophagen direkt reagieren und / oder mit diesen zu den Lymphknoten gelangen (Harmsen
et al. 1985 Hooper et al. 1989. Hier kdnnen GPLs oder deren Bestandtelle (Lipopeptide,

Lipide) die Makrophagen verlassen und mit Zellen des Immunsystems in Kontakt kommen.
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Das sgenannte (B-Lipid, ein Abbauprodukt von GPL (Brennan und Goren, 1979, hat eine
immunsupprimierende  Wirkung, die mit ener erhbhten Zunahme von M. avium im
Makrophagen korreliert (Barrow et al. 1993. Im Gegensatz dazu stimuliert GPL in einer
Makrophagenkultur die Synthese von TNF-a (Barrow et al. 1993. Interessanterweise sind
M. avium-Stdmme mit glatt-transparenter Kolonieform virulenter als Stdmme mit glatt-
opagquer Form und besitzen im Durchschnitt einen geringeren Prozentsatz an GPLs in ihrer
Zellwand (Belise und Brennan 1994). Auch das LAM hat immunmodulierende Eigenschaften,
indem es die Sekretion von IL-12, TNF-a und IL-13 stimuliert (Zhang et al. 1993 Rom et al.
1995 Henderson et al. 1996 Yoshida und Koide 1997. Jedoch stimuliert das bel schnell-
wadsenden und avirulenten Mycobakterien vorkommende AraLAM die Produktion von TNF-
o deutlich starker als das bel virulenten M. tuberculosis-Stammen vorkommende ManLAM
(Chatterjeeet al. 1992 Roadch et al. 1993. Durch dieses LAM wird auch eine Makrophagen-
Aktivierung duch IFN-y inhibiert (Sibley et al. 1988. Neuere Untersuchungen zegten
auRerdem, da3 LAM eine IL-4 Sekretion bei CD197/B220° Knochenmarks-Stammzelen
induziert (Collins et al. 1998, die von Makrophagen gebildeten Superoxid-Anionen gezelt
abfangen kann (Ghosh et al. 1998 und de Aufnahme von Mycobakterien durch Makrophagen
vermindert (Fiettaet al. 2000).

4.8.3 Mig in Zusammenhang mit dem Abbau von extrazellularen Fettsduren und der

Virulenz

Eine weitere wichtige Funktion von Acyl-CoA-Synthetasen ist die Aktivierung von Fettsuren
fur die B-Oxidation. Mycobakterien kataboliseren vor alem wéahrend der logarithmischen
Wadstumsphase Triglyzeride, um Energie a1 gewinnen und de Abbauprodukte ds
Kohlenstoffquelle a1 verwenden (McCarthy und Ashbaugh 1981, Bishai 2000. Uber die
Aufnahme von extrazdluldren Fettsduren in die Mycobakterien-Zelle ist nicht viel bekannt.
Eine Untersuchung bel den verwandten Streptomyceen zegte, dald langkettige Fettsduren
aktiv in die Zelle aifgenommen werden, wohingegen mittellange Fettsduren, zum Beispiel
Dekansdure, passv in die Zelle diffundieren (Banchio und Gramajo 1997).

Eine neueste Studie zagte, wie esentiell Fettsduren fur die Persistenz von M. tuberculosis im
Makrophagen von Granulomen sind (McKinney et al. 2000. Eine Inaktivierung der Isocitrat-
Lyase fUhrte au einer stark verminderten Virulenz dieser Bakterien. Die I socitrat-Lyase gehort
zusammen mit der Malat-Synthetase a1 dem Glyoxylsaure-Zyklus, der eine Verbindung
zwischen dem Fettsdureabbau und der Gewinnung von Glukose herstellt (Bishai 2000.
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Mycobakterien verfligen mit dem Glyoxylsdure-Zyklus tber ein Enzymsystem, das ihnen den
Aufbau von C,-Dicarbonsduren aus C,-Verbindungen ermdglicht. Der Glyoxylsaure-Zyklus ist
kein eigenstandiger Stoffwedhselweg, sondern eng mit Re&ionen des Tricarbonsdure-Zyklus
gekoppelt. Die Isocitrat-Lyase und de Malat-Synthetase verhindern die CO,-generierenden
Schritte des Tricarbonsaure-Zyklus und fuhren zu einer Synthese von Sucdnat aus zwel
Molekilen Acetyl-CoA, einem Endprodukt der Oxidation von Fettsauren. Das Sucdnat selbst
ist ein Preaursor fir die Gluconeogenese, die unter anderem fir die Bildung von Zucker-
Molekilen von Zellwandpolymeren benttigt wird. Genau dieser Synthese-Weg war nacdh der
Inaktivierung der Isocitrat-Lyase bel M. tuberculosis unterbrochen, so dal3 eine Synthese von
Zuckern aus Fettsauren nicht mehr moglich war (McKinney et al. 2000. Anhand deses
Beispiels 2l die Bedeutung einer Acyl-CoA-Synthetase, die fir den Abbau von Fettsuren
und damit auch indirekt fir die Synthese von Zuckern bei Mycobakterien bendtigt wird,
verdeutlicht werden.

Dies gl auch unter dem Punkt berticksichtigt werden, dal3 Plum und Clark-Curtiss(1994 mig
as ein Gen charakterisierten, das nach finf Tagen im Makrophagen erhoht transkribiert wird.
Hierbei konnen durchaus Bedingungen geherrscht haben, bel denen die Energiegewinnung
ausgchliefdlich Gber den Abbau von Fettsduren erfolgt. Da aur Zeit das Genom von M. avium
sequenziert wird, konnte auf DNA-Sequenzen zuriickgegriffen werden, die 8 kb stromauf- und
-abwaérts des mig-Gens liegen. Gene, die in einem Gen-Komplex zusammen liegen, stehen auch
physiologisch héufig in einem engen Zusammenhang. Als Beispiel ist das Gen der bereits oben
beschriebenen Acyl-CoA-Synthetase von M. bovis zu nenren, das in einem Gen-Komplex mit
den Genen fur die Mycerosyl-Lipid-Synthese liegt und auch fir die Synthese dieser Lipide
esentiell ist (Fitzmaurice und Kolattukudy 1997 wnd 199§. Es konnten nur wenige offene
Leserahmen in der Umgebung des mig-Gens identifiziert werden, die fir Peptide kodieren, die
groler as 100 Aminosduren sind und zu Enzymen bekannter Funktion starke Homologien
aufweisen. Zwel putative Gene gehtren zum Lipid-Metabolismus; sie kodieren dabel fur eine
Propionyl-CoA-Carboxylase und fir ein Protein, das fir den Transfer von Lipiden
verantwortlich ist. Beide Genprodukte stehen in Zusammenhang mit dem Abbau von
Fettsduren. Der Propionyl-CoA-Carboxylase kommt eine Aufgabe bel der Entsorgung von
Propionyl-CoA, einem Endprodukt der B-Oxidation, und bei der Synthese von Sucdnyl-CoA
zu, das wiederum durch den Tricarbonsdure-Zyklus metabolisiert wird. Dies verdeutlicht, daf3
Mig wahrscheinlich am Abbau von Fettsduren beteiligt ist (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Offene Leserahmen, die stromaufwarts und stromabwarts des Gens mig lokalisiert
sind. Es s$nd rur Leserahmen eingetragen worden, welche die gleiche Orientierung wie das Gen mig
haben, grofer als 300 bp sind und starke Homologien zu einem Genprodukt bekannter Funktion
aufweisen. Es wurde hierfir das Blast-Programm des NCBI verwendet. Die Zeichnung ist nicht
mal3stabsgetreu, die Abstéande der einzelnen ORFs zu dem Start-Codon vonmig sind kursiv angegeben.
Ebenfalls ist die GroRe des durch den jeweiligen ORF koderten Proteins in Aminosduren (AS)
aufgefihrt.

