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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der beiden Poren bildenden Hamolysine Listeriolysin aus
Listeria monocytogenes und tlyA aus Mycobacterium tuberculosis auf das Uberleben von My-
cobacterium smegmatis in Makrophagen untersucht und die Faktoren charakterisiert, die fiir
das intrazellulire Uberleben relevant sind.

Fiir diese Untersuchungen wurden Transformanten hergestellt, die diese Gene konstitutiv
exprimieren. Die Uberlebensrate dieser Transformanten wurde mit der Uberlebensrate ver-
schiedener anderer Transformanten, die diese Gene nicht exprimieren, verglichen. Sowohl
tlyA- als auch hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen zeigen intrazellulir eine erhdhte Uber-
lebensrate. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Erho-
hung der Uberlebensrate nicht auf die Auflésung der phagosomalen Membran zuriickzufiihren
ist. Die Phagosomen sowohl vom Wildtyp als auch von M. smegmatis-Transformanten weisen
geringere Mengen des Transferrin-Rezeptors auf, als Phagosomen von M. bovis BCG. Dieses
Fehlen des Transferrin-Rezeptors und die Fusion von frithen Endosomen mit dem Phagoso-
men, die fiir t/y4- und hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen festgestellt wurde, sind Merk-
male fiir den Reifungsprozess der Phagosomen. Es wurde ein fiir das intrazellulire Uberleben
wichtiger Zusammenhang zwischen der Expression von t/y4 und hly einerseits und dem pha-
gosomalen pH-Wert andererseits festgestellt. Im Vergleich mit dem phagosomalen pH-Wert
des Wildtyps ist er bei #/yA- und hly-exprimierenden M. smegmatis-Zellen signifikant erhoht.
Dies ist die erste Arbeit, die einen Zusammenhang zwischen dem phagosomalen pH-Wert und
einem definierten mykobakteriellen Gen herstellt.

Mit Hilfe eines promotorlosen 4ly-Genes konnte in M. smegmatis ein System aufgebaut wer-
den, das die Isolierung von Promotoren ermdglicht, die im Phagosom zu einer erhdhten Ex-
pressionsrate fiihren. Durch dieses System wurden zwei Promotoren isoliert. Dabei handelt es
sich um den Promotor stromaufwirts des ahpC-Genes und einen Promotor stromaufwérts
eines bisher unbekannten Genes. Beide isolierten Promotoren weisen auch extrazelluldre Ak-
tivitdt auf. Es wurden zwei weitere Systeme hergestellt, mit deren Hilfe die intrazelluldre
Promotoraktivitdt in Mykobakterien gemessen werden kann. Fiir den ahpC-Promotor lie sich
eine signifikante Induktion durch das Mikromilieu des Phagosoms aufzeigen. Fiir den bisher
unbekannten Promotor konnte eine vergleichbare Induktion nicht gezeigt werden. Die Akti-
vitdt der isolierten Promotoren wurde mit anderen mykobakteriellen Promotoren verglichen.
Von den untersuchten Promotoren weist der ahpC-Promotor die stirkste intrazelluldre Akti-
vitdt 8 h nach Infektion auf. Damit ist der ahpC-Promotor hervorragend geeignet, um Gene

intrazelluldr iiber einen ldngeren Zeitraum in M. smegmatis zu exprimieren.
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Die Induktion von mykobakteriellen Promotoren durch das Mikromilieu des Phagosoms
konnte auch bei M. smegmatis festgestellt werden. Phagosomal-induzierte Promotoren von M.

smegmatis wurden erstmalig in dieser Arbeit identifiziert.

Abstract

In this study the impact of the pore-forming haemolysins //y and #/yA4 on the survival of M.
smegmatis in macrophages was investigated. The relevant factors for the intracellular survival
were characterised.

For these experiments two transformants were constructed which express these genes consti-
tutively. The survival rate of these transformants was compared to other transformants that do
not express theses genes. Both #/y4 and the hly expressing M. smegmatis cells show an in-
creased intracellular survival. The increased survival was not due to a phagosomal escape as
proven by electron microscopic studies. The phagosomes of all transformants show a minor
concentration of the transferrin receptor in comparison to the phagosomes of M. bovis BCG.
The lack of this receptor and the fusion of early endosomes with the phagosomes are indica-
tions of the maturation process of the phagosome. A correlation between the expression of
tly4 and hly on one hand, and the phagosomal pH on the other, was found and this correlation
is important for the intracellular survival. The phagosomal pH is significantly higher in #/y4
and &ly expressing transformants than in the wildtype. In this study the correlation between
the phagosomal pH and a specific mycobacterial gene was shown for the first time.

Using a promoterless /4ly gene, a system was constructed, which enabled the isolation of pro-
moters in M. smegmatis that cause a higher expression rate in phagosomes. The application of
this system resulted in the isolation of two promoters. They were identified as the ahpC-pro-
moter and a promoter upstream of an unknown gene. Both promoters have an extra cellular
activity. Two additional systems were build up to measure the intracellular promoter activity
in mycobacteria. A significant induction by the phagosomal environment was measured. For
the unknown promoter a comparable induction could not be found. The activity of the isolated
promoters was compared with other mycobacterial promoters. The ahpC-promoter showed
the strongest intracellular activity of all the investigated promoters, 8 h after infection. There-
fore the ahpC-promoter in M. smegmatis, is especially suited for gene expression intracellu-
larly over a longer time period.

By these experiments an induction of promoters, which are induced in pathogenic mycobacte-
ria could be detected in M. smegmatis, too. Promoters of M. smegmatis, which are induced by

the phagosomal environment, were identified in this study for the first time.
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1 Einleitung

1.1 Mykobakterien

Die Gattung Mycobacterium gehort zu den nicht-mycelartig wachsenden Vertretern der Acti-
nomycetales. Gattungsspezifische Merkmale sind die langkettigen Mycolsduren in der Zell-
wand und der hohe Anteil an Guanin und Cytosin an der DNA (Levy-Frebault & Portaels,
1992; Shinnick & Good, 1994). Die Zellwandbeschaffenheit macht die Zellen sdurestabil und
wird beim Nachweis dieser Mikroorganismen genutzt. Die Mykobakterien werden anhand der
Wachstumsrate in langsam-wachsende und schnell-wachsende Mykobakterien unterteilt
(Shinnick & Good, 1994). Langsam-wachsende Mykobakterien sind schwerkultivierbar und
einige Arten dieser Gruppe gehoren zu den obligat pathogenen Krankheitserregern. Die wich-
tigsten Arten dieser Gruppe sind Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, M. marinum und M.
avium. Durch Robert Koch wurde 1882 M. tuberculosis als Erreger der Tuberkulose identifi-
ziert. Mit diesem Erreger sind nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation ein Drittel
aller Menschen infiziert. Die Zahl der Todesfille wurde 1997, die durch Tuberkulose verur-
sacht wurden mit 2 Millionen angegeben (Dye et al., 1999). So kommen mehr Menschen
durch Tuberkulose zu Tode, als durch irgendeinen anderen Krankheitserreger (Bloom & Mur-
ray, 1992). M. bovis ist der Erreger der Rindertuberkulose, der auch fiir den Menschen patho-
gen ist. M. avium ssp. paratuberculosis ist der Erreger der Paratuberkulose (Johne s disease),
der haufigsten bakteriellen Erkrankung von Rindern (Cocito et al., 1994). Alleine fiir die Ver-
einigten Staaten von Amerika soll der jdhrliche landwirtschaftliche Schaden 1,5 Milliarden
US Dollar betragen (Jones, 1989). M. avium und M. intracellulare sind die hdufigste Todes-
ursache von AIDS Patienten (20-50% fiir M. avium) (Brettle, 1997).

Die meisten Arten der schnellwachsenden Mykobakterien sind fiir den Menschen apathogene
Bodenbakterien (Collins, 1989). Zu ihnen zdhlen u.a. M. gordonae, M. terrae und M. smeg-
matis. Einige Erreger der schnellwachsenden Mykobakterien wie z.B. M. fortuitum und M.
chelonae konnen jedoch schwere Infektionen verursachen (Clapper & Whitcomb, 1967;
Safranek et al., 1987; Smith et al., 2001)

Verschiedene Mykobakterienarten wie M. marinum, M. fortuitum, M. chelonae (Talaat et al.,
1997) und M. smegmatis (Talaat et al., 1999) sind als Krankheitserreger bei Fischen beschrie-
ben. M. smegmatis bildet in Goldfischen, Carassius auratus, Granulome, die mit denen von
M. tuberculosis im Menschen histologisch vergleichbar sind (Talaat et al., 1999).

M. smegmatis gilt fiir viele molekularbiologische Untersuchungen als ein geeigneter Modell-

organismus (Reyrat & Kahn, 2001). Gegeniiber M. tuberculosis hat M. smegmatis den Vor-
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teil, dass ein Labor der Sicherheitsstufe 2 fiir die meisten Untersuchungen ausreichend ist,
dass die Wachstumsrate von M. smegmatis wesentlich iiber der von pathogenen Mykobakte-
rien liegt und dass die Transformationsrate des M. smegmatis-Stamms mc?*155 hdher ist als

von anderen Mycobacterium-Stimmen (Snapper et al., 1990).

Von den vielen Aspekten der Pathogenese von Mykobakterien soll hier ausschlieBlich auf die

Bildung des mykobakteriellen Phagosoms eingegangen werden.

1.2 Phagozytose von Mykobakterien durch Makrophagen

Makrophagen sind Teil der angeborenen Immunantwort. Sie nehmen durch Phagozytose Zell-
teile oder ganze pro- und eukaryotische Zellen auf. Bei der Phagozytose unterscheiden
Makrophagen zwischen korpereigenen Zellen bzw. Zellteilen und fremden Zellen. Bakterien
werden in der Regel iiber Rezeptoren aufgenommen. Zu diesen gehdren der Komplementre-
zeptor, der dem Integrin aM[32 bzw. CD11b entspricht (Carroll, 1998; Chimini & Chavrier,
2000; Sengelov, 1995), der Fc- (Daeron, 1997) und der Mannoserezeptor (Stahl & Ezekowitz,
1998). Die Interaktion mit einem spezifischen Rezeptor fiihrt zur Polymerisation von Aktin an
der Stelle, an der das Bakterium aufgenommen wird (Aderem & Underhill, 1999). Wihrend
sich bei Fc-Rezeptor-vermittelter Phagozytose Pseudopodien bilden, wird bei Komplementre-
zeptor-vermittelter Phagozytose das Bakterium in den Makrophagen hineingezogen (Kaplan,
1977). Antikorper stellen eine Schnittstelle zwischen der erworbenen und der angeborenen
Immunantwort dar (Aderem & Underhill, 1999). Sie erkennen mit sehr hoher Spezifitit Anti-
gene auf Bakterienzellen. Der Fc-Teil des Antikorpers wird von einem Rezeptor der Fc-Re-
zeptor-Familie gebunden (Ravetch, 1997; Ravetch & Clynes, 1998; Unkeless et al., 1995).
Die Fcy-Rezeptor vermittelte Phagozytose ist am besten verstanden. Der humane Fcy RIIA-
Rezeptor beispielsweise besteht aus einer extrazelluldren Doméne, die den Fc-Teil von Anti-
korpern bindet, einem Transmembranbereich und einem zytoplasmatischen Teil mit zwei
YXXL ITAM-Motiven (ITAM: immunoglobulin gene family tyrosine activation motif)
(Ravetch, 1994; Reth, 1989). Das Binden eines Liganden an diesen Rezeptor fiihrt zu einem
Zusammenlagern der Rezeptormolekiile und zur Phosphorylierung des ITAM-Motivs. Fiir
diesen Vorgang und die Aktivierung von PI3-Kinase ist die SYK-Kinase notwendig (Cox et
al., 1996). Fiir die Polymerisation von Aktin sind GTPasen der Rho-Familie verantwortlich

(Hackam et al., 1997).
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M. tuberculosis wird liber den Komplement-Rezeptor (Cywes et al., 1996; Cywes et al., 1997,
Schlesinger et al., 1990; Schlesinger et al., 1994) und den Mannose-Rezeptor (Astarie-Deque-
ker et al., 1999; Schlesinger, 1993) aufgenommen. Opsonisierte M. tuberculosis-Zellen kon-
nen auch iiber den Fc-Rezeptor phagozytiert werden (Malik et al., 2000). Diese Form der Auf-
nahme stellt fiir M. tuberculosis einen Nachteil im intrazelluldren Uberleben dar (Malik et al.,

2000).

1.3 Das Phagosom von M. tuberculosis, M. bovis und M. avium
in humanen und murinen Makrophagen

Als wichtigste Virulenz-Eigenschaft von pathogenen Mykobakterien (auler M. ulcerans) wird
die Fahigkeit gesehen, in Makrophagen zu iiberleben und intrazelluldr zu proliferieren
(Deretic & Fratti, 1999). Armstrong & Hart (1975) konnten als erste zeigen, dass das Phago-
som von M. tuberculosis nicht mit Lysosomen fusioniert. Durch weitere Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung der Phagosomen-Lysosomen-Fusion eine Folge
des Ausbleibens der phagosomalen Reifung ist (Clemens & Horwitz, 1995; Hasan et al.,
1997; Via et al., 1997; Xu et al., 1994). Die Phagosomen von toten Mykobakterien oder zu-
sammenhédngende Bakterien fusionieren mit Lysosomen (Clemens & Horwitz, 1995).