In dteren Studien konnte gezegt werden, dal? geséttigte und ungeséttigte Fettsauren toxisch
fur langsam- und schnell-wadhsende Mycobakterien sind (Saito et al. 1984 Kanetsuna 1985.
Saito und Tomioka (1988 konrnten zeigen, dal3? M. avium-Stdmme mit glatter, opagquer
Kolonieform deutlich senstiver auf Fettsduren reagieren als glatte, transparente Stamme, die
dartiber hinaus eine grofRere Virulenz besitzen. Dies galt fur die Fettsduren Dekansdure (Ciyo),
Dodekansaure (Cizo), Olsdure (Cig1) und Linolensiure (Cigs). Alle Fettsiuren sind auch
Substrate fur Mig, so dald3 ihr Abbau duch dieses Enzym eingeleitet werden konrte.
Interessanterweise  konnte durch die Uberexpresson von Mig in M. smegmatis die
Uberlebensrate auf Dekansaure-haltigem 7H10-Medium signifikant erhoht werden (Abbildung
3.23). Dekansaure wirkt auch auf andere Bakterien-Arten wie Streptomyces coelicolor toxisch
(Banchio und Gramajo 1997). Ahrliche Effekte wie sie in dieser Arbeit fir Dekansiure
ermittelt wurden, hatten Plum et al. (1997) auch fir die Expresson von Mig in M. smegmatis
waéhrend der Infektion von Makrophagengezegt.

In den letzten Jahren wurden Fettsduren auch als bakteriozide Effektormolekile von
Makrophagen angenommen, die alditiv die Wirkung von aktiven Oxygenen und re&ktiven
Nitrogen-Intermediaten verstérken (Yamada et al. 1987, Tomioka et al. 1997, Akaki et al.
1997. Es konnte gezagt werden, dal3 Makrophagen nach Induktion durch Lipopolysacdaride
(LPS tiber eine Aktivierung von Phospholipase A; Ol- und Aracdhidonsiure freisetzen (Balboa
et al. 1999 Balsinde et al. 2000. Arachidonsaure wird ebenfalls von Mig als Substrat fur die
Bildung von Thioestern mit CoA benutzt. Arachidonsdure ist dartiber hinaus auch ene

Vorstufe fur die Synthese von Leukotrienen; dies konnte aum Beispiel fur die Synthese von

126



Diskusson

Leukotrien D, nach Infektion mit Salmonella typhimurium gezegt werden (Paceet al. 1993.
Hieraus ist eine weitere Funktion von Mig wahrend der Infektion im Makrophagen denkbar.
Durch die Aktivierung von extrazdluléren Fettsduren durch Mig als Acyl-CoA-Synthetase
kann ein Abbau deser bakterioziden Substanzen eingeleitet werden, so dal3 Mig mit einer
erhohten Uberlebensrate von M. avium gekoppelt sein kann. Moglicherweise ist hierdurch die
leicht erhohte Uberlebensrate von M. smegmatis-Zellen, die Mig heterolog exprimieren, im
Makrophagen-Modell zu erkldren (Plum et al. 1997. In diesem Rahmen kann auch noch
weiter spekuliert werden, inwieweit eine Mig-Aktivitat durch CoA-Ligation an Abbauprodukte
des Tryptophan-Katabolismus (zum Beispiel 2-Amino-Benzoesaure) die Induktion der
Apoptose bel Makrophagen inhibieren kann (Pais und Appelberg 200Q. Insgesamt ist es aber
wahrscheinlich, dal3 Mig as Acyl-CoA-Synthetase den Metabolismus von bakterioziden, freien
Fettsauren einleitet, indem es hierflr diese Substanzen durch Ligation eines CoA-Molekiils an
die Fettsduren aktiviert.

In diesem Jahr wurden Untersuchungen publiziert, ob die Protein-Sekretion bael Mycobakterien
den gleichen Kriterien folgt wie bel Gram-negativen Bakterien (Wiker et al. 200Q Gomez et
al. 2000. Die Studien haben dies belegt, so da3 Mig aufgrund des mit den Computer-
Programmen postulierten Signalpeptids wahrscheinlich zu einem mycobakteriellen Sekretions-
Apparat transportiert wird, bevor das gereifte Protein in die Zellmembran gelangt. In diesem
Punkt unterscheidet sich Mig von der membranlokalisierten Acyl-CoA-Synthetase von
M. bovis, die kein Signalpeptid besitzt (Fitzmaurice und Kolattukudy 1997). Moglicherweise
konren bei Mycobakterien Membranproteine im Gegensatz zu der von Gomez et al. 2000
postulierten Weise auch nicht Uber den Sekretionsapparat, sondern auf alternative Weise tber
SRP (,,Signal-Reaognition-Protein®) in die Membran transportiert werden. Membranproteine
koénnen moglicherweise der auch tUber den Sekretionsapparat transportiert werden, wobei das
Signalpeptid nicht abgespalten wird (Bernstein 2000. Ein letzter Bewels, wie und wo Mig
lokalisiert ist, ist nicht moglich, da das Mig-Protein in M. avium keine grole Stabilitét besitzt
(Abbildung 317), worin es sch won der von Fitzmaurice und Kolattukudy (1997
charakterisierten Acyl-CoA-Synthetase unterscheidet. In Abhldung 4.12 ist abschlief3end ein
erstes Modell aufgezechret, das eine Ubersicht dartiber gibt, wie Mig reguliert wird und
welche Bedeutung Mig fr den Metaboli smus von Fettsduren haben kann.

127



Diskusson

@ A\ COOH @
\ Mig extrazellular

Sec N
ZM
+ATP+SH Co C | intrazelular
Signal-Sequenz
~h
- \S-COA +AMP + P
Ribosom Mig ¢ i
® \ -
E
. 3 Oxidation EeE
Moduierung Iél-pld_ th
der iosynthese
mig P mig -Aktivitat Glyoxylsaure-Zyklus
— < M| « Zellwandsynthese
O\ ?