Fiir die Inhibierung der Phagosomen-Reifung wurden verschiedene Mechanismen postuliert
(Clemens, 1996). So wurde das Ausbleiben der phagosomalen Reifung auf die Produktion
von Ammonium zuriickgefiihrt (Gordon et al., 1980). M. tuberculosis produziert Ammonium
vor allem tiber die Aktivitit der Urease (Clemens et al., 1995). Durch den Vergleich mit der
Urease aus M. smegmatis schlieBt Clemens (1996), dass die Ammoniumproduktion mogli-
cherweise zur Virulenz von M. tuberculosis beitrigt, aber nicht als einziger Faktor angesehen
werden kann. Insbesondere die Eigenschaften der mykobakteriellen Zellwand sollen fiir die
Inhibierung der Fusion zwischen Phagosomen und Lysosomen verantwortlich sein (Crowe et
al., 1994; Goren et al., 1976; Ryter et al., 1984; Spargo et al., 1991).

Verschiedene Proteine des Makrophagen wurden in Verbindung mit der Inhibierung der pha-
gosomalen Reifung gebracht. Eines der Makrophagen-Proteine ist das TACO-Protein (Ferrari
et al., 1999; Pieters, 2001). TACO findet sich assoziiert mit Phagosomen von lebenden patho-
genen Mykobakterien, aber nicht von toten Mykobakterien. In Zellen, die kein TACO expri-
mieren, werden pathogene Mykobakterien verdaut. TACO ist zu 35% identisch mit Coronin

aus Dictyostelium discoideum (Ferrari et al., 1999). Der kausale Zusammenhang zwischen der
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phagosomalen Reifung und dem Verbleiben von TACO am Phagosom wird von neueren Un-
tersuchungen in Frage gestellt (Schuller et al., 2001).

Die Fusion von frithen Endosomen mit Phagosomen und Phagosomen mit Lysosomen wird
iber kleine GTPasen, den sog. Rab-Proteinen, gesteuert (Pfeffer, 1994). Die Fusionsrate von
friihen Endosomen untereinander und mit Phagosomen wird {iber Rab5 reguliert (Desjardins
et al., 1994; Rybin et al., 1996). Rab7 ist mit spidten Endosomen assoziiert (Chavrier et al.,
1990) und bewirkt die Reifung von Phagosomen (Feng et al., 1995; Rupper et al., 2001).
Wihrend Rab5 in Phagosomen von pathogenen Mykobakterien vorhanden ist, fehlt Rab7 in
diesen Phagosomen (Fratti et al., 2000; Via et al., 1997). Es ist aber umstritten, ob Rab7 eine
kausale Rolle bei der Inhibierung der phagosomalen Reifung spielt (Clemens et al., 2000).

Ein detailliertes Modell des Phagosoms von pathogenen Mykobakterien ist im Diskussionsteil

dieser Arbeit wiedergegeben (Abb. 59, S. 97).

1.3.1 Phagosomaler pH

Die Ansduerung des Phagosoms muss als ein entscheidender Schritt in der Abtdtung von
Mikroorganismen im Phagosom angesehen werden (de Chastellier & Thilo, 1999). Die pH-
Verminderung selbst ist nur fiir vergleichsweise wenige Mikroorganismen tddlich (Haas &
Goebel, 1992). Entscheidender ist vielmehr die Aktivitidt von Hydrolasen, deren pH-Optimum
zwischen pH 4 und 5 liegt. Des Weiteren wird durch die Absenkung des pH-Wertes der oxi-
dative Stress erhoht, da die spontane Dismutation von O," zu H,O; ein maximale Rate bei pH
4,8 hat (Fridovich, 1978). Durch die Aktivitit der NADPH-Oxidase, die sich in der phagoso-
malen Membran anreichert, werden toxische Sauerstoff-Derivate gebildet, die neben den

Hydrolasen zum Abtdten der Mikroorganismen beitragen (Leusen et al., 1996).

Bei verschiedenen pathogenen Mikroorganismen kommt es nur zu einer geringen Ansduerung
des Phagosoms auf einen pH-Wert von 6,1, z.B. bei Legionella pneumophila (Horwitz &
Maxfield, 1984), Toxoplasma gondii (Sibley et al., 1986) und M. tuberculosis, M. avium und
M. bovis BCG (Crowle et al., 1991; Hackam et al., 1998; Oh & Straubinger, 1996).

Bei pathogenen Mykobakterien wird diese geringe Ansduerung auf die geringe Menge an
V-ATPase, die in der phagosomalen Membran lokalisiert ist, zuriickgefiihrt (Hackam et al.,
1997). Na'/H -austauschende Proteine sind zwar in der phagosomalen Membran vorhanden,
sollen aber fiir den phagosomalen pH-Wert eine untergeordnete Rolle spielen (Hackam et al.,
1997). Ein weiterer wichtiger Hinweis, dass der phagosomale pH-Wert von gro3er Bedeutung

fiir das Uberleben von Mykobakterien im Phagosom ist, zeigt sich in der Tatsache, dass ein
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Locus auf dem Chromosom 1 der Maus, der mit bcg bezeichnet wird, fiir eine natiirliche Re-
sistenz gegen verschiedene pathogene Mykobakterien verantwortlich ist (Appelberg & Sar-
mento, 1990; Gros et al., 1981; Malo & Skamene, 1994). Diese natiirliche Resistenz beruht
auf der Aktivitdt von Nrampl (ratural resistance—associated macrophage protein), welches

eine Ansduerung des Mykobakterien-Phagosoms bewirkt (Hackam et al., 1998).

1.4 Differenzielle Genexpression

Um den Mechanismus zu verstehen, mit dem ein pathogenes Bakterium das Immunsystem
umgeht, miissen die bakteriellen Gene identifiziert werden, die fiir jeden einzelnen Schritt der
Infektion notwendig sind (Mahan et al., 1993). Die Expression der meisten bekannten Viru-
lenz-Faktoren wird durch Mikromilieufaktoren induziert, die mit Mikromilieufaktoren im
Wirtsgewebe iibereinstimmen (Mekalanos, 1992). Die Identifizierung von zusammenhén-
genden DNA-Abschnitten, die Gene kodieren, welche fiir die Virulenz von Bedeutung sind,
sog. Pathogenititsinseln (PAIS), stellt einen groBen Fortschritt im Verstdndnis der Virulenz
dar (Hacker et al., 1997; Lee, 1996). Pathogenititsinseln wurden beispielsweise bei Helico-
bacter pylori (Figura & Valassina, 1999), Yersinia-Arten (Schubert et al., 1998), Salmonella-
Arten (Suarez & Russmann, 1998), Pseudomonas syringae (Collmer et al., 2000) und Esche-
richia coli (Kaper, 1998) identifiziert. Ein vergleichbarer genomischer Abschnitt, der icm/dot
(intracellular multiplication/defect in organelle trafficking) (Berger & Isberg, 1993; Brand et
al., 1994; Marra et al., 1992) genannt wird, wurde bei Legionella pneumophila gefunden und
charakterisiert. Durch den Vergleich verschiedener Mykobakterien-Genome wurden genomi-
sche Abschnitte erfasst, die bei Stimmen mit verminderter Virulenz fehlen und in anderen
Stamme vorhanden sind (Mahairas et al., 1996; Tizard et al., 1998). Ein kausaler Zusammen-
hang zwischen der Virulenzverminderung und dem isolierten DNA-Abschnitt konnte bisher
aber nicht gezeigt werden.

Von groflem Interesse sind mykobakterielle Gene, die differentiell im Phagosom exprimiert
werden. Zur Identifizierung dieser Gene wurden sehr unterschiedliche Methoden angewandt.
Diese Methoden lassen sich in vier Gruppen unterteilen: Methoden, die Unterschiede im Ge-
nom erzeugen, Methoden, die mRNA-Transkripte vergleichen, Methoden, die zur Erfassung
von Promotoraktivititen dienen, und solche, die Unterschiede im Proteinmuster hervorheben.
Zur ersten Gruppe gehort die Transposon-Mutagenese mit deren Hilfe Virulenz-assoziierte
Gene in M. tuberculosis identifiziert wurden (Camacho et al., 1999). Durch Vergleiche von

mRNA-Transkripten wurden Gene identifiziert, die bei pathogenen Mykobakterien diffe-
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rentiell im Phagosom exprimiert werden (Graham & Clark-Curtiss, 1999; Li et al., 2001;
Plum & Clark Curtiss, 1994). Zu den identifizierten Genen gehort das ,macrophage induced
gene’ (mig) (Plum & Clark Curtiss, 1994) und der Sigma-Faktor E (Graham & Clark-Curtiss,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass mig eine Acyl-CoenzymeA-Synthetase kodiert
(Morsczeck et al., 2001).

Unter der Verwendung verschiedener Reporter-Gene war es moglich Gene zu identifizieren,
die differentiell exprimiert werden. Zu diesen Reporter-Genen gehort die Luziferase, die von
Marston & Shinnick (1996) benutzt wurde, und das griin fluoreszierende Protein (GFP). GFP
wird bei der Zellsortierung mittels eines FACS-Geréites verwendet (Valdivia & Falkow, 1996;
Valdivia & Falkow, 1997). Diese Methode wird ‘differential fluorescence induction’ (DFI)
genannt. Sie wurde fiir M. bovis BCG und M. marinum angewandt (Barker et al., 1998; Ra-
makrishnan et al., 2000; Triccas et al., 1999).

Eine indirekte Methode zur Identifizierung von Virulenz-Faktoren ist die Suche nach homo-
logen Genen von bekannten Virulenz-Faktoren. Dazu gehoren Gene, die unter erhéhtem oxi-
dativem Stress gebildet werden und Oxidantien abbauen konnen, wie z.B. das Katalase-Gen
katG und die Superoxid-Dismutase sod. Das invA-Gen wurde auf Grund seiner Homologie
zum iap, das beim Eindringen von Listeria monocytogenes in die eukaryotische Zelle eine
Rolle spielt (Kuhn & Goebel, 1989), identifiziert (Labo et al., 1998). inv4 zeigt aber auch
Homologie zur Integrase von E. coli (Poelarends et al., 2000). In Makrophagen wird invA
differentiell exprimiert (Mariani et al., 2000). Die Suche nach homologen Genen fiihrte auch
zur Identifizierung von tly4, das wegen seiner Homologie zum t/ly4 von Brachyspira (Serpu-
lina) hyodysenteriae im mykobakteriellen Genom identifiziert und fiir das himolytische Akti-
vitdt gezeigt wurde (Wren et al., 1998).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass verschiedene Gene identifiziert werden konnten,
die mit der Virulenz der Mykobakterien in Verbindung stehen. Um die Pathogenese von My-
kobakterien zu verstehen, miissen die einzelnen Schritte dieses Prozesses und die Rolle, die

die entsprechenden Virulenz-Faktoren dabei spielen, besser charakterisiert werden.

1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkungsweise der Virulenz-Faktoren ily und
tlyA auf das Uberleben von M. smegmatis in Makrophagen zu charakterisieren. Dabei sollte
die Uberlebensrate von M. smegmatis-Transformanten, die hly oder tly4 exprimieren, mit der

Uberlebensrate von Zellen, die dem Wildtyp entsprechen, verglichen werden. Es sollte ein
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Zusammenhang zwischen der Uberlebensrate und Prozessen im Makrophagen hergestellt
werden. Hierfiir sollte deutlich gemacht werden, ob die Bakterien von einer phagosomalen
Membran umgeben sind oder die phagosomale Membran aufgelost wird. Es sollte gepriift
werden, ob es einen Zusammenhang zwischen dem phagosomalen pH-Wert und der Expres-
sion von tly4 und hly gibt.

Promotoren, die durch das Mikromilieu des Phagosoms induziert sind, sollten aus dem myko-
bakteriellen Genom isoliert werden. Die Aktivitéit der isolierten Promotoren sollte extra- und
intrazelluldr gemessen werden und mit anderen mykobakteriellen Promotoren verglichen

werden. Ein Zusammenhang zu Stressfaktoren sollte aufgezeigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Tab. 1:

Liste der in dieser Arbeit benutzten Gerite.

Elektrophoreseapparaturen

Bio-Rad Mini-Protean Gelkammer I[ITM
Pharmacia Gelkammern fiir Agarosegel-Elektrophorese

Elektroporationsgerit

Bio-Rad Gene Pulser
BioRad coli-Pulser

Feinwaage Sartorius 2004 MP
Fluoreszensphotometer Wallac Victor” TM Multilabel Counter 1420
Inkubationsschiittler New Brunswick Scientific Innova 4230
New Brunswick Scientific G10 Gyrotory Shaker
PCR-Gerite Perkin-Elmer-Cetus GeneAmp PCR-System 9600
MJ Research PTC100
pH-Meter WTW Multilab S40
Sequenzier-Geriite Applied Biosystems ABI Prism Model 310
Spannungsgeber BioRad Powersupply 200/2.0
Pharmacia Electrophoresis Constant Power SupplyECPS
3000/150
Pharmacia Electrophoresis Power Supply EPS 500/400
Spektralphotometer Shimazu UV 1202
Thermoblock Themomixer comfort Eppendorf

Videodokumentationsanlage

Bio Rad Geldoc 2000

Zellmiihle

Retsch Zell-Miithle MM2000

Zentrifugen Heraeus Sepatech Biofuge 13
Heraeus Sepatech primo
Heraeus Biofuge pico
Du Pont Instruments Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge (Rotoren: SS34, GS3)
Transilluminator Flu-O-Blu Biozym

2.2 Chemikalien

Agar-agar (Baker, Darmstadt; Serva, Heidelberg), Agarose (Seakem; Biozym, Oldendorf),
Ampicillin (Sigma-Aldrich, Miinchen), BactoTrypton (Difco, Augsburg), Desoxynukleosid-,
Didesoxynukleosid-5'-Triphosphate (Perkin-Elmer, Foster City, USA; Boehringer, Mann-
heim), Ethanol (Riedel de Haen, Seelze), Ethylendiamin-N,N,N',N'Tetraessigsdure-Dinatri-
umsalz = EDTA (Merck, Darmstadt), Ethidiumbromid (Bio-Rad, Miinchen), Ficoll-Paque
(Pharmacia), Gentamycin (Sigma-Aldrich, Miinchen), Glycerin (Riedel de Haen, Seelze),
Hefe-Extrakt (Difco, Augsburg), Kanamycin (Sigma-Aldrich, Miinchen), ,,1kb ladder* (MBI),

Natriumchlorid (Riedel de Haen, Seelze), Protein GroBenstandard ,,rainbow-ladder* (Amer-
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sham, Freiburg), Proteinase K (Sigma-Aldrich, Miinchen), Rinderserumalbumin BSA (Serva,
Heidelberg), RPMI 1640 (Invitrogen, Karsruhe), Streptomycin (Sigma-Aldrich, Miinchen),
Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Miinchen), Tween80 (Serva, Heidelberg), 5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-[3-galaktopyranosid = x-gal (Boehringer),

Alle sonstigen Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Amers-
ham Buchler (Braunschweig), Baker, Bio-Rad (Miinchen), Boehringer (, Merck (Darmstadt),
Qiagen (Hilden), Riedel de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Seakem, Serva (Heidelberg) und
Sigma-Aldrich (Miinchen) bezogen.

2.3 Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden Oligonukleotide zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels
PCR und zur Klonierung in Vektoren verwendet. Alle Oligonukleotide wurden von der Firma

MWG-Biotech AG (Ebersberg) synthetisiert und sind in Tab. 2 und Tab. 3 aufgefiihrt.

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide zur Sequenzierung und
Amplifizierung mittels PCR

Name Sequenz Verwendung
fw Tly GF GGGGTACCACTTCCGGGCGGCACTGGTGG PCR-Ollgonukleotld zur Ampli-
fizierung von tly4
w le A GGTACCTGTGGACGACCAGCAGAACACTGCG s. fw le GF
. Oligonukleotid zur Amplifizierung
P sigE fw CCATGTTCCGCAGCGTAGGCGACAG des sigE-Promotors mittels PCR
P sigE rv BamHI CGGGATCCCCCAGGACGGCATGGCCGC s. P sigE fV,V; mit BamHI-Schnitt-
stelle am 5°-Ende
P rpsi fw TCACCOATATGCTGCTGEGE PCR-Ohgonukleo‘ud zur Ampli-
fizierung des rpsL-Promotors
P rpsL rv BamHI CGGGATCCCGGACCAGCTGCTGAATGGT s. P rpsL fw; mit BamHI-Schnitt-
stelle am 5°-Ende
PCR-Oligonukleotid zur Ampli-
PcysDfw AAATACCCAGTTGGCGTAGCG fizierung des cysD-Promotors; mit
halber Swal-Schnittstelle
s. PcysDfw; mit BamHI-Schnitt-
PCySDrV CGGGATCCCCTGTTCCACGTCCTCATA Stelle
PCR-Oligonukleotid zur Ampli-
ProTrapSense GCGGATCCGCAAGCCCCACCAGGC fizierung der Insertionsstelle des
Vektors pTRAP
ProTrapAntisense TGTTGGAATTTAATCGCGGC s. ProTrapSense
PCR-Oligonukleotid zur Amplifi-
fw leRFP GGCTGCAGACTTCCGGGCGGCACTGGTGG Zierung von le zur Fusion mit
RFP; PstI-Schnitt
rev le—RFP GGTGGATCCCACGGGCCCTCGCTAATCGCACGG | §. fw leRFP; BamHI-Schnitt
M13 GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzi.erung von
pBluescript II (KS)
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Name Sequenz Verwendung
Sequenzierung von

M13 reverse CTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATT .
pBluescript 11 (KS)

universe GTAATACGACTCACTATAGGGC Sequenzierung von pBluescript II
(KS)

reverse TCATGGTCATAGCTGTTTCC (Slzgl)lenzwrung von pBluescript I

Tab. 3: Oligonukleotide zur Einfiihrung synthetischer DNA-Verbindungsstiicke (Linker)

Name Sequenz Verwendung
Verbindungsstiick fiir Vektor
ProTrapGFP fw P Sty pTRAP zur Deletion von Aly, rpsL
und lacZ
GGATTTAAATCAGCTGGCGGAT
ProTrapGFP rv CCGTCGACCCGAAGCTTGGTAC s. ProTrapGFP fw

Verbindungsstiick fiir Klonie-
rungsschnittstelle von pPGFP3 zur

LinkGTGfw GATCCCAGCTGATTTAAATTTAAT Einfiihrung von Pvull-Schnittstelle
und Deletion einer BamHI-Schnitt-
stelle

LinkGTGrv TAAATTTAAATCAGCTGG s. LinkGTGfw

GTAGGCCGGCCCACGGCGATCA Synthetische Sequenz des rnhA

Term U20115 fw TCGCGGTCGCCGCGGAGCTCTCG TZrminators von M. smegmatis

CGAGAGCTCCGCGGCGACCGCG
Term U20115 rv ATGATCGCOGTGGGOCGGCCTAC s. Term U20115 fw
TB-Term Nael GTAGGCCGGCTTGCATAGAGTTACGGCG

Verbindungsstiick zum Austausch
LinkerNcol->Swal CATGCATTTAAATG einer Ncol-Schnittstelle gegen eine
Swal-Schnittstelle

AGAGGAGTAGTGCCTGAGCAGAGG

T inR ff CACTAACTCCTCAGAGGAGTAGTG Terminatrosequenz von B. subtilis
€rm sin CCTGAGCAGAGGCACTAACTCCTCA des sinR
TTTAAAT
GATCCATTTAAATGAGGAGTTAGTGCCTCTG
Term sinR rw CTCAGGCACTACTCCTCTGAGGAGTTAGTGCC s. Term sinR ff

TCTGCTCAGGCACTACTCCTCT

Zusammengesetzter Terminator aus
GGTACCAAAACCTCCGCTTTATCGCGGAGGTT Termmatorseguenz von B. R ubtilis
T4 ff TTACAGAGACCCCTATCAAATAGGGGTCTTT Protoporphyrinogen IX oxidase und

Terminatorsequenz von M. smeg-
matis whib3

GATCCATTTAAATACAAAGACCCCTATTTGA
T4 rw TAGGGGTCTCTGTAAAACCTCCGCGATAAAGCG | §. T4 ff
GAGGTTTTGGTACC

Verbindungsstiick zur Einfithrung
einer Ribosom-Bindungs-Sequenz

Linker ff T SD GATCAGATCTCTGACAAAGGGGCACAGGCG
vor rpsL

Linker rw T SD AGCTCGCCTGTGCCCCTTTGTCAGAGATCT s. Linker ff rT SD

Verbindungsstiick zum Austausch
Link EcoRi zu Kpn AATTGGTACC einer EcoRI-Schnittstelle gegen eine
Kpnl-Schnittstelle

Verbindungsstiick zur Einfithrung

Link ThisRfp fw G aceaceaceac eines His-Tags in Vektor pT-R in
die BamHI-Schnittstelle

Link ThisRfp rv A oA araaTe s. Link ThisRfp fw
Verbindungsstiick zur Einfithrung

Link ff Kpn->SwaBamPac ATTTAAATCGGGATCCGCTTAATTAAGC einer Klonierungsschnittstelle in
den Vektor pTRAP2

Link rv Kpn->SwaBamPac GCTTAATTAAGCGGATCCCGATTTAAATGTAC | 5. Link ff Kpn->SwaBamPac

Linker Kpni->Swal GATTTAAATCGTAC Austausch der einer KpnlI-Schnitt-

stelle gegen eine Swal-Schnittstelle
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2.4 Plasmide

Tab. 4: Plasmide, die in dieser Arbeit verwendet bzw. erstellt wurden
Name Merkmale Beschreibung Quelle
Alexeyev et al. (1995)
pBSL141 Amp' Gm" Vektor mit Gentamycin-Resistenz-Kassette
Bluescript 11 Stratagene (Amsterdam,
](;)KS) p Amp’ ColEl Klonierungs- und Expressionsvektor Niederlande); Short et al.
(Short et al., 1988)
pFDY 157 Amp" ColEl lacZ Plasmid mit promotorlosem lacZ K. Schnetz
pDsRed1-1 RFP Klonierungsplasmid mit RFP Clontech, Heidelberg
pBluelacZ Amp’ ColEl lacZ pBluescript IT (SK) mit lacZ aus pFDY 157 Diese Arbeit
pBlue:rps I Amp’ ColE1 rpsL Ir)ril[ljiscrlpt II (SK) mit rpsL aus pMV261- Diese Arbeit
pBlue:rpsLSD Amp" ColE1 rpsL pBrpsL mit Shine-Dalgano-Sequenz Diese Arbeit

Identisch mit dem Plasmid pAT261, hier

Gentschev et al. (1995)

pAT261 Kana" ColE1 pAL5000 Aly durch Deletion von /ly des Plasmids
pAT261:hly hergestellt Stover et al. (1993)
Plasimdares E. coli/

pAT261:hly Kana® ColE1 pAL5000 Aly Mykobakterien-Schaukelplasmid mit sezer- Hess et al. (1998)
niertem Listeriolysin

pAT261:tlyA Kana" ColE1 pAL5000 ¢ly pAT261 mit tlyA iiber PCR Diese Arbeit

pAT261:lacZ Kana" ColE1 pALS5000 lacZ | pAT261:hly mit lacZ Diese Arbeit

pMV261-rpsL+

Kana" ColE1 attP rpsL+

Integratives E. coli/

Mykobakterien-Schaukelplasmid

Sander et al. (1995)

pGPC41 Amp’ ColE1 GFP mut 3 Expressionsvektor G. Plum
pGPC25GFP Kana'" ColE1 attP GFP pMV261-rpsL+ mit GFP Diese Arbeit
pGPC25G G’ ColE attP rpsL+ pKI;/IS\S/eth; -rpsL+ mit Gentamycin-Resistenz- Diese Arbeit
pUTkml1 luxAB Plamid mit Minitransposon /uxAB de Lorenzo et al. (1990)
pGPC25g:luxAB | Gm" ColEl attP pGPC25g mit luxAB Diese Arbeit
pTRAPI hiy PAT261 :h{y mit Verbindungsstiick , LinkerN- Diese Arbeit
col->Swal
pTRAP2 lacZ pAT261:hlySwal mit lacZ aus BluelacZ Diese Arbeit
pTRAP3 hly rpsL lacZ pTRAP1 mit rpsL aus pBrpsLSD Diese Arbeit
pTRAP2 ohne HSP60-Promotor und mit ] .
pTRAP4 hiy rpsL lacZ Klonierungsschnittstelle Diese Arbeit
pTRAP 5 hiy rpsL lacZ EME];;APS mit rnhA Terminators aus M. smeg- Diese Arbeit
pTRAP6 hly rpsL lacZ gTi:zzzsmlt Terminatorsequenz des sinR aus Diese Arbeit
pTRAPS mit Terminator aus B. subtilis
pTRAP7 hly rpsL lacZ Protoporphyrinogen IX oxidase und Termina- | Diese Arbeit
torsequenz von M. smegmatis whib3
) pTRAP6 mit Verbindungsstiick Austausch . .
PTRAP8 hiy rpsL lacZ von EcoRI- gegen Kpnl-Schnittstelle Diese Arbeit
pTRAP hiy rpsL lacZ pTRAP6 mit Kpnl-Fragment in umgekehrter Diese Arbeit

Orientierung
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Name Merkmale Beschreibung Quelle
PTRAP:Pygpe0 Phspeo pTRAP mit HSP60-Promotor aus pAT261:hly | Diese Arbeit
pTRAP:Klon4 hly rpsL lacZ pTRAP mit Fragment des Klon 4 Diese Arbeit
pTRAP:Klon21 hly rpsL lacZ pTRAP mit Fragment des Klon 21 Diese Arbeit
pPGFP1 pTRAP mit synthetischer DNA Diese Arbeit
pPGFP1 mit Termminatorenkassette aus . .
pPGFP2 PTRAP Diese Arbeit
pPGFP3 GFP pPGFP2 mit GFP aus pGPC41 Diese Arbeit
pPGFP3 mit Verbindungsstiick zur Deletion . .
pPGFP GFP einer BamHI-Schnittstelle Diese Arbeit
. pPGFP mit ahpC-Promotor aus . .
pPGFP:Pyc GFP Pyppe PTRAP:Klon4 Diese Arbeit
. pPGFP mit HSP60-Promotor aus . .
PPGFP:Pygpeo GFP Puseeo pAT:hlySwal Diese Arbeit
pPGFP:PrpsL GFP Py pPGFP mit rpsL-Promotor mittels PCR Diese Arbeit
pPGFP:PsigE GFP Py, pPGFP mit sigE-Promotor mittels PCR Diese Arbeit
pAT261:RFP RFP pAT261 mit RFP aus pDsRed1-1 Diese Arbeit
pGPC25G:RFP RFP Gm' pGPC25G mit RFP aus pDsRed1-1 Diese Arbeit

2.5 Amplifikation von DNA mittels PCR

DNA-Fragmente, die fiir die Klonierung vorgesehen waren, wurden mit der DNA-Polymerase

PFU (Promega, Mannheim) und DNA-Fragmente, die dem spezifischen Nachweis dienten,

mit Tag-Polymearse amplifiziert.