? @ '\ steigender Energiebedarf
@ aus Fettsauren

Abbildung 4.12: Moddl der Funktion und Regulation vonMig. 1. Das mig-Gen wird Kkorstitutiv transkribiert
und trandatiert. Die Promotor-Aktivitat ist wahrend der logarithmischen Wachstumsphase, aber auch nach
Induktion mit Fettséuren, bei saurem pH-Wert und bel oxidativem Stref3 erhéht. 2. Nach der Trandation wird
das 550 Aminasduren lange Mig-Protein mithilfe des Signalpeptids Uber den Sekretionsapparat (Sec) zur
Zdlmembran transportiert (Gomez et al. 2000. 3. Mig ist hydrophob und besitzt hochwahrschenliche
Transmembran-Regionen, so dal? es als Acyl-CoA-Synthetase in der Zelmembran lokalisiert sein kann. Das
Protein ist instabil und zerfallt in Keinere Fragmente, die keine Acyl-CoA-Synthetase-Aktivitéat mehr besitzen.
Mig aktiviert aromatische Carbonsduren, mittellange, geséttigte Fettsduren und langkettige, ungeséttigte
Fettsauren, die bakteriozide Wirkungen haben kénren. 4. Die aktivierten Fettsduren kénren dann fir die Lipid-
Biosynthese, zur Energie-Gewinnung durch B—Oxidation beziehungsweise fir die Synthese von Polymeren der
Zdlwand verwendet werden. AulRerdem wird de mig-Promotor-Region, die durch de mddiche Repressoren 10-
6 und 591 reprimiert wird, durch Fettsduren aktiviert. Die Wachstumsphase der Kultur bestimmt
madicherweise durch erhbhte Zdlwandsynthese und Metabolisierung von Lipiden ebenfalls die Promotor-
Aktivitdt. ZM, Zytoplasmamembran
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5. Anhang

Anhang A: DNA-Sequenz U43598mit den df enen Leserahmen ORF1 und ORF2 (Plum et al. 1997

GGAT CCGCT GT GGACCGT CGCCGCCCGGCACGT CGAGGACGCCT GCGCGGTGCTGGACGG 60

CCACCAGGT TCCCGAAGGCGT GT CGCCGGCCGGEGECGGEGT CATCGAACT GCCCGGCCTCGG 120

CCACCCGCT GCTGCCGCCGT GGACCGT CGCCGACT CCGGCGCGCACGGCGTCACCATGCA 180

GGGGCATTTCACCCGAT CGCACGT GGGCGGCAACAACGCCGT GCACGGCGGCATGATCCC 240

GCTCTACTACGACTGGCTGT TCGGCATGGT GGT GT CCGGCGCGAACT GT CCACCCACGCG 300

CACCGCCTTCCTACACGT GGAT TACCGCAACGT CACCCCGAT CGACGCGCCGCTGACGGC 360

GCACGGCCGCATCACCGACGT CGACGGCCGCAAGAT CTTCATCTCCGCTAGCATGACGGC 420

-10- Regi on
GGCCGACGGCACGCT GCT CAGT GAGGCCACCGGCCT GATGGT CCGCCTGCTACCCCACCA480
Start ORF1

GCCGTGAGAGGCAAGEIIGT CCGACACCACAACAGCAT TCACGGTACCGGCGGT CGCGAAG 540

SD(ORF1) M S DT TTAFTVZPAVAK 15

Si gnal peptid
GCCGTCGCGGCCGCGATTCCCGACCGCGAGCTGATCATCCAGGGCGACCGTCGCTACACC 600
AV AAAI PDRETLI I Q GDRRY T 35
TACCGGCAGGT GATCGAACGGT CGAACCGGCT CGCCGCGTATCTGCACTCCCAGGGICTG 660
Y RQVI ERSNRLAAYULMHSQGTL 55

GGATGCCACACCGAGCGCGAGGCGCT GGCCGGCCACGAGGT GGGCCAGGACCTGCTCGEC 720
G CHTEREALAGHEVGAQDULL G 75
CTCTACGCGTACAACGGGAACGAATTCGT CGAAGCGCTGCTGGGCGCCTTCGCTGCGCGL 780
LY AYNGNETFVEALILGAFAAR 9
GTCGCCCCGT TCAACGT CAACTTCCGCTACGT CAAAAGCGAACTGCACTACCTGCTCGCG 840
V APFNVNFRYVKSETLMHYLL A 115
GACTCCGAGGCGACCGCGCTGATCTACCACGCGGCGT TCGCGCCCCGGGTGGCCGAGATC 900

DS EATALI YHAAFAPRYVATE. 135
CTGCCCGAGCT GCCGCGGCT TCGGGT GCTCATCCAGAT CGCCGACGAGT CGGGCAACGAA 960
L PELPRLIRVLI QI ADESGNE 155

TTACTCGACGGCGCAGT GGAT TACGAGGACGCGCT GGCGT CGGT GTCCGCGCAGCCACCA 1020
L L bDGAVDYEDALASVYVYSAQPP 175
CCGGT GCGGCACT GT CCGGACGACCT GTACGT GCTGTACACCGGCGGCACCACGGGAATG 1080
PV RHCPDIDLYMLYTGGT T G M 19

CCCAAGGGCGT GT TGTGGCGT CAGCACGACATCTTCATGACATCCTTCGGGGGGCGCAAC 1140

P K GVL WRQHDI FMTSFGSGHR N 215
CTGATGACCGGCGAGCCCTCGT CGTCGATCGACGAGATCGTGCAGCGCGCCGCGTCTGGC 1200
L M T GEWPS S SI DEI V QRAASG 23
CCGGGGACCAAGCTGATGATCCTGCCGCCGCTGATCCACGGCGCGGCCCAGTGGAGCGTG 1260
P GTKLMI L PPLI HGAAQWS V 255
ATGACGGCGATCACGACCGGCCAGACGGTCGTCTTCCCCACTGTCGTCGACCATTTGGAC 1320
M TAI T TGOQTVVFPTVV DMHIL D 275
Start ORF3