Zur PCR-Amplifikation wurden 1-10 ng DNA, 5 uM Primer (0,5 uM), 20 nM dNTPs (20
uM), 15 mM MgCl2 (1,5 mM), 5 U/ul Polymerase (0,5-1U) und 10x PCR-Puffer nach Her-

stellerangaben in einem Volumen von 25 oder 50 pl eingesetzt. Nach 1 min Denaturierung bei
94°C wurden 28 bis 39 Zyklen von 20 s Denaturierung bei 94°C, 30 s Hybridisierung bei 45-
68°C und 30 s bis 4 min Verldngerung bei 72°C durchlaufen. Anschlieend wurde die Ver-

langerung 10 min bei 72°C fortgesetzt und danach wurden die Ansétze auf 4°C gekiihlt. 10 pl

des PCR-Reaktionsansatzes wurde in einem 0,8-2%igen Agarosegel aufgetrennt und analy-

siert.
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2.6 Bakterienstimme und Zelllinen

Tab.5: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme

Stamm Charakterisierung Quelle
) Life Technologies
E coli DH5G F (®80dAlacZM15) A(lacZY A-argF)U169 deoR (Invitrogen, Kars-
ruhe)
M. smegmatis mc*155 elektroporationskompetenter M. smegmatis-Stamm | Snapper et al. (1990)
M. smegmatis S1000 Strg:ptomycm resistenter Stamm von M. smegmatis Diese Arbeit
mc~155
Tab. 6: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien
Zelllinie Charakterisierung Quelle
THP-1 humane Leukédmie-Zelllinie, phagozytierend, Ex- Tsuchiya et al.
pression Fc- und C3b-Rezeptoren (1980)
RAW 2647 murine Leukdmie-Zelllinie aus BALB/c, phagozytie- | Ralph et al. (1977),
' rend, keine Expression Nramp-1 Raschke et al. (1978)

2.7 Klonierungsmethoden

2.7.1 Aufreinigung von DNA

Genomische DNA wurde mit Hilfe des QIAGEN Genomic-tip System (Qiagen, Hilden) iso-
liert. Fiir die Plasmid-Reinigung auf E. coli wurde das ,QIAprep Spin Miniprep’-Verfahren
angewendet. Die Elution von DNA aus Agarosegelen wurde mittels des ,Gel Extraction Kits’

von Qiagen (Hilden) vorgenommen.

2.7.2 Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten

Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde das ,Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit” (Per-
kin Elmer, Beaconsfield, England), unterschiedliche Oligonukleotide und gereinigte Plasmid-
DNA und PCR-Produkte verwendet. Die Produkte der Sequenzierungsreaktion wurden mit

dem ,DyeEx Spin Kit’ (Qiagen, Hilden) aufgereinigt.

2.7.3 Enzyme
Alle Endonukleasen wurden von New England Biolabs (NEB, Frankfurt) nach der Beschrei-

bung des Herstellers benutzt. Des weiteren wurden T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karsruhe),
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T4-DNA-Polymerase (NEB), Tag-DNA-Polymerase (Qiagen, Hilden), Pfu-DNA-Polymerase

(Promega, Mannheim) und alkalische Phosphatase (Roche, Basel, Schweiz) verwendet.

2.7.4 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Aliquots einer Stockkultur wurden auf eine LB-Platte so aufgetragen, dass nach ca. 16 h In-
kubation bei 37°C einzelne Kolonien erkennbar wurden. Eine Kolonie wurde mit einem ste-
rilen Zahnstocher aufgenommen und in LB-Medium fiir mindestens 18 h bei 37°C geschiit-
telt. 1 ml dieser Ubernachtkultur wurden in 100 ml warmen LB-Medium gegeben. Diese Kul-
tur wurde fiir 90 bis 120 min bei starkem Schiitteln und 37°C bis zu einer OD zwischen 0,4
und 0,6 inkubiert und danach in zwei 50 ml-GefiBen bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Bakterien in 25 ml eiskaltem TMF-Puffer aufgenommen. Nach vor-
sichtigem Resuspendieren wurden die Bakterienzellen fiir mindestens 1 h auf Eis gelassen.
Danach wurden die Zellen erneut bei 4°C zentrifugiert und in 2,5 ml eiskaltem TMF-Puffer
resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde dann in 150 pl Aliquots aufgeteilt und bei
-75°C eingefroren.

Aliquots von E. coli-Zellen in TMF wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 pl Ligationsansatz
fiir mindestens 1 h inkubiert. Danach wurden die Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad
fiir 90 sec geschockt. Der gesamte 160 pul Ansatz wurde darauthin in 1 ml warmem LB-Me-
dium aufgenommen und fiir eine angemessene Dauer, die sich nach dem verwendeten Antibi-
otikum richtete, bei 37°C geschiittelt. Die Dauer der Expression waren fiir Ampicillin 35 min,
fiir Kanamycin 45 min und flir Gentamycin 1 h. Der Transformationsansatz wurde dann fiir
1 min zentrifugiert und das verbleibende Bakterienpellet auf LB-Platten mit entsprechendem

Antibiotikum gebracht.

2.7.5 Transformation kompetenter M. smegmatis-Zellen

Die Herstellung elektrokompetenter M. smegmatis-Zellen richtete sich nach dem Protokoll
von Dellagostin et al. (1993). 1 ml von M. smegmatis-Kulturen einer berechneten optischen
Dichte von 1 wurden in 200 ml warmem LB-Medium gegeben und fiir 2 Tage bei 37°C und
leichtem Schiitteln inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir 30 min auf Eis inkubiert und dann
bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 25 ml eiskaltem 10%igem Glyzerin mit 0,2 %
Tween80 aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde mindestens 5
mal wiederholt. AnschlieBend wurden das Bakterienpellet 1:1 in 10%igem Glyzerin mit 0,2 %

Tween80 gelost und in 50 pl Aliquots bei —75 °C eingefroren.
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Ein Aliquot wurde auf Eis aufgetaut und in eine eiskalte 0,2 mm Elektroporationskiivette ge-
geben. Zu den Zellen wurde eine entsprechende Menge DNA gegeben. Die Elektroporation
wurde mit einem ,BioRad Gene Pulser’ oder einem ,BioRad coli-Pulser’ bei 200 Q, 2,5 kV
und 25 pF durchgefiihrt. Die Zellen wurden darauthin in warmem LB-Medium aufgenommen
und fiir 3 h bei 37°C und schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde ein Teil des Transforma-

tionsansatzes auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

2.8 Kulturmedien

In Tab. 7 sind die Medien, die fiir Bakterienkulturen benutzt wurden, aufgelistet.

Tab.7: Verwendete Kulturmedien.

LB Medium 1,5 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl,
pH 7,2
Terrific Broth Trypton 12 g/l, Yeast Extract 24 g/, Glycerin 4 ml/l, KH,PO,, 2,31

g/l, K,HPO, 12,54 g/l

0,25 % Na,HPO4. 0,1 % (w/v) KH,PO4; 0,05 % (w/v) Na-Glutamat,
0,05 % (w/v) (NH4),SOy, 0,01 % (w/v) Na-Citrat, 0,005 % (w/v)
MgS0O,7H,0, 0,004 % (w/v) Eisen Ammonium-Citrat, 0,0001 %
(wW/v) CuSOy, 0,0001 % (w/v) Pyridoxine, 0,0001 % (w/v) ZnSOy,
0,00005 % (w/v) Biotin, 0,00005 % (w/v) CaCl,, 0,2 % (v/v)
Tween80 und 100 ml ADC

Middlebrook-Medium

TMF 100mM CaCl,, 50 mM RbCl, 40 mM MnCl,, 10% Glycerin

2.9 Antibiotika

Fiir die Selektion auf Vektor-tragende Bakterien wurden folgende Antibiotika-Zusétze in den

Nihrmedien verwendet.

Tab. 8: Konzentration der Antibiotika, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

E. coli M. smegmatis
Ampicillin 50-100 pg/ml -
Kanamycin 50 pg/ml 10 pg/ml
Gentamycin 5-10pg/ml 5-10pg/ml

2.10 Herstellung von HMDM-Kulturen

(human monocyte-derived macrophages)
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Die Isolierung von Monozyten wurden aus dem peripheren Blut von gesunden Spendern in
Anlehnung an die Protokolle von Crowle et al. (1986) und Meyer et al. (1998) durchgefiihrt.
Dafiir wurde Blut iiber einen Ficoll-Paque-Gradienten (Pharmacia, Uppsala) zentrifugiert. Die
in der Interphase gesammelten mononukledren Zellen wurden wiederholt in 37 °C warmem
RPMI 1640, das mit 10 %igem (v/v) autologem Serum oder FCS supplementiert war, gewa-
schen und anschliefend resuspendiert (Invitrogen, Karsruhe). Es wurden 10° Zellen in eine
Kammer von Glasboden-Platten gegeben (Nunc, Wiesbaden, Germany) und iiber Nacht bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nicht-adhirente Zellen wurden mit 37 °C warmen RPMI 1640
abgewaschen und die zuriickbleibenden Monozyten (circa. 5 x 10* Zellen/Kammer) wurden in

Makrophagen-Medium bis zur Infektion kultiviert.

2.11 Infektion von Makrophagen

Die Infektion erfolgte mit kleinen Anderungen der Methode von Post et al. (2001). Makropha-
gen wurden in einer Dichte von 5x10° und 1x10° in einer Kammer gehalten. Das Volumen der
Kultur lag dabei zwischen 2 und 3 ml. Als Kammern wurden entweder ,6 well tissue culture
plate’ (Greiner, Frickenhausen) oder Objekttriger mit einer aufgeklebten Flasche (Nunc, Ros-
kilde, Ddnemark) verwendet.

Die Anzahl der Bakterien wurde im Fall der Versuche zur Uberlebensrate und fiir das Screen-
ing der genomischen DNA-Bank als koloniebildende Einheiten bestimmt. Dafiir wurden Ali-
quots in 10er Verdiinnungsschritten eingefroren, zwei Aliquots aufgetaut und die Anzahl der
lebensfdhigen Bakterien auf LB-Agarplatten in Verdiinnungsreihen bestimmt.

Diese Methode hat sich fiir die Infektion von Makrophagenkulturen, die fiir die Untersuchung
mit dem Elektronen- oder Fluoreszenz- oder Lasermikroskop vorgesehen waren, als un-
brauchbar herausgestellt, da beim Einfrieren ein sehr unterschiedlicher Prozentsatz an Bakte-
rien abstarb. Tote Bakterien oder wenig vitale Bakterien sind aber im EM und im Fluores-
zenzmikroskop von lebenden Bakterienzellen oft schwer oder gar nicht zu unterscheiden. Ei-
ne Ausnahme machen GFP oder RFP-exprimierende Zellen. Hier lassen sich tote von vitalen
Zellen gut unterscheiden, da mit dem Absterben die Fluoreszenz zuriickgeht.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden die Bakterien nicht vorher eingefroren. Es wurde
mit einer Bakterienkultur, die sich in der spdten logarithmischen Wachstumsphase befand, mit
einer ODgpo von 0,2 mit 500 pl in RPMI-Medium infiziert. Fiir ein genaueres Abschitzen der
Infektionsrate wurden 5 pl Bakterienkultur im Phasenkontrast im Mikroskop betrachtet und

die Anzahl der Bakterien geschétzt oder nach Sichtfeldern gezihlt.
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2.12 Uberlebensraten

Es wurden zwei unterschiedliche Versuchsansitze gewihlt, um die Uberlebensrate von M.
smegmatis in Makrophagenkulturen zu quantifizieren (Abb. 1). Zum einen wurden die Klone
in getrennten Ansitzen infiziert und die Uberlebensrate getrennt voneinander bestimmt. Zum
anderen wurden die Klone in einem Ansatz infiziert und die Uberlebensrate auf einer Platte
bestimmt. Dieser Ansatz diente dafiir, moglichst gleiche Versuchbedingungen fiir beide Klone
zu erreichen. Der zweite Versuchsansatz entspricht im wesentlichem dem Ansatz von Miller
& Shinnick (2000). Im Gegensatz zu dem von den Autoren verwendetem Ansatz wurde aber
als Negativkontrolle nicht M. smegmatis-Zellen verwendet, die das Reporter-Gen xy/E expri-
mieren, sondern das Reporter-Gen /acZ. Dafiir wurden M. smegmatis-Zellen mit dem Vektor
pAT261:hly und dem Vektor pAT261 bzw. pAT261:lacZ transformiert. Transformanten mit
und ohne A/y-Expression wurden parallel in zwei Makrophagenkulturen gebracht und jeweils

nach 24 h die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (CFU) ermittelt (Abb. 1).

Versuchsansatz 1 Versuchsansatz 2

Ausplattieren und Zihlen der blauen

Ausplattieren und und weiBen Kolonien

Ausplattieren und Zihlen der cfu

Zihlen der cfu

P

=
.

[ @ o |

Reinfektion nach 24h

firsd < pAT261:hly oder pAT261:tlyA

< pAT261

B AT261:lacZ

Abb. 1: Experimenteller Ablauf der Versuche zur Uberlebensrate von M. smegmatis
mit und ohne hly-Expression.

Die Uberlebensrate der Makrophagen wurde in Prozent der vorhandenen THP-I-Zellen vor

und 24 h nach der Infektion erfasst.
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2.13 Laser- und Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Lasermikroskopie wurde ein TCS-NT confocal laser scanning microscope (Leica,
Wetzlar) mit einem Argonlaser verwendet (der Kryptonlaser wurde nicht angewendet). Die
Untersuchungen mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden an einem Axioskop 2 mit Axio-

CamHRc Kamera (Zeiss, Jena) durchgefiihrt.

2.13.1 Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen

Die Oberflachenproteine der Bakterienzellen wurden mit Tetramethylrhodaminisothiocyanat
(Sigma-Aldrich, Miinchen) oder Fluoresceinisothiocyanat (Sigma-Aldrich, Miinchen) mar-
kiert. Die Zellen wurden dafiir in 200ul 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer pH 9 mit
1 mg/ml Fluoresceinisothiocyanat und/oder 0,1 mg/ml Tetramethylrhodaminisothiocyanat

aufgenommen.

Die Markierung mit Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE) und Carboxyrhodamin-
Succinimidylester (CRSE) (Molecular Probes, Leiden) wurde in Anlehnung an das Protokoll
Porte et al. (1999) durchgefiihrt. Bei der Farbung wurden die Zellen in 200 pl 0,1 M Natrium-
hydrogencarbonat-Puffer pH 8,5 resuspendiert und mit 100pug/ml CFSE und CRSE fiir 1 h im
Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Bakterien 3 mal in PBS mit 0,5% Tween80 gewa-
schen und 1 mal PBS ohne Tween80. Vor der Infektion wurden die Bakterien in PBS aufge-

nommen.

2.13.2 Antikorperfirbung

Tab. 9: Liste der verwendeten Losungen zur Antikérperfirbung

Waschpuffer PBS, 0,1% Sarponin

Blockierungspuffer PBS, 0,1% Sarponin, 5% FCS

Die Proben wurden mit 3%iger Paraformaldehyd PBS fiir 15 min fixiert. Danach 3 mal mit
PBS gewaschen. Um die Membran permeabel zu machen, wurden die Proben mit Waschpuf-
fer flir 15 min inkubiert. Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu verhindern, wurden
die Proben fiir 15 min mit Blockierungspuffer behandelt. Der Erstantikdrper wurde 1:500 in

Blockierungspuffer verdiinnt und dann 30 min mit den Proben stehen gelassen. Die Proben
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wurden 3 mal gewaschen und fiir 30 min mit dem 1:1000 verdiinnten Zweitantikérper inku-
biert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Proben in Mowiol eingebettet. Die verwen-

deten Antikorper sind in Tab. 10 aufgefiihrt.

Tab. 10: Liste der verwendeten Antikorper

Name Antigen Herkunft Quelle

Tetra-His™ Antibody 6 Histidine Maus, monoklonal Qiagen (Hilden)
Cy3™-conjugated Goat Mausantikorper Ziege, monoklonal Bionova

Anti-Rat P g%

Rat Anti-Mouse CD107a Maus Lamp-I Ratte, monoklonal Pharmingen (Heidelberg)

Monoclonal Antibody

FITC-conjugated Rat Anti- Maus Transferrin-Rezeptor

Mouse CD71 Monoclonal Ratte, monoklonal Pharmingen (Heidelberg)
. (CD71)

Antibody

Goat Anti-Mouse IgG HRP Mausantikorper Ziege, monoklonal Biorad (Miinchen)

Blotting Congugat

2.14 Messung des phagosomalen pH-Wertes

Zur Erfassung des phagosomalen pH-Wertes wurden vier unterschiedliche Verfahren gewihlt,

die in Tab. 11 aufgelistet sind.
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Tab. 11: Verwendete Methoden zur Bestimmung des phagosomalen pH-Wertes.

546 nm

Name pH-Abhiingigkeit| Anregungs- Emissions- Verwendetes
wellenléinge wellenlédnge Messger:iit
Lysotracker Kolokalisation von 470 nm 510-530 nm Zeiss Axioskop 2
(Molecular Fluoreszenzfarbstoff mit AxioCamHRc
Probes) in sauren Komparti- Kamera
menten
FITC- Abnahme der Fluo- FITC: FITC: Victor? 1420
Isothiocyanat, reszenzstirke von | 450 nmund 485 nm 535 nm Multilabel
I EFITC' . FITC und Verschie- Counter
1 it
SOTHOCYANET | bung des Anregungs- | TIRIC: 560 nm TRITC:
spektrums (Abb. 2) 572 nm
CFSE Verschiebung des 450 nm und 485 nm 535 nm Victor? 1420
Anregungsspektrums Multilabel
(Abb. 2) Counter
CFSE, CRSE Abnahme der Fluo- | Carboxyfluorescein: | Carboxyfluorescein: | Zeiss Axioskop 2
reszenzstirke von 470 nm 510-530 nm mit AxioCamHRc
Caboxyfluorescein Caboxyrhodamin: Kamera
Caboxyrhodamin: | 590 nm (long pass)

Fluorescein und Carboxyfluorescein sind Fluoreszenzfarbstoffe, die bei neutralem pH eine

starkere Fluoreszenz aufweisen als bei saurem pH. Gleichzeitig dndert sich das Anregungs-

wellenldngenspektrum wie in Abb. 2 dargestellt.

Abb. 2:

Absorbance

400

Wavelength (nm)

Absorptionskurve von Fluorescein in Abhiingigkeit vom pH-Wert. Die Wellenléingen, bei denen

gemessen wurde, sind eingetragen (entnommen der Produktinformation von Molecular Probes,
Leiden).

Diese Eigenschaften wurden ausgenutzt um den phagosomalen pH-Wert zu bestimmen. Dabei

wurden die Zellmembran- und Zellwandproteine der Bakterien entweder mit Fluoresceiniso-

thiocyanat und Rhodaminisothiocyanat oder mit CFSE alleine oder zusammen mit CRSE ge-
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farbt. Die Farbung der Bakterien ist unter 2.13.1 beschrieben. Rhodaminisothiocyanat bzw.
CRSE sind pH unsensitiv. Die Fluoreszenzintensitit wurde zum einem von der gesamten
Zellkultur mit Hilfe eines Fluoreszenzmessgerdtes und zum anderen fluoreszenzmikrosko-
pisch erfasst.

Lysotracker ist eine schwache Base, die sich in sauren Zellkompartimenten wie Lysosomen
und Phagosomen anreichert. Entgegen der Empfehlung des Herstellers wurde Lysotracker 2 h
vor der Infektion zu den RAW 264.7-Zellen gegen, da auf diese Weise ein stirkere Farbung
saurer Kompartimente erzielt werden konnte. Diese Inkubationszeit entsprach der von Via et

al. (1998) verwendeten.

2.15 Elektronenmikroskopie

Makrophagen wurden entweder in sog. 6 well-Platten oder auf Objekttrigern mit aufgeklebter
Flasche in einer Dichte von 1x10° Zellen ausgesit wie unter 2.11 beschrieben. Die Kulturen
wurden mit Bakterien im Verhéltnis zwischen 10 und 100 Bakterienzellen pro Makrophagen-
zelle infiziert. Die Puffer zur Fixierung der elektronenmikroskopischen Proben sind in Tab.
12 aufgelistet. Wenn eine Fiarbung mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) vorgenommen wurde,
wurden die Zellen fiir I h mit HRP in einer Konzentration von 25 pg/ml inkubiert. Unter die-
sen Bedingungen wird HRP {iber den Mannoserezeptor endozytiert (Lang et al., 1988).

Nach 4, 6 und 9 Stunden wurden die Kulturen mit Puffer 1 fiir 1 h fixiert. Anschliefend mit
Waschpuffer 3 mal gewaschen. Am nichsten Tag wurden die Proben, die mit HRP inkubiert
wurden, wie beschrieben (de Chastellier et al., 1995; Guerin & de Chastellier, 2000), fiir 15
min bei 22°C mit 3,3'-Diaminobenzidin Tetrachlorhydrat (DAB) H,O, inkubiert.

Tab. 12: Fiir die Fixierung der elektronenmikroskopischen Proben verwendete Losungen

0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer
5 mM Magnesiumchlorid
5 mM Calciumchlorid

Waschpuffer

0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer
2,5% iger Glutaraldehyd-Losung
5 mM Magnesiumchlorid

5 mM Calciumchlorid

3,4% Saccharose.

Puffer 1

0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer
1%ig Osmiumtetroxid

5 mM Magnesiumchlorid

5 mM Calciumchlorid

Puffer 2
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Danach wurden alle Proben mit Puffer 2 fiir 1 h fixiert und anschlieBend wieder 3 mal mit
Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der
Operfliche entfernt. Einbettung, Schneiden und Dokumentation der Proben wurden von Frau
Dr. Chantal de Chastellier nach dem in Guerin & de Chastellier (2000) angegeben Protokoll

vorgenommen.

2.16 Westernblot

Die Immunodetektion des TlyA-His6-Fusionsproteine wurde fiir mich von Frau M. Wolke
durchgefiihrt und mir die Ergebnisse dankenswerterweise zur Verfligung gestellt. Die Tren-
nung der Fraktionen ,Zellwand’, Zytoplasma’ und ,Zellmembran wurde nach dem Protokoll

von Prinzis et al. (1994) vorgenommen .

2.16.1 Protein-Konzentrations-Bestimmung
Die Protein-Konzentration wurde mit Hilfe des BioRad (Miinchen) Protein Test bestimmit.

Als Standard wurde BSA eingesetzt.

2.16.2 Immunodetektion

Der Nachweis des TlyA-His6-Fusionsproteine aus M. smegmatis-Kulturen wurde nach elek-
trophoretischer Auftrennung in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel (10% ,running’
und 14% ,stacking’) vorgenommen. Das TlyA-His6-Fusionsprotein wurde durch Elektro-
transfer auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran Pure Nitrocellulose Membranes, Schlei-
cher & Schuell, Dassel) gebracht und darauthin mit einem indirekten Enzym-Immunover-

fahren nachgewiesen.

2.16.3 Proteintransfer auf die Nitrocellulose-Membran

Transferpuffer : 25 mM Tris Glycin, 0,05% (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol

Der Proteintransfer aus einem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-Membran er-
folgte in einer Apparatur der Firma Bio-Rad (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell).
Die Ubertragung fand bei einer Stromstirke von 250 mA (1 h bei 0 °C) im angegebenen
Transferpuffer statt.
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2.16.4 Proteinnachweis durch Immunodetektion

TS-TMBSA: 100 mM Tris/HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2,
0,1 % (v/v) Tween20, 2,0% BSA

Blockierungslosung: 20 % (w/v) Milchpulver in TBST

Die Nitrocellulose-Membran wurde nach dem Elektrotransfer fiir 1 h bei Raumtemperatur in
Blockierungslosung inkubiert, um unspezifische Bindungen von Antikdrpern zu unterdriicken
und die Membran zu dquilibrieren. Es folgte eine Inkubation i.N. mit einem 1:1000 in TS-
TMBSA verdiinnten Antikorper gegen 6His. Danach wurde der Blot 3 mal fiir je 30 min in
PBS/0,1% Tween20 gewaschen. Die Inkubation mit dem Zweitantikorper ,Goat-Anti-Mouse’
wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 in TS-TMBSA bei 25°C fiir 1 h vorgenommen. Der
Nachweis des gebundenen Zweitantikorpers (HRP-GAM, Biorad, Miinchen) erfolgte unter
Verwendung des ECL-Systems der Firma Amersham (Freiburg) nach Herstellerangaben. Die
Dokumentation erfolgte durch 15 min andauernde Exposition eines Rontgenfilms (Hyperfilm

ECL, Amersham, Freiburg).

2.17 Konstruktion der genomischen DNA-Bank und Identifizierung phago-
somal-induzierter Promotoren

Mit dem Vektor pTRAP wurde eine genomische DNA-Bank aus M. smegmatis gebaut und

auf phagosomal-induzierte Promotoren durchsucht (Abb. 3).