GOGCGAGGACGT GGT GCGCACCAT CGAGCGCGAAAAGGT CIIEGT GGT GACGGTGGTGGG 1380
A RGRGAHMHRAGI KU GHGG GDGG G 295
SD(ORF3) M V V T V V G 7
TGACGCGAT GGCGCGCCCGT TGGT CGCGGCCAT CGAGAAGGGGATCGCCGACGT GTCGTC 1440
St op 296
DA MARZPLV AAI EKOGI A DV S s 27
GCTGGCCGT GGT GGCCAACGGCGGCGCGT TGCTGACCCCGT TCGTCAAGCAGCGCTTGAT 1500
L AVVANGGALIULTW®PFVKQRTL I 47
CGAGGT GCT GCCGAACGCGGT GGT CGT CGACGGCGT CGGGT CGT CGGAGACCGGGGCGCA 1560
EVLPNAVYVY VDGV GSSETGA Q 67
GATGCACCACAT GT CGACGCCCGGGEGECGGET GGCGACCGGCACCT TCAACGCCGGCCCGGA 1620
M HHMSTWPGAVATGTFNAGUZP D 87
CACCT TCGT GGCGGCCGAGGACCT GTCGGCGAT CCT GCCGCCCGEGCACGAGGGEATGEG 1680
T F V AAEUDLSAI L PP GHEGM G 107
CTGGT TGGCCCAGCGCGGCTAT GT CCCGCT CGGGT ACAAGGGCGATGCCGCCAAGACCGC 1740
WL AQRGYVPLGY KGDAAKT A 127
CAAGACCTTTCCGGT CAT CGACGGGGT GCGCTACGCGGT GCCGGGCGACCGGEGCACGCCA 1800
K T F P VI DGVRYAVPGDURARH 147
CCACGCCGACGGCCATAT CGAGCT GCTGGGCCGCGACT CCGT GTGCAT CAATTCCGGCGGL860
HADGMHI ELL GRDS SV CIlI NS G G 167
CGAGAAGATTTTCGT CGAGGAGGT CGAGACGGCCAT CGCGT CGCATCCCGCGGTGGCCGA 1920
E KI FVEEVETAI A SHPAV A D 187
CGT GGT GGT GGCCGGACGGCCGAGT GAACGGT GGGGCCAGGAAGT CGTCGCCGTGGTCGC 1980
VVVAGRPSERWGOQEVV AV YV A 207
GCT GT CCGACGGCGCT GCCGT CGACGCCGGAGAAT TGATCGCCCACGCATCGAATTCGCT 2040
L S DbDGAAVDAGET LI A HASNSL 227
GGCGCGCTACAAGCT TCCCAAGGCGATCGT GT TCCGT CCGGT GATCGAGCGCAGCCCGTC 2100
A RY KL PKAI VFRPVI ER S P S 247
GGGCAAGGCCGAT TACCGGT GGGCGCGCGAGCAGGCGGT GAACGGATGAAACCCGCT GGG 2160
G KADYRWAREU QAVNG* 263
CCGAGCGCTTTTAGGCTAGGAGCACACCGAT GAAGT ACCAAGGGCGGGT CGCGGT GGTCA
AT GTCGCGGCGT CCGACAT CGACGACAACGGCCT GGCCGAAACCCAGGCGT CGT GCGGTC
CCGGACAGGT CACGCCATATCGCGT CGACGT GGCGGACCGGGAT GCGGT GCTGGECTTCG
CCGAT GAGGT GCGCCGCAAGCACGGACCCGCCT CGAT GGT GT TCAACAACGCCGGCGT CG
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Anhang B: DNA-Sequenz U43598korrigiert nach dieser Arbeit mit dem offenen Leserahmen ORF g

GGATCCGCT GT GGACCGT CGCCGCCCGGCACGT CGAGGACGCCT GCGLCGGT GCTGGACGG
CCACCAGGT TCCCGAAGGCGT GT CGCCGGECCGEECEGEGET CATCGAACT GCCCGGECCTCGG
CCACCCGCT GCT GCCGCCGT GGACCGT CGCCGACT CCGECGCGCACGGCGT CACCATGCA
GGGGCATTTCACCCGAT CGCACGT GGGCGGCAACAACGCCGT GCACGGCGGCATGATCCC
GCTCTACTACGACT GGCTGT TCGGCAT GGT GGT GT CCGGCGCGAACT GTCCACCCACGCG
CACCGCCTTCCTACACGT GGATTACCGCAACGT CACCCCGAT CGACGCGCCGCTGACGGL
GCACGGCCGCAT CACCGACGT CGACGGCCGCAAGAT CTTCAT CTCCGCTAGCAT GACGGC
-10 noti f
GGCCGACGGCACGCT GCT CAGT GAGGCCACCGGCCT GATGGT CCGCCTGCTACCCCACCA
GCCGT GAGAmAC.T CCGACACCACAACAGCATTCACGGTACCGGECGGTCGCGAAG 540
SD M S DTTTAFTVP AV A K 15

Si gnal sequenz
GCCGT CGCGGCCGCGATTCCCGACCGCGAGCTGATCATCCAGGGCGACCGTCGCTACACC 600

AV A AAI PDRETLI I Q GDRRY T 35
TACCGGCAGGT GATCGAACGGT CGAACCGGCT CGCCGCGTATCTGCACTCCCAGGGTCTG 660
Y R QVI ERSNRLAAYLMHSQGIL 55

GGATGCCACACCGAGCGCGAGGCGCT GGCCGGCCACGAGGT GGGCCAGGACCTGCTCGEC 720
G CHTEREALAGHEV GAQDULL G 75
CTCTACGCGTACAACGGGAACGAATTCGT CGAAGCGCTGCTGGGCGCCTTCGCTGCGCGL 780
LY AYNGNEVFVEALLGAFAAR 9
GTCGCCCCGT TCAACGT CAACTTCCGCTACGT CAAAAGCGAACTGCACTACCTGCTCGCG 840
V APFNVNFRYVKSETLMHYLL A 115
GACTCCGAGGCGACCGCGCTGATCTACCACGCGGCGT TCGCGCCCCGGGTGGCCGAGATC 900

DS EATALI YHAAFAPRYVAEI 135
CTGCCCGAGCT GCCGCGGCT TCGGGT GCTCATCCAGAT CGCCGACGAGT CGGGCAACGAA 960
L PELPRLIRVLI QI A DESGNE 15

TTACTCGACGGCGCAGT GGATTACGAGGACGCGCT GGCGT CGGT GTCCGCGCAGCCACCA 1020
L L bDGAVDYEDALASVYSAQOQPP 175
CCGGT GCGGCACT GT CCGGACGACCT GTACGT GCTGTACACCGGCGGCACCACGGGAATG 1080
PV RHCPDUDILYMLYTGGT T G M 19

CCCAAGGGCGT GTTGT GGCGT CAGCACGACATCTTCATGACAT CCTTCGGGGGGECGCAAC 1140
P KGVLWRQHDI FMTSFGGR N 215
CTGATGACCGGCGAGCCCTCGT CGT CGAT CGACGAGAT CGT GCAGCGCGCCGCGTCTGGC 1200
L MTGEWPSSSI DEI V QRAASG 235
CCGGGGACCAAGCTGATGATCCT GCCGCCGCT GAT CCACGGCGCGGCCCAGTGGAGCGTG 1260
P GTKULMI L P PL I HGAAIQWS V 255
ATGACGGCGATCACGACCGGCCAGACGGT CGTCTTCCCCACTGTCGTCGACCATTTGGAC 1320
M TAI T TGQTVVFPTVVDUHTL D 275
GCCGAGGACGT GGT GCGCACCAT CGAGCGGGAAAAGGT CATGGT GGTGACGGTGGTGEGT 1380
A EDVVRTI EREIKVMVV TV V G 295
Stop 30 kD