2.17.1 Isolierung genomischer DNA und Partialverdau mit Sau3A

Die Klonierungsstrategie fiir die genomische DNA entspricht der von Triccas et al. (1999).
Genomische DNA wurde von M. smegmatis isoliert und mit der Endonuklease Sau3A partial
verdaut. Geschnittene DNA wurde auf einem Agarosegel nach der Grofle getrennt und Frag-
mente zwischen 500 und 1500 bp aus dem Gel isoliert. Der Vektor pTRAP wurde mit BamHI
verdaut und mit alkalischer Phosphatase (CIAP; Roche, Basel, Schweiz) dephosphoryliert.
Die Anzahl der Religanden wurde durch eine Testinsertion erfasst. Dafiir wurde aus dem
Vektor pBSL141 mit BamHI das Fragment isoliert, das die Gentamycin-Resistenz-Kassette
trdgt und in ein Aliquot des Vektors inseriert. Nach Transformation wurden die Klone erst auf

mit Kanamycin und dann auf mit Gentamycin supplementierten Platten {iberimpft. Die An-
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zahl der Religanden konnte anhand der Anzahl der Klone, die nicht auf mit Gentamycin
supplementierten Platten wuchsen, ermittelt werden. Das Verfahren wurde genotypisch verifi-
ziert. Wenn die Anzahl der Religanden iiber 5 Prozent lag, wurde der Ansatz verworfen und
neue Vektor DNA geschnitten und dephosphoryliert. Die Ligationsansidtze wurden gefillt und

in XL-1 Blue-Zellen (Stratagene, Amsterdam, Niederlande), transformiert.

2.17.2 Screening der genomischer DNA-Banken

Die genomische DNA-Bank aus M. smegmatis wurde mit Hilfe von THP-1 durchsucht. Die
THP-1-Zellen wurden in mit Kanamycin supplementiertem Medium gehalten. Streptomycin
wurde verwendet, um die Mykobakterien, die konstitutive Promotoren trugen zu eliminieren.
Kanamycin wurde verwendet, um den Selektionsdruck zu Gunsten des Plasmids aufrecht zu
erhalten. THP-1-Kulturen wurden in 6 Well Platten in einer Dichte von circa 5x10° Zellen
ausgesit und mit circa 1x10° Bakterienzellen infiziert. Das ergab eine Infektionsrate (mul-
tiplicity of infection) von circa 0,02. Es wurde diese verhdltnisméfig niedrige Infektionsrate
gewdhlt, um mdglichst wenig unphagozytierte Bakterien in der Kultur zu haben. Zwei Stun-
den nachdem die Bakterien in die Makrophagenkultur gebracht wurden, wurden extrazelluldre
Bakterien mit Gentamycin (Endkonzentration 100pug/ml) abgetotet. Das mit Gentamycin
supplementierte Medium wurde nach 20 min Inkubation durch Zentrifugation von den
Makrophagen getrennt und diese 2 mal mit Medium gewaschen. 24 Stunden spiter wurden
die Makrophagen abzentrifugiert und auf eine neue Makrophagenkultur gegeben. Dadurch
wurde gewihrleistet, dass die Anzahl der Makrophagen nicht abnahm, sondern, der Anteil an
extrazelluldren Bakterien kleiner wurde. Ab dem 6. Tag wurden Aliquots der durchsuchten
Bank auf mit Kanamycin supplementierten LB-Platten aufgetragen. Nach dem 8 Tag wurde

das Screening beendet.
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Abb. 3: Schema der Konstruktion der genomischen DNA-Bank und des Screenings.
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2.18 Messung der Promotorstirke

Bei der Bestimmung der Expressionsrate eines Genes besteht das generelle Problem, dass das
Expressionssignal (die Menge an spezifischer mRNA, die Menge des gebildeten Proteins oder
das Signal eines Reporter-Genes) von (mindestens) zwei Faktoren abhingig ist. Der Promo-
torstirke und der Biomasse der untersuchten Kultur. Es ist daher notwendig das Expressions-
signal auf einen Biomasseparameter oder einen Parameter fiir die Gesamtexpressionsrate zu
beziehen.

Fiir Promotoren, die mit Hilfe des unter 3.9 (S. 67) beschriebenen Systems identifiziert wur-
den, wurde die Promotorstirke mit Hilfe von zwei Methoden bestimmt. Zum einen wurde ein
System aufgebaut, das auf dem Vergleich zweier Promotoren basiert. Als Bezugsgrofle wurde
dabei die Expressionsrate des rpsL Promotors gewihlt, die durch einen /ux4B-Assay gemes-
sen werden konnte. Der Promotor, dessen Expressionsrate erfasst werden sollte, wurde mit
einem Fluoreszenz basierten lacZ-Assay erfasst. Zum anderen wurde das isolierte Fragment in

den Vektor pPGFP umkloniert und die GFP-Expressionsrate fluorimetrisch erfasst.

2.18.1 Konstruktion der Vektoren zur Messung der Promotorstirke
Um die mit Hilfe des Vektors pTRAP isolierten Promotoren weiter zu charakterisieren, wur-
den Promotorstirkemessungen durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung dieser Messungen wurden

zwel DNA-Vektorsysteme konstruiert, mit denen die Promotorstérke erfassbar wurde.

2.18.2 lacZ/luxAB Nachweis

Fiir die Messung der extra- und intrazelluliren Promotorstirke musste die [3-Galactosidase-
und Luziferase-Aktivitit in zwei getrennten Messverfahren ermittelt werden, da der /acZ-
Nachweis in einem fiir das Substrat geeigneten Puffer durchgefiihrt werden muss. Aus diesem
Grund wurde immer zuerst die Luziferase-Aktivitidt bestimmt, dann die Bakterienzellen vom
Medium getrennt und in dem fiir die B-Galactosidase-Aktivitit notwendigem Puffer aufge-
nommen. Da die phagozytierten Bakterien nicht frei suspendiert, sondern intrazelluldr in den
adhdrenten Phagozyten waren, war eine Zentrifugation nur bei den extrazelluldren Bakterien
ndtig. Diese wurde fiir 3 min bei 1000 g durchgefiihrt. Aus diesem Zentrifugationsschritt er-

gab sich ein systematischer Fehler durch Verlust von Bakterien.
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2.18.2.1 Messung der [5-Galactosidase-Aktivitiit

Die Quantifizierung der [3 -Galactosidase erfolgte {iber die enzymatische Umsetzung des Sub-
strates CUG (Molecular Probes, Leiden, Niederlande), das nach Spaltung fluoreszierend ist.
Fiir diese Reaktion wurde das ,FluoReporter/acZ/Galactosidase Quantitation Kit’ von Mole-
cular Probes verwendet. Die Fluoreszenz des Produktes wurde mit dem Fluoreszenzmessgerat
Victor* 1420 Multilabel Counter bei einer Anregungswellenldnge von 390 nm und Emissi-

onswellenlédnge bei 460 nm gemessen.

2.18.2.2 Erfassung der bakteriellen Luziferase-Aktivitdt

Die Biolumineszenz, die aus der Aktivitit der bakteriellen Luziferase von Vibrio harveyi re-
sultierte, wurde {liber die Licht Emission mit dem Fluoreszenz-Lumineszenz-Messgerites Vic-
tor? erfasst. Als Substrat wurde 0,1%iges (Endkonzentration) n-decyl Aldehyd direkt zu der
Bakterienkultur gegeben. Im Gegensatz zu dem von Snewin et al. (1999) beschriebenen Pro-
tokoll wurde n-decyl Aldehyd in Wasser und nicht in Ethanol gelost und durch vortexen sus-
pendiert. Erhdhung auf 1%iges bzw. Verringerung auf 0,01%iges n-decyl Aldehyd zeigte eine
Abweichung von weniger als 5%, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das Substrat
im Uberschuss bei dieser Konzentration vorliegt. Die Biolumineszenz wurde in dem jeweili-
gen Kulturmedium vorgenommen, da dieses keinen erkennbaren Einfluss auf die Hinter-

grundlumineszenz hatte.

2.18.3 Quantifizierung der GFP-Konzentration
Die GFP-Konzentration wurde mit zwei Methoden uber die Fluoreszenzintensitit bestimmt.

Die Messmethoden sind Tab. 13 zu entnehmen.

Tab. 13: Verwendete Geriite und Einstellungen zur Erfassung der GFP Fluoreszenz.

Gerit Anregungswellenliinge Emissionwellenlinge
Zeiss Axioskop 2
mit AxioCamHRc Kamera 470 nm 510530 nm
- .
Victor? 1420 Multilabel 485 nm 510 nm

Counter

Fiir die Messung der Promotorstirke mittels Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen mit
3%iger Paraformaldehyd PBS fiir 15 min fixiert. Danach 3 mal mit PBS gewaschen. An-

schlieBend wurden die Proben in Mowiol (Hoechst, StraBburg, Frankreich) eingebettet.
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2.19 Computeranalyse

Die DNA- und Protein-Sequenzvergleiche wurden unter den Internetadressen, die in Tab. 14

aufgefiihrt sind, durchgefiihrt.

Tab. 14: Internetadressen fiir den Sequenzvergleich von DNA und Proteinen

Institut Internetadresse

www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?organism=m_smegmatis
Institute for Genomic Re- | http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?organism=m_avium
search (TIGR) http:/tigrblast.tigr.org/cmr-blast/

National Center for Bio-
technology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
(NCBI)

http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_bovis/blast_server.shtml
Sanger Centre

http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_leprae/blast server.shtml

Die Analyse von Promotoren und die Erfassung von mdglichen —10 Regionen wurde mit dem
Programm ,NNPP’ unter der folgenden Internetadresse vorgenommen:

http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html

Die Vorhersage einer Transmembrandoméine wurde mit dem Programm ,TMpred’ und dem

Programm ,SOSUI’ vorgenommen. Die Internetadressen lauten:

http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html

http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/cgi-bin/sosui.cgi?/sosui_submit.html

Das Dendrogram von TIyA aus verschiedenen Arten wurde mit dem Computerprogramm
CLUSTALW erstellt. Es ist unter der folgenden Internetadresse zu finden:
http://clustalw.genome.ad.jp/
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung des tlyA

Fiir die Untersuchung von tly4 musste das Gen zunéchst kloniert werden. Die Klonierung
wurde mittels PCR vorgenommen. Fiir die PCR wurde DNA aus dem M. bovis BCG-Stamm
Chicago verwendet, der auf Schafblutplatten Hamolyse erkennen ldsst (Abb. 4).

Abb. 4: Himolytische Aktivitit von M. bovis BCG auf Blutplatten. A: Aufnahme mit Auflicht, B: Auf-
nahme mit Durchlicht.

Die PCR-Reaktion wurden unter Verwendung der Oligonukleotide ,fw Tly GF’ und ,rw
TlyA’ durchgefiihrt. An das 5’-Ende dieser Oligonukleotide war eine Kpnl-Schnittstelle an-
gehingt, so dass sich das PCR-Fragment in die Kpnl-Schnittstelle des Vektors pAT261 inse-
rieren lie. Der Vektor pAT261 wurde durch einen PsfI-Verdau des Plasmids pAT261:4/y und
anschlieBende Religation des Vektors hergestellt. Die Sequenz wurde mittels mehrfacher Se-
quenzierung verifiziert.

Die Klonierung von hly war nicht notwendig, da mir der hly-tragende Expressionsvektor

pAT261:hly freundlicherweise von Dr. Jiirgen Hess zur Verfiigung gestellt wurde.
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3.2 Uberlebensraten von hly- und tly4d-exprimierenden M. smegmatis-
Transformanten in Makrophagenkulturen

Die Expression von /ly hat auf die Uberlebensrate von pathogenen und apathogenen Bakteri-
en in Makrophagenkulturen einen sehr unterschiedlichen Effekt wie unter 4.1 (S. 88) darge-
stellt. Der Einfluss von Listeriolysin (dem Genprodukt von /ly) auf das intrazellulire Uberle-
ben von M. smegmatis musste deshalb experimentell bestimmt werden.

tlyA wurde mit der Virulenz verschiedener pathogener Bakterienarten in Verbindung gebracht
(Hyatt et al., 1994; Martino et al., 2001; Wren et al., 1998). Trotzdem ist der Einfluss von t/y4
auf die Uberlebensrate von Mykobakterien nicht untersucht.

Um die Hypothese zu testen, dass Aly und tly4 einen positiven Uberlebensfaktor fiir M.
smegmatis in Makrophagenkulturen darstellt, wurden zwei Versuchsansitze benutzt, die in
Abb. 1 (S. 26) wiedergegeben sind. Diese Versuchsansitze unterscheiden sich darin, dass
einerseits die unterschiedlichen Klone getrennt voneinander und andererseits die Klone in der
selben Makrophagenkultur untersucht wurden. Der Vorteil des ersten Versuchansatzes ist,
dass sich die beiden Klone nicht gegenseitig in der Uberlebensrate beeinflussen kénnen. Der
Vorteil des zweiten Versuchansatzes liegt darin, dass beide Klone identischen Versuchsbe-
dingungen unterzogen sind. Ein Nachteil des zweiten Versuchsansatzes ist, dass ein Reporter-
Gen benutzt werden muss, um die beiden Klone unterscheiden zu kénnen. Die Expression
eines Reporter-Genes kann zu Artefakten fithren. Beide Versuchsansidtze miissen deshalb mit
jeweils einem unterschiedlichen Kontrollvektor durchgefiihrt werden. Zum einen wurde der
Vektor pAT261 (Abb. 5 A) benutzt. Zum anderen wurde das Leseraster des //y durch die In-
sertion von /acZ in die EcoRV des hly unterbrochen (Abb. 5 B), so dass kein funktionstiichti-
ges Listeriolysin mehr gebildet werden kann. Der resultierende Vektor wird pAT261:lacZ

genannt.

A B C
EcoRV \
pAT261:lacZ )

Abb. 5: Plasmide zur Untersuchung der Uberlebensrate von M. smegmatis in Makrophagenkulturen.

aph

colE1

pAL500
HSP60-Promotor

DNA des Signalpeptids
hly

lacZ

BURNCNE
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Die Uberlebensraten wurden zum einen fiir humane Makrophagen, die aus peripheren
Blutzellen gewonnen wurden, als auch fiir die humane Makrophagenzelllinie THP-I ermittelt.

Die Ergebnisse der CFU-Zéhlungen sind in Abb. 6, Abb. 7 und Abb. 8§ dargestellt.
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Abb. 6: Bakteriendichte in HMDM-Kulturen. In (A) sind die beiden Transformanten in getrennten
Makrophagenkulturen iiber einen Zeitraum von drei Tagen untersucht worden. In (B) sind Aly-
und lacZ-exprimierende Transformanten verglichen, mit denen dieselbe Makrophagenkultur
infiziert wurde. Es ist fiir diesen Versuch nur der erste Tag wiedergegeben, weil danach keine
blauen Kolonien mehr nachweisbar waren.

Wie in Abb. 6 A zu erkennen ist, sinkt die Anzahl der CFU pro ml der Transformanten ohne
hly-Expression ca. um den Faktor zehn innerhalb von 24 h. Aly-exprimierende M. smegmatis-
Zellen hingegen zeigen keine signifikante Abnahme der Bakteriendichte. Bei Koinfektion von
lacZ- und hly-exprimierenden Transformanten konnten nach dem ersten Tag keine blauen
Kolonien mehr nachgewiesen werden. 24 h nach der Infektion finden sich ungefdhr 200 mal
so viele hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen in der Makrophagenkultur wie lacZ-ex-
primierende. Um auszuschlieBen, dass das Fehlen von blauen Kolonien nicht auf Grund des
Verlustes von lacZ auftritt, wurden M. smegmatis:lacZ-Kulturen fiir 10 Tage in Medium ge-
halten und anschlieend auf mit x-gal supplementierten Platten ausplattiert. Alle Kolonien
zeigen weiterhin eine Blaufarbung, so dass ein Verlust des Plasmids wiahrend der Makropha-

genversuche unwahrscheinlich ist.

Durch die beiden Experimente konnte die Hypothese gefestigt werden, das 4ly einen positiven

Selektionsfaktor fiir M. smegmatis in Makrophagenkulturen darstellt.
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Abb. 7:  Verhiltnis der Bakteriendichte von lacZ- zu tlyA-exprimierenden Zellen in der selben THP-1-
Kulturen. Bakterienkolonien wurden anhand der Blaufirbung unterschieden. Transformanten
mit lacZ-Expression zeigen auf x-gal-Agarplatten Blaufirbung. Das Verhiiltnis von blauen zu
weiflen Kolonien der Bakteriensuspension, mit der die THP-1-Kultur infiziert wurde, ist mit
dem Tag 0 wiedergegeben.

Die Uberlebensrate von M. smegmatis-Transformanten, die t/y4-exprimieren, wurde in den
gleichen Versuchsansitzen wie filir das /#/y durchgefiihrt (Abb. 1). Das hei}it, es wurden so-
wohl Klone in getrennten Ansdtzen untersucht (Abb. 8), als auch Klone in der selben
Makrophagenkultur erfasst (Abb. 7). Fiir diese Versuche wurden die Kontrollplasmide pat261
und pat261:/lacZ, die in Abb. 5 B und C wiedergegeben sind, verwendet.

In Abb. 7 sind die Ergebnisse im Vergleich zu /acZ-exprimierenden Zellen dargestellt. Es ist
deutlich erkennbar, dass das Verhéltnis lacZ- zu tlyA-exprimierenden Zellen mit der Zeit ab-
nimmt. t/y4-Transformanten haben also gegeniiber dem Wildtyp vergleichbaren Zellen einen
Uberlebensvorteil in Makrophagenkulturen.

In einem zweiten Experiment wurde das Uberleben von M. smegmatis:pAT261 mit dem von
tlyA- und hly-exprimierenden Transformanten in getrennten Ansitzen in THP-I-Kulturen un-
tersucht. Dafiir wurde die Anzahl der CFU in Zeitintervallen von 24 h ermittelt. Wie in Abb. 8
erkennbar ist, nimmt die Zahl der lebenden Bakterienzellen bei M. smegmatis:pAT261 mit
der Zeit deutlich ab, wihrend sie bei tly4- oder hly-Expression auf einem verhdltnismafig

hohen Niveau bleibt.
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Abb. 8: Uberlebensrate von M. smegmatis:pAT261 zu tlyA- und hly-exprimierenden Zellen
in THP-I Makrophagen.

3.3 Zytotoxizitit der Hamolysine auf Makrophagen

Listeriolysin und TlyA sind Proteine mit hdmolytischer Aktivitit (Geoffroy et al., 1987; Wren
et al., 1998). Ein Schidigung des Makrophagen durch Listeriolysin wurde fiir THP-I-Zellen in
zwei aufeinanderfolgenden Versuchen erfasst. Der Mittelwert und die Standardabweichung
der Anzahl der Makrophagen infizierter Kulturen im Verhéltnis zu einer nicht infizierten

Kontrollkultur ist in Prozent in Abb. 9 widergegeben.
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Abb. 9: Proliferation der THP-I-Makrophagen bei Infektion mit M. smegmatis, die RFP
(als nicht cytotoxisches Kontrollprotein), t/y4- oder hly-exprimieren. Die Proliferationsrate
der infizierten THP-1-Kultur ist dargestellt in Prozent zu der Proliferationsrate einer THP-1-
Kontrolle, die nicht mit Bakterien infiziert wurde.
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Um den Zusammenhang zwischen der verminderten Proliferationsrate von THP-I-Zellen und
der Infektion genauer zu untersuchen, wurden THP-I-Kulturen erneut mit M. smegmatis-
Transformanten infiziert, die entweder nur RFP oder RFP und #/yA4- oder hly-exprimierten.
Dafiir wurden die Plasmide pGPC25G:RFP, pAT261:hly und pAT261:tly verwendet. 4 h nach
der Infektion wurden die mit Trypanblau gefarbten toten Makrophagen gezéhlt und dabei un-
terschieden zwischen Makrophagenzellen, die nicht mit Bakterien assoziiert waren und sol-
chen, die Bakterien phagozytiert hatten oder an deren Zellmembran Bakterien adhériert wa-

ren.
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Abb. 10: Anteil der Makrophagen, die mit Bakterienzellen assoziiert sind, an der Anzahl aller mit Try-
panblau gefirbten Zellen. Die Makrophagenkultur wurde mit M. smegmatis-Zellen infiziert, die
entweder ausschlielich RFP oder RFP und tlyA- oder hly-exprimieren. Die tlyA- und hly-
exprimierenden Bakterien sind jeweils mit zwei Plasmiden transformiert worden.

THP-1-Zellen, die tly4- oder hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen phagozytiert haben,
eine erhohte Sterberate als THP-1-Zellen, die M. smegmatis phagozytiert haben, die dem
Wildtyp entsprechen. So wurden keine THP-1-Zellen gefunden, die Wildtyp entsprechende
Bakterien aufgenommen hatten und sich mit Trypanblau anfarben lieBen (Abb. 10). Bei tly4-
exprimierenden M. smegmatis-Zellen hingegen sind ca. 25 % aller toten THP-1-Zellen mit

Bakterien assoziiert, bei hly-exprimierenden M. smegmatis-Zellen sind es liber 60%.
3.4 Antikorpernachweis von Lamp-1 und Transferrin-Rezeptor

Das Phagosom von pathogenen Mykobakterien weist das lysosomale Membran-Protein

Lamp-1 auf (Deretic & Fratti, 1999). Da Lamp-1 membranassoziiert ist (Winchester, 2001),
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kann es benutzt werden um die lysosomale Membran sichtbar zu machen. Durch die Untersu-
chung der Kolokalisation von Lamp-1 und M. smegmatis-Transformanten sollte gezeigt wer-
den, dass sich Aly- und tlyA-exprimierende M. smegmatis in Lamp-1 positiven Kompartimen-
ten befinden.

Die Infektion von RAW 264.7-Zellen wurden mit unterschiedlichen M. smegmatis-Trans-
formanten vorgenommen. Fiir die Transformation von M. smegmatis wurden die Plasmide
pAT261, pAT261:tly4 und pAT261:hly verwendet. In den lasermikroskopischen Bildern sind
die Bakterien mit FITC geférbt. Die Infektionsrate lag bei 1. Die Ergebnisse der Lamp-1 An-
tikdrperfarbung sind in Abb. 11, Abb. 12 und Abb. 13 wiedergeben.

1 2 3
..

Abb. 11: Mit monoklonalem Antikorper gegen Lamp-1 gefiirbte RAW 264.7-Zellen bei einer Infektions-
rate von 1 mit M. smegmatis:pAT261. Die mit 1 beschriftete Spalte zeigt den roten Kanal, die
mit 2 den griinen und die mit 3 die Uberlagerung der Kaniile. Die Linge des Bildes entspricht
26,3 pm in (A) und 30,9 pm in (B).
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Abb. 12: Nachweis von Lamp-1 in RAW 264.7-Zellen, die mit t/y4-exprimierenden M. smegmatis-Zellen
bei einer Infektionsrate von 1 infiziert wurden. Ein extrazellulires Bakterium ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Die Darstellung der Fluoreszenzkanile ist identisch mit der in Abb. 11. Die
Bildléinge entspricht in (A) 49,4 pm und in (B) 30,8 pm.

Alle RAW 264.7-Zellen zeigen Kompartimente, die sich mit einem Anti-Lamp-1-Antikdrper
anfarben lassen. Die Kolokalisation zwischen Lamp-1 positiven Kompartimenten und Bakte-
rien konnte fiir alle drei M. smegmatis-Transformanten aufgezeigt werden. Bakterien, die frei
im Zytoplasma vorlagen oder von einer Lamp-1 negativen Membran umgeben waren, konn-
ten nicht gefunden werden. Extrazellulire Bakterien weisen im roten Kanal nur ein sehr
schwaches Signal auf (Abb. 11, Pfeil). Die rote Fluoreszenz resultiert somit nicht aus der Au-

tofluoreszenz der Bakterien, sondern von dem Cy3-markiertem Zweitantikdrper.
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Abb. 13: Mit hly-exprimierenden M. smegmatis infizierte RAW 264.7-Zellen, die gegen Lamp-1 gefiirbt
wurden. Die Darstellung der Fluoreszenzkanile entspricht der in Abb. 11. Die Bildléinge in (A)
entspricht 37,1 pm, die in (B) 21,4 pm.

In Abb. 14 bis Abb. 17 ist die Verteilung Transferrin-Rezeptor positiver Kompartimente in

RAW 264.7-Zellen erkennbar, die mit BCG oder mit M. smegmatis-Transformanten infiziert
wurden, die entweder das Plasmid pAT261, pAT261:Aly oder pAT261:tlyA tragen.

1

Abb. 14: Verteilung des Transferrin-Rezeptors in RAW 264.7-Zellen, die mit M. smegmatis:pAT261 infi-
ziert wurden. Der rote Fluoreszenzkanal ist mit 1 iiberschrieben, der griine mit 2 und die Uber-
lagerung beider Kanile mit 3. Die Bildléinge entspricht 43,5 pm.
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In Abb. 14 ist erkennbar, dass RAW 264.7-Zellen, die mit M. smegmatis:pAT261 infiziert
wurden, 4 h nach der Infektion fast kein Signal fiir den Transferrin-Rezeptor aufweisen. Bei
RAW 264.7-Zellen, die mit ¢t/yA-exprimierenden Transformanten infiziert wurden, zeigen sich
z.T. vereinzelte Stellen im Phagosom, die Transferrin-Rezeptor positiv sind (Abb. 15, Pfeile).

Die Mehrzahl dieser Phagosomen ist Transferrin-Rezeptor negativ.

Abb. 15: Antiképernachweis von Transferrin-Rezeptor in RAW 264.7-Zellen, die mit M. smegmatis:tlyA
infiziert wurden. Die gelben Pfeile weisen auf Stellen im Phagosom hin, die Transferrin-Rezep-
tor ausweisen. Die Beschriftung der Fluoreszenzkanile entspricht der von Abb. 14. Die Linge
des Bildes entspricht in (A) 56,7 pm, 31,2 pm in (B) und 42,4 pm in (C).
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Abb. 16: Transferrin-Rezeptor in RAW 264.7-Zellen 4 h nach der Infektion mit M. smegmatis:hly. Der
Pfeil weist auf ein extrazellulires Bakterium. Die Beschriftung der Fluoreszenzkanile
entspricht der von Abb. 14. Die Bildlinge entspricht 81,8 pm.