GACGCGATGGCGCGCCCGT TGGT CGCGGCCATCGAGAAGGGGATCGCCGACGTGTCGTCG 1440
DA MARZPLV AAI EKOGI A DV S s 315
CTGGCCGT GGT GGCCAACGGCGGCGCGT TGCTGACCCCGT TCGT CAAGCAGCGCTTGATC 1500
L AVVANGGALULTWPFVKIQRTL I 335
GAGGT GCTGCCGAACGCGGT GGT CGTCGACGGCGT CGGGT CGT CGGAGACCGGBGECGCAG 1560
EVLPNAVYVDGVYGSSETGAQ 355
ATGCACCACATGT CGACGCCCGGEGEECGGT GBCGACCGGECACCT TCAACGCCGGCCCGGAC 1620
M HHMSTWPGAVATGTFNAGZP D 375
ACCTTCGT GGCGGECCGAGGACCT GTCGGCGAT CCT GCCGCCCGEECACGAGGGGATGEEC 1680
T FVAAETDILSAI L PP GHETGMG 395
TGGT TGGCCCAGCGCGGCTATGT CCCGCTCGGGT ACAAGGGCGAT GCCGCCAAGACCGCC 1740
WL AQRGYVPL GY KGDAAIKT A 415
AAGACCT TTCCGGT CATCGACGGGGT GCGCTACGCGGT GCCGGECGACCGEGECACGCCAC 1800
K T FPVI DGVRYAVPGDIRARH 143
CACGCCGACGGCCATAT CGAGCT GCTGGGCCGCGACT CCGTGTGCATCAATTCCGGCGGL 1860
HADGMHI ELL GRDSVCI NS G G 455
GAGAAGATTTTCGT CGAGGAGGT CGAGACGGCCAT CGCGTCGCATCCCGCGGTGECCGAC 1920
E KI FVEEVETAI A SHUZPA AV A D 475
GT GGT GGT GGCCGGACGGCCGAGT GAACGGT GGBGCCAGGAAGT CGTCGCCGTGGTCGCG 1980
VVVAGRZPSERWGI QEVV AV V A 495
CTGT CCGACGGCGCT GCCGT CGACGCCGGAGAAT TGATCGCCCACGCATCGAATTCGCTG 2040
L S DGAAVDAGET LI A HASNSL 515
GCGCGCTACAAGCT TCCCAAGGCGATCGT GT TCCGT CCGGT GATCGAGCGCAGCCCGTCG 2100
A RY KLPKAI VFRPVI ERSP S 53
GGCAAGGCCGAT TACCGGT GGGCGCGCGAGCAGGCGGT GAACGGATGAAACCCGCTGGGEG 2160
G KADYRWAREU QAVNG * 551
CCGAGCGCTTTTAGGCTAGGAGCACACCGAT GAAGT ACCAAGGGCGGGT CGCGGTGGTCA

AT GTCGCGGCGT CCGACAT CGACGACAACGGCCT GGCCGAAACCCAGGCGTCGTGCGGTC

CCGGACAGGT CACGCCATATCGCGT CGACGT GGCGGACCGGGAT GCGGTGCTGGGCTTCG

CCGAT GAGGT GCGCCGCAAGCACGGACCCGCCT CGATGGTGT TCAACAACGCCGGCGT CG
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Anhang C: Sequenz-Homologie-Vergleich von Mig mit den homologen Enzymen FadD19
und FadD26 von M. tuberculosis und FadD von E. coli. Alle Enzyme werden zu den Acyl-
CoA Synthetasen gezdilt (Fulda et al. 1994 Blad et al. 1992. Alle vier Enzyme besitzen
das fur die Adenylat formierenden Enzyme typische AMP-Bindung-Motiv (grauer Kasten).
Die identischen Aminosauren sind schwarz markiert.
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Anhang D: Vergleich der Aminosaure Sequenzen von Mig, FadD19 (Cole et al. 1998 und
FadD (Bladk et al. 1992 Fulda et al. 1994 mit dem Programm ClustiW. In der unteren Reihe
ist eine Konsensus-Sequenz dargestellt. Die identischen Aminosauren sind schwarz markiert.
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Anhang E: rekonstruiertes M. avium DNA-Fragment aus dem Plasmid p#59 (+-Strang)
TCGGCCATGTCGATCACCCGCTTCTGGT GTCGGTGCGT TCCEEEECTGCAATTTCGATCEC 60