Wie man in Abb. 16 sehen kann, sind die Phagosomen von M. smegmatis:hly Transfomanten
in RAW 264.7-Zellen fiir den Transferrin-Rezeptor negativ. Es sind auch keine einzelnen
Stellen im Phagosom erkennbar, die positiv sind, wie bei M. smegmatis:tlyA-Transformanten
(Abb. 15). Extrazelluldre Bakterien weisen im griinen Kanal fast kein Fluoreszenzsignal auf
(Abb. 15, Pfeil). Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass das Signal im griinen Ka-
nal ausschlieBlich vom mit FITC-markierten monoklonalen Antikorper gegen den Transfer-

rin-Rezeptor kommt.
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A

Abb. 17: RAW 264.7-Zellen, die mit M. bovis BCG und einem monoklonalem Antikérper gegen TR ge-
firbte wurden. Die Pfeile zeigen auf einzelne Bakterien, die Pfeilspitzen auf eine Zusammen-
lagerung von Bakterien. Die Beschriftung der Fluoreszenzkanile entspricht der von Abb. 14.
Die Breite des Bildes entspricht 34,3 pm in (A) und 58,8 um in (B).

Phagosomen, die M. bovis BCG-Zellen beinhalten, sind Transferrin-Rezeptor positiv (Abb.
17). Das gilt sowohl fiir Phagosomen, die mehrere Bakterienzellen beinhalten, als auch fiir

Phagosomen mit nur einer Bakterienzelle.

3.5 Elektronenmikrokopische Untersuchungen

Die Expression von Listeriolysin fiihrt bei Escherichia coli, Salmonella dublin (Gentschev et
al., 1995) und Bacillus subtilis (Bielecki et al., 1990) zur Auflésung der phagosomalen
Membran. Mycobacterium bovis BCG (Hess et al., 1998) hingegen verbleibt bei hly-Expres-
sion im Phagosom von Makrophagen.

Die potentielle Wirkung von rekombiantem t/y4 auf die phagosomale Membran wurde bisher
nicht untersucht. Bakterienarten, die verschiedene homologe #/y4-Gene besitzen, zeigen intra-
zelluldr in Makrophagen sehr diverse Phénotypen. (Ein Sequenzvergleich der homologen Pro-

teine ist unter 3.8 (Tab. 15, S. 64) dargestellt). M. avium und M. tuberculosis 16sen die phago-
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somale Membran nicht auf (Clemens, 1996; Clemens & Horwitz, 1995; de Chastellier et al.,
1995; de Chastellier & Thilo, 1998; de Chastellier & Thilo, 1997; Frehel et al., 1986; Frehel
et al., 1991; Harth et al., 1996). Im Gegensatz dazu 16sen die ebenfalls t/y4 positiven Rickett-
sia-Arten R. prowazekii und R. conorii die phagosomale Membran auf und liegen frei im Zy-
toplasma vor (Silverman & Wisseman, 1979; Teysseire et al., 1995). Helicobacter pylori ist
nach Phagozytose von einer phagosomalen Membran umgeben, in den Phagosomen befinden
sich aber z.T. sehr viele Bakterienzellen (Allen et al., 2000). Welche Wirkung die Poren bil-
denden Hémolysine Listeriolysin und TlyA bei Expression in M. smegmatis auf die phagoso-

male Membran haben, konnte deshalb nur experimentell ermittelt werden.

Um das Vorhandensein der phagosomalen Membran zu iiberpriifen, wurden elektronen-
mikroskopische Priparate von M. smegmatis-Zellen hergestellt, die die Plasmide pAT261,
pAT261:hly und pAT261:tlyA tragen und von Makrophagen phagozytiert wurden. Um das
Vorhandensein einer phagosomalen Membran leichter nachweisen zu konnen, wurden die
endosomalen Kompartimente mit HRP geférbt.

In Abb. 18 sind Zellen von M. smegmatis, die das Plasmid pAT261 tragen und 9 h nach der
Infektion fixiert wurden, zu sehen. Endosomales Kompartiment ist HRP-bedingt schwarz ge-

farbt. Die M. smegmatis tragenden Phagosomen sind ebenfalls durch HRP gefarbt.
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Abb. 18: M. smegmatis:pAT261-Zellen, die von einem humanen Makrophagen phagozytiert wurden. Die
Proben wurden nach 9 h fixiert. Endosomale Kompartimente sind mit HRP gefirbt und mit
Pfeilen markiert.

Auch tlyA-exprimierende M. smegmatis-Zellen waren von einer phagosomalen Membran um-
geben. Diese Phagosomen wurden ebenfalls durch HRP schwarz gefirbt wie in Abb. 19 zu
erkennen ist. Die Phagosomen mit M. smegmatis zeigen einen sehr kleinen intraphagosoma-
len Spalt, d.h. der Abstand von der phagosomalen Membran zur Bakterienzellwand ist sehr
gering. Diese Art der Phagosomen ist typisch fiir Mykobakterien. Um nicht vollstindig pha-
gozytierte Mykobakterien liegt die Makrophagenmembran weniger eng (Abb. 19 Pfeile).
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Abb. 19: Elektronenmikroskopische Aufnahme von M. smegmatis-Zellen, die tly4-exprimieren und von
einem humanen Makrophagen phagozytiert wurden. Die Proben wurden nach 4 h fixiert. Endo-
somale Kompartimente sind durch HRP geférbt. Die Pfeile zeigen auf eine Bakterienzelle, die
noch nicht vollstindig phagozytiert worden ist.

Abb. 20: Teilungsstadium einer #ly4-exprimierenden M. smegmatis-Zelle in einem humanen Makropha-
gen 4 h nach Infektion. Ein Teilungsseptum (Pfeil) und zwei getrennte Chromosomen des Bak-
teriums sind zu erkennen (Pfeilspitze).

Nur sehr wenige Bakterienzellen zeigten Anzeichen von Degradation. Z.T. wurden intrazellu-

lar Teilungsstadien der Bakterien festgestellt (Abb. 20 und Abb. 21). Wie in Abb. 21 und
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Abb. 23 zu sehen, verbleiben auch hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen in Phagosomen

und liegen nicht frei im Zytoplasma des Makrophagen vor.

Abb. 21: 4 h nach der Infektion fixierte M. smegmatis-Zellen, die hly-exprimieren und von einem huma-
nen Makrophagen phagozytiert wurden. Die Fusion zwischen einem friihen Endosom (early en-
dosome) und dem Phagosom ist gut erkennbar. Das friihe Endosom ist durch Pfeilspitzen, ein
Teilungsseptum in der Bakterienzelle durch einen Pfeil markiert.

Eine Fusion zwischen Phagosomen und friihen Endosomen konnte fiir Transformanten mit

hly-Expression festgestellt werden (Abb. 21 und Abb. 22).

Abb. 22: Fusion zwischen einem Phagosom (Pfeilspitze), das ein hly-exprimierendes Bakterium trigt, und
einem Endosom. Der Pfeilspitze markiert ein degradierte Bakterienzelle.
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Auch Fusion zwischen Phagosomen und Lysosomen wurde fiir 4ly-exprimierende Transfor-

manten festgestellt (Abb. 22).

Abb. 23: Elektronenmikroskopische Aufnahme von M. smegmatis:hly. Die Proben wurden nach 4 h fi-
xiert. Die Pfeile zeigen auf Blasen, die sich aus der phagosomalen Membran gebildet haben.

Obwohl keine Bakterien frei im Zytoplasma gefunden wurden, kann nicht vollig ausgeschlos-
sen werden, dass Teile der phagosomalen Membran beschédigt sind (C. de Chastellier, pers.
Mitt.). So war es nicht moglich in allen Phagosomen die phagosomale Membran vollstindig
zu erkennen. Bei Aly-exprimierenden Zellen wurde Blasenbildung beobachtet, die sehr unty-
pisch fiir mykobakterielle Phagosomen ist (C. de Chastellier, pers. Mitt.). Solche Blasen sind
in Abb. 23 erkennbar und mit Pfeilen markiert.
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Abb. 24: Unterbrechungen im DAB-Niederschlag bei hly-exprimierenden M. smegmatis Phagosomen. (B)
zeigt den Ausschnitt aus (A), der mit einem weillen Rahmen umgeben ist.

Neben einer Blasenbildung sind Unterbrechungen im HRP- abhingigen DAB-Niederschlag
erkennbar (Abb. 24). Diese sind auf Phagosomen beschrinkt, die 4ly-exprimierende Bakterien

tragen.

3.6 Phagosomaler pH

Das Phagosom von pathogenen Mykobakterien weist einen leicht verminderten pH-Wert auf,
der bei einem Wert von 6,2 liegt (Crowle et al., 1991; Kuehnel et al., 2001; Oh & Straubinger,
1996; Sturgill-Koszycki et al., 1994). Phagosomen, die M. smegmatis tragen, weisen hingegen
einen pH-Wert auf, der deutlich unter 6 liegt (Kuehnel et al., 2001). In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob die Expression von 4ly und #/yA einen Einfluss auf den phagosomalen pH-Wert

von M. smegmatis hat.

In Abb. 25 sind Ergebnisse von Kolokalisationsexperimenten mit Lysotracker wiedergeben.
Die Anreicherung von nachweisbaren Mengen des Fluoreszenzfarbstoffes Lysotracker ist nur
bei Phagosomen von M. smegmatis:pAT261 moglich. Bei #/yA- und hly-exprimierenden Bak-

terien ist keine oder nur eine schwache Kolokalisation feststellbar.



Ergebnisse 56

Abb. 25: Kolokalisation von Lysotracker und mit TRITC gefirbten Bakterien. In (A) sind M. smegma-
tis:pAT261-Zellen zu sehen, in (B) M. smegmatis:pAT:tlyA und in (C) M. smegmatis:pAT261:hly.
Die Spalte, die mit 1 beschriftet ist, zeigt den griinen Kanal, die mit 2 den roten Kanal und mit 3
die Uberlagerung der beiden Kaniile.

Durch Infektion von RAW 264.7 Zellen mit M. bovis BCG konnte gezeigt werden, dass Ko-
lokalisation von Lysotracker und M. bovis BCG entweder gar nicht oder nur sehr undeutlich

feststellbar ist (Abb. 26).

Abb. 26: Féarbung der sauren Kompartimente von RAW 264.7 Zellen mit Lysotracker, die mit M. bovis
BCG infiziert wurden. Bakterienzellen, die keine Kolokalisation ausweisen sind mit einem Pfeil
markiert, Bakterien mit leichter Kolokalisation mit einer Pfeilspitze.
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Die Anwendung von Lysotracker zur Bestimmung der Ansduerung des Phagosoms zeigt aus-
schlieBlich qualitative Unterschiede, keine quantitativen. Deshalb wurde eine weitere Metho-
de zur Bestimmung des phagosomalen pH-Wertes angewandt. Durch das gleichzeitige Anfar-
ben der Oberflichenproteine mit den beiden Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein und Rhoda-
min ldsst sich der phagosomale pH-Wert erfassen (Schlesinger, 1994).

Sowohl die Verschiebung der Anregungswellenlédnge von Fluorescein (Abb. 27) als auch das
Flourescein-Rhodamin-Verhétnis (Daten nicht gezeigt) sind nicht ausschlielich vom pH-

Wert, sondern auch von der Bakteriendichte abhéngig.
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Abb. 27: Verschiebung der Anregungenswellenléinge einer mit FITC markierten Bakteriensuspension in
Abhingigkeit des pH-Werts und der Bakteriendichte. Die Bakteriensuspension wurde in 10er
Schritten verdiinnt.

Aus diesem Grund wurde bei allen folgenden Experiment darauf geachtet, dass die Bakterien-
dichte aller drei M. smegmatis-Transformanten gleich war.

Wie in Abb. 28 dargestellt, ist sowohl das Verhiltnis von Fluorescein- zu Rhodamin-
bedingter Fluoreszenz als auch das Verhiltnis von bei 490 nm angeregter Fluorescein-
Fluoreszenz zu 450 nm angeregter Fluoreszenz niedriger bei mit M. smegmatis:pAT261

Transformanten als bei tly4- oder hly-exprimierenden M. smegmatis Zellen.
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Abb. 28: Verhiltnis von Rhodamin-bedingter zu Fluorescein-bedingter Fluoreszenz der Bakterien 4 h
nach Infektion von RAW 264.7 Zellen (A). Anregungswellenliingenverschiebung des Fluores-
ceins von 490 nm zu 450 nm fiir identische Kulturen (B).

Das Experiment wurde wiederholt mit Fluoreszenzfarbstoffen, die eine andere reaktive Grup-
pe aufweisen. Dabei handelte es sich um Carboxyfluorescein-Succinimidylester (CFSE) und
Carboxyrhodamin-Succinimidylester (CRSE). Zusétzlich wurden mit durch UV-Licht abgeto-
teten