CCGGAATGATGGACACCAT CCTCAAT CT CGEGAT GAACAGCAGCAT CGAGGAGECECT GG 120
CTGCCGAGACCGEGECGACGCACGCT ACGCCGECCGACACCCGECACCGGT TCACCGAGCAGT 180
TCACCAGAGT TGT CEECGT CGAGCCGCCCGAAAACCACT GGGAACAACTCGATCTGECTA 240
TCCGEECGEETGI TCGAAT CGTGGAAT TCCAAGCGEECCCTCGCATATCGCCGT TCTCATG 300
GCATTCCCGACGACGECGECACTGCT GT CACGGTGCAGECCATGGTCTTTGECAATCTCG 360
ATGACCGCT CGEGECACCGGAGT GCTCT TCTCTCGCGACCCGCT G CCGEEECCGCGCAGE 420
CCTACGGT GAATGGT TGCCCCGT GGT CAGGGECGAGGACGT GGT CTCGGGECCGCAAAGACG 480
CCCTGCACCT TGACCACCT TGCCGCAACCATGCCGT CTGTGCACCGGGATCTGCTTGCCG 540
CCGCAGCCACGCT CGAACGT CACGGT CGT GACATGCAAGACATCGAATTCACGGT GCAGT 600
CCGGGAAGCT GTGECTGT TGCAAT CCCGCGCGECCAAACGGT CCCCGCAGGCGECTCTGL 660
GCTGCAECGEET GCAGCT GCAGCGCGAAGECGT GATCAGCACCAAGGAGECECTCGACCECC 720
TCACCGCTGAACACGT CCGCGCACT GCAGCGCCCCACCCT CGACCCCECCCCTGICECAG 780
CCTCTCCCCCCGT CGCCTCCEECAAACCCECCT CCCCGEECAT CACCACAGECCTCGT CG 840
TCATCGATGCCGACGAGGCCGAAGACCT TGCCGACAAGGEGT CECECGGTGATCTTGECCC 900
GGCCCACCACCGATCCCGAT GACGT CGCCGECCATGT CCECGT CGGT GECCGT CGTAACCG 960
AATTGGEGTGECTCCACT TCGCAT GCCECAEGT CGT GT GCCECEAGATGEECGGT TCCCTACG 1020
TAGT TGECTGCCECAT GGACT CGGT GACCGECCCT GECCGGT CGEGT CGTCACAGT CGACG 1080
CAGACACCGECACCGT GCACCT CGGCGAGCT GCCGGT GCGT CCCTTGCTGGAAGCAGATG 1140
ACGAGGATCTGCGCACCAT CGAACGGT GGT TGCGCGACGACCTAGAAAACTACGACCCCA 1200
GCTATGACGT CGT GECGECT GAT CGAACGGECGCCAGCAGCGLCGCGAGCAACGCGEGT GACCAC 1260
TGICGCTTTCCAT GCTGGAGCCCCT GGACGCT CCECT CCTCCGCCCGACCACCTCGACGC 1320
GCGATGCTTCATCAACT GGACAAAAAGAACT GGGACTACACGATGGCACTTCTGAACAAA 1380
CTAGATTCCGCCACT CTCECEEGACGT CTCTCGCCGT GECTGECTGATACCCTCGCGGT T 1440
TCCGECGAGGT CACACT GAACAACAT CGAAAT CCCCACAGCGAGT GGAATGTCCAGT GAG 1500
ACGGT TCTGI TCGAGECT GT GT GGGACAACGAT GGCCAGCGCAACACGCGCGGEECTGGTA 1560
GI'CCGTATCCCGCCGAGT GGCGAGGECCTGI TTCCCGACTACGACATCGCTCGAGAAGEC 1620
CGCGTGATGECCGT TGT CECEECGCAT TCCGAGECGEECAEGET CCCCGECGT CGTGECCGCA 1680
GAGCTCACCGGECGAGGT TCTAGGEEECCCCT TTCTGCTGCT GGAGCGCGCCTACGECCEC 1740
GI'CCCTAGCGACGACCCACCGT TCGT GACCGGT GECTGEGT CGT TGACCT GACGCCCGAA 1800
CAGCGGGECGACGAT GT TCGACAACGCGT TGCGCACGATCGCCGECCATCCAAAAGGT CGAT 1860
CCGGCAGCAGT CGGACT CGACGACCT TGECCGCAGT GGCGT CGECAAAACAGT CCTTCAC 1920
CGAGAGGT CGAGTACT GGCGGAACT TTTACCT CT GEECCGCCGACGGT CGCCCCAATCCC 1980
ACTATCGAT GCCGCGT TCGAAAAGCT CTCGCAAGCAAT TCCAACGCAGACCGGTCCACTG 2040
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GIGATTTCT TGGEEEGATGCACGAT TCGGAAATCTCATGT TCGCTGATGACCT CACCGT C
TCAGGCGT CTTCGACT GGGAAAT GECGACT CTGEECCCAT CCGAAGT GGACTTCGECTAC
TTCCTCTTCTTTGACCGCGT CTACT CATCGGEGEECT GEGAT TGCCGAGECTAGACGGATTC
CCGGAGCGCGECCCATGCCATCGCACGT TTCGAGGAACT CACT GECCGCCGAACGGAGAAC
CTTGAATGGTACGAAGCCT GEEEEECECTACGCEEEECAAT TCTTCTGCAGCGT GTCGEC
AATCTGCTAATCAGCCAAGGCCT TCTCCCACCGGAGECTGACATGCCCT TCAACAATCCT
GCATCCCAGGT TCTTGCCAGCT TGCT CGAACT GCCGCCECCGECCCGACAAACCGECT GG
ATCACCGGCAAT CGATGATCACGACGACCT GATGGECGT CAECCAGACT CAACGEGEGATCC
GACCGACTCTATCGT CTAAAGGAGCTACT CGCCGAT TCGCCGT CGGGACT CAATCCGAGT
CCACGGCACATGCCAACT TCGGAGCAGCCACCGTACACCCCGAAAGT TAGTATTTCCCGG
CAAGAATAAGGT TTATGCCTATGCCACGACCAGATAGGT TGTCGCAGAACGAATGT CAGC
GCTTATACATTCGATAGTAATTCT TGTACCAAGCT TGACCAACCGGAAGTACACACCGTA
GACATATGCTCGT GCAGAAT GAAAAACGCAGT CCCGTACCGGATCTCAGTGCTTATCTGA
TTGCCGGTCCCGT GGT GTI'CGCACCT CCCGECGEAT CGCGT CGACGAGACGEECGLCCCGAA
CCGT CGCTCAAGGCAT CGAAGACGGEEGT GECAGCGGAGCGT CTGEECT TCECCAATGTCT

ORF 591

Startpunkt: 1159((-)-Strang)
MVRRSSSSASSKCGRTGSSPRCTVPVSASTVTTRPARAVTESMPQPTTQGTAI SRHTTAAC
EVEPPNSVTTATDADMAATSSGSVVGRAKI TARPL SARSSASSASMI TRPVAMPGEAGLP
EATGGEAATAAGSRVGRCSARTCSAVRRSSASL VLI TPSRCSCTAQRRAACGDRLAARDC
NSHSFPDCTVNSMSCVSRP

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

60

120
160
199
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Anhang F: Rekonstruiertes M. avium DNA-Fragment aus dem Plasmid p#10(+-Strang)
CGCGCCGATCTGCOGGT TGT GCTGAAACTAGAACACGT TCTAAT GTCGT GT GACGACCCC 60
TTCAGGAAGGCAGAT GACGT GCGGT TTACCTACGCAGAGGCGAT GACGGACT TTAGGTAC 120
TACATCCCGCT GGCCAAGGCCGCCGAGGOGGECOGGGT ACCACGCCATGACGATCGCCGAC 180
AGCATCGCCTACCCCT TCGAAT CCGACT CGAAGT ACCCCT ACACCCCGGACGGCAGCCGG240
GAGTTCTTGGACGGCAAGGAATTCATCGAAACCT TCGT TCTCACAT CGGCAT TGGEGCGCG300
GTGACCT CGAAGCTGCGGT TCAACT TCTTCGT GCTGAAGCT GCCGAT CCGGCCACCGGCG360
TTGGTGECCAAGCAGAT TGGGT CGCT GBCCGCCAT GACCGACAACCGAGT GRGT TTCGRC 420
GT CGRCACCAGCCOGT GGCCCGAGGACT ACGAGT TGCTGBGECGT GCCCT TCECCAGRCGC 480
GGCAAGCGGAT GGACGAAT GCAT CGAGAT CAT CCAGGGT CTCACCACCGGT GAGTACTTC 940
GAATTCCACGGCGAGT TCTACGACAT TCCCAAGACCAAGAT GACGCCGGCCCCCACCAAGE00
CCGAT CCCGGT CCTGGT CGECGGGECACGCCGACGCCGCGCT GOGRCGT GCCGCACGRCTGE60
GACGGCT GGAT GCACGGCGGECGEEGACCCGGAGGAGCT CGACCACCT CCTTGCCAAGCTC 7 20
AAGCGGT TCCGCGAGGAAGCCGGECAAGACCGGGECCGT TCGAGAT CCACGT CATCTCCGCC /80
GACGCCTACACCCCGGACGGCAT CAAACGGCT CGAGGACAAGGGCGT CACCGACGT GATC840
GTGGGCTTCCGCATTCCCTACAT CAAGGGCAAAGACACCGAGCCGCT GGACACCAAGATC Y00
CGCAAT CTGGAGATGT TCGCCGAGAACGT GAT CGCGAAGGT CTGACCGGACGT CGCCAAA 960
CCCCAAGCGTCACAGCGCT TTACAGGGGGT CCCACCT CGBCGCT CGCTTCTCCCGGTGCG1020
CCAGBGCGECCT CEECCGRGT TGT TGGT GAAACCGGACAGGATCTGGGT GCGGTTCTCCA 1080
GCTCGAT CGCGT GRCGCAGGCT GBECGCGT CGAGCGCCGOGT TGAGGCCGATCTTGGTCT 1140
GCCACACGCCATAAGCGT TGT TCTCGGCGAT CGAGCGGGECCAACCGCAGCGCGEOGRGECA 1200
TCAGCTGATCGGGCGCGACGACCT CGT GCACCAGCCT GAT GCGATAGGCCTCGGCCGCGT 1260
CGATGAT GCGGCCGGT GAGCATCAGCT CGCGGGECCACGCCGGCGCCGACGATTTTGRGCA 1320
GCAGATAGCTGGT GCCCATGT CCAT CGACGAGAAGCCGGCCT TGATGAACACCGAACCGA 1380
ACCGGGCCTGCT CCGAGBCCACCCGGATAT CGCT GACCAACGCGAACGCCAGCCCGCCaC1440
CGACGGCGACGCCGT TGACCGCGRCGAT CACCGGGAT AT CGAGCT CGTAGAT CCGGGTGT 1500
ACAGGCT GBCCAGCCGGACCT GBEOGT CGTAGT TGACCT TGAACGCCGRGGTGGTCGGCT 1560
TGT TCCGCGT CCACGRCCGGCCEGT GCCGCT CAGAT CGGCGCCGRCGECAGAAT CCecaac 1620
CCGCGCCGGT GAGGACCGCCACCCGGT GGTCACCGGT GTCCAGCACGT CCAGGGCCTCGT 1680
GGACACCGT CGAT CAGCGAGCCGT CGATGGCGT TGAGGCGT TCCGGCCGGT TCAGGGTGAL 740
TGCAGGCGATGTCGT CGT CGAGGGT CGCGAAT TCCACT GCGGGCATAGGT GAACCGTAAG1800
CGACACCGCGGCAGT TCAACGACCCGGCATAGCAT GCACT CAGT GTCAGGGTGAGGTGCC 1860
GCAGGAGGT TGCGGT GGTTGGATCCTGATCACCTGGT GTCTGGCTCATAGCCTGCCTGCC 1920
GCCTTCGGGT TGEOGT TCATGCGT TTTGT CGECACCGRGT GT GAAGGACCGRCCGEOGTG1980
ACTTGATAGGAGCGT GGTACCGCCCCCACT GAGGT TTGT CCGCCGACCGECCCAACCGTC2040
ACCTCACAGT GAAGGAGGCAACCACCATGGT TGT TGT TGGAGCCGAT GT CCACAAGCACA 2100
CCCATACCTTTGT TGCT GT CGACGAGGT GGGGCGCAAGCT TGGCGAGAAGACCGT CAAAG2 160
CGCTGACGAGT GGCCACGCCGAGGCGGT GAT GT GGGCGCGGGAGCGCT TTGGAGCCCAGG 2220
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TGGTGT GGGCGAT TGAGGACT GCCGGCATCTGTCGGCGCGGT TGGAACGT GATCTGCTCA2280
CGGCCGGCCAGCAGGT GGTGCGGGTACCACCGAAGT TGAT GGCCCAGGECCCGGEGECCAGTG2340
CGCGCACGCGGGEGECAAGT CTGATCCGATCGAT GCGCTAGCGGT TGCGCGGGEGATTCCTTC2400
GAGAACCCGACCT GCCGGTAGCT TCCCATGACAAAGT GTCTCGCGAACTTAAGCTGCTGG2460
TGGAT CGGCGGGAAGT GCTTGT GGCACAACGGACT GCGATGATCAATCGGCTGCGTTGEC2520
GAGTTCACGAACTTGAT CCCGAACGT GCCCCCGGT CCGECCT CATTGGATCGTGGCAAAC2580
ACCGT CACCTGT TGGGCGCCTGGT TGGCGACCGT TCCCGGT CTGGT CGCCGAGCTGECCC2640
GCGATGAGCT CGCCGACAT CACCCGGCTAACT GAAGCGAT CAACGCACT GGCCAAGCGGA2700
TCGGT TCGCGAGT GCGCACGGT TGCCCCTGCGT TGT TGGCGAT GCCCGEGT GCGCCGAGC2760
TGACCGCAGCCAAGCT CGT CGCGGAAACCGCCGGAGT GACCCGATTCAAAAGCGAGECCG2820
CCTTCGCCCGGCAT GCCGGCGTAGCGCCT GTCCCAGT GT GGT CGGGCAACACCELCCEECC2880
GGGT CCGAAT GACCCGCT CGGGCAACCGACAACT CAACGCCGCCCTGCACCGCATCGCGA 2940
TCACCCAGATCCGCCT CGAGGGCCT CGGACAGACCTAT TACCGT CACCGGCTAGCAGCCG3000
GTGACTCCAATCCCGAAGCCCT GCGCTGCCTCAAACGCCGCCTGECCCGCATCATCTTCG3060
GCCACCTCCACACCGACCAT CAACACCGAACT CAGCCTTGCCAAACGGCAGCGECTTGAC3120
ATAGGAGAAACGCATGACACGCAGCGAGGGT GATACCT GGAACCT GGCCAGCAGCGTCGG3180
CGCCACCGCGACCAT GGT CGCCGCCGCGECGCGECGECCECGACCCGELGT CCGCGECCGET 3240
CCTCACCGACGAGT ACGCCGAGCCGT TGGT CCECGCCGT CGGATTGGACGT GTTCACCAA3300
GTTGGCGAGCGGCGAGCTCGATCCCGACGAT CTCGAGCGCGACGT CGGATTCGCCCGCAT 3360
GGTCGACACAT TCGCGECCCGCGECCEGT TCTACGACGACTACT TCGCCGCGGCCGGCAA3420
GGCAGGCCTACGCCAGGT GGT CAT CGT GGCGT CGEEGCT GGACGCCCGEECCGTACCGELT 3480
TTCCTGGCCCGECCGEGACGACGGT GTATGAGAT CGACCAGCCCGAGGTGATCGCGT TCAA3540
GACCGCGACGCT GT CGCGGAT CGGT GCGECCCCGACGECCGAGCT GCGCACCATCGGCAT 3600
CGACCTGCGCCAGGAT TGGCCGECGECGCT GCAGGACGCCGGECT TCGAT GCCGCGCAGLCC3660
CACCGCGT GGCT GECCGAGGGGGT GCTCATCGGGT TTCTGCCGCCGGAGGCCGAGGTTCG3 720
GCTGCTCGACTCGATCACCC 3740

ORF 10-1

Startpunkt: Nukleotid 1786 ((-)-Strang)

MPAVEFATLDDDI ACI TLNRPERLNAI DGSL| DGVHEAL DVL DTGDHRVAVL TGAGRG-C60
AGADL SGTGRPWIRNKPTTPAFKVNYDAQVRLASLYTRI YELDI PVI AAVNGVAVGGGLA120
FALVSDI RVASEQARFGSVFI KAGFSSVDMGT SYLLPKI VGAGVARELMLTGRI | DAAEA160
YRI RLVHEVVAPDQL MPAAL RLARSI AENNAYGVWQTKI GLNAAL DAPSLRHAI ELENRT 220
Q LSGFTNNPAEAAL AHREKRAPRWDPL 268
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ORF 10-2

Startpunkt: Nukleotid 2935 ((-)-Strang)

MRCRAAL SCRLPERVI RTRPAVL PDHTGTGATPACRAKAASL LNRVTPAVSPTSLAAVS 60
AHPGA ANNAGATVRTREPI RLASALI ASVSRVMSASSSRASSATRPGTVANQAPNR 116

ORF 10-3
Startpunkt: Nukleotid 2249 ((-)-Strang)

MPAVL NRPHHL GSKAL PRPHHRL GVATRQRFDGL LAKLAPHL VDSNKGMGVL VDI GSNNI' 60
HGGCL LHCEVTVGPVGGEAT SVGAVPRSYQVTPAGPSHPVPTKRMNANPKAAGRL 114

ORF 10-4

Startpunkt: Nukleotid 3360 ((-)-Strang)

MRANPTSRSRSSGSSSPLANL VNTSNPTARTNGSAYSSVRTGRGRRVAAARAAATMWAV 60
PTLLARFQVSPSLRVMRFSYVKPL PFGKAEFGVDGRCGGGRR 102

ORF 10-5

Startpunkt: Nukleotid 2067 (+-Strang)

MVVVGADVHKHT HT FVAVDEVGRKL GEKTVKAL TSGHAEAVMARERFGAQVWWAI EDC 60
HL SARL ERDL L TAGQQVVRVPPKL MAQARASARTRGKSDPI DALAVARGFLREPDLPVA 120
HDKVSREL KL L VDRREVLVAQRTAM NRL RWRVHEL DPERAPGPASL DRGKHRHLLGAV' 180
ATVPGLVAELARDELADI TRLTEAI NALAKRI GSRVRTVAPALLAMPGCAEL TAAKLVC 240
TAGVTRFKSEAAFARHAGVAPVPVWSGNTAGRVRMIRSGNRQLNAAL HRI Al TQI RLEG 300
GQTYYRHRLAAGDSNPEAL RCLKRRLARI | FGHLHTDHQHRTQPCQTAAA 350

ORF 10-6

Startpunkt: Nukleotid 43 (+-Strang)

MSCDDPFRKADDVRFTYAEAMTDFRYY! PLAKAAEAAGYHAMT | ADSI AYPFESDSKYP 60
TPDGSREFLDGKEFI ETFVLTSALGAVTSKLRFNFFVLKLPI RPPALVAKQ GSLAAMT 120
NRVGFGVGT SPWPEDYEL L GVPFARRGKRMDECI El | QAL TTGEYFEFHCGEFYDI PKTK 180
TPAPTKPI PVLVGGHADAAL RRAARL DGWVHGGGDPEEL DHLLAKLKRFREEAGKTGPF 240
| HVI SADAYTPDG KRLEDKGVTDVI VGFRI PYI KGKDTEPLDTKI RNLEMFAENVI AKV 300
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Summary

This thesis describes the dharaderizaion of the potential virulence genes mig (macrophage
induced gene) and sigE (member of the family of ECF sigma fadors) of Mycobacterium
avium.

The first step was the development of an adequate mutagenesis g/stem, as gene targeting had
not been succesdully adiieved in M. avium before. Strategies that have been applied
succesdully for alelic exchange in other mycobaderia were investigated. Inadivated alleles
were aedaed by inserting antibiotic resistance genes into the wild-type gene that was targeted
for gene inadivation. Various DNA-recombination substrates like suicide plasmids, shuttle-
plasmids or long linea DNA moleales were transferred into M. avium cdls for alelic
exchange by the dedroporation technique. Due to problems with high rates of ill egitimate
recombination, spontaneous resistance and low transformation efficiency, al strategies failed.
For this reason, conjugation was applied as another method for DNA-transfer into M. avium
for the first time. In this work, the gplicability of this method for targeted gene inadivation
of the sigE gene in M. avium was demonstrated. However, this procedure @uld reved no
viable exconjugants after probable targeted inadivation of the mig gene. Moreover, viable
exconjugants were deteded where an integration of an inadivated mig allele could be shown
by PCR andysis. After subsequent subcultivation, the exconjugants lost the integrated
inadivated alele entirely. It was concluded that mig is an essntial gene for M. avium. This
hypothesis could not be verified, as M. avium had failed to be transformed stable with shuttle
plasmids. Therefore, no gene-rescue experiments are possble for this gedes. Another
explanation for faled alelic exchange could be a disadvantageous position of mig on the
genome.

Analysis of the SigE mutant reveded that the gene product is not only involved in increasing
the survival rates during extragytoplasmic stress In the human maaophage model of
infedion, the sigE mutant showed significantly attenuated virulence ompared to the wild-
type strain.

Mig was further charaderized by biochemicd methods. A plasmid with a histidin-tagged
fusion protein was constructed for expresson of Mig in E. coli. Mig was deteded as a 60 kDa
protein after expresson and puification of the recombinant gene product. The recombinant
histidin-tagged gene and mig from M. avium were sequenced. This reveded that the mig gene
encodes a 550 amino aad protein (58,6 kDa) instead of a 295 amino add protein (30 kDa)
predicted before (Plum et al. 1997). A 60 kDa Mig protein was deteded in both the soluble
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and insoluble fradions of M. avium cultures without aadificaion of the media in a western-
blot analysis with an antibody spedfic for Mig. This illustrated that mig is expressed
congtitutively. In further western-blot analyses, decomposition products of Mig with a size of
30 to 35 kDa were deteded in the insoluble fradions of M. avium cdls. Therefore, two 30
kDa derivatives of Mig were expressed as histidin-tagged fusion proteinsin E. coli. All fusion
proteins were analysed for adivity with an acyl-CoA-synthetase asay. This assay was chosen
becaise of the homology of the 550 amino add Mig, the agl-CoA-synthetases FadD19 from
Mycobacterium tuberculosis and FadD from E. coli. Moreover, the computer programs Psort,
Tmpred and TopPred2 predicted that the 58,6 kDa Mig is a membrane protein. Among the
three investigated proteins, only the 58,6 kDa Mig exhibited detedable adivity as an acyl-
CoA-synthetase with saturated medium chain fatty adds, unsaturated long chain fatty aad
and aromatic cabon adds as abstrates. This demonstrates that Mig is an acgyl-CoA-
synthetase.

The predicted mig promoter was charaderized in Mycobacterium smegmatis. The promoter
was congtitutively adive, which is in agreanent with ealier western-blot analyses. The
strength of the promoter was dependent on the growth phase and could be dightly increased
by fatty adds, espedally decanic add. The expresson of Mig in M. smegmatis resulted in an
increased survival rate after incubation with toxic decanic aad.

Putative transcription-regulatory proteins were discovered for the mig promoter using a "one-
hybrid-System” in E. coli. In this experiment, an ORF could be identified, that encoded a
protein with a putative DNA binding domain. This protein and the deduced proteins of other

deteded open realing frames are candidatesfor repressor molecuesof the mig promoter.
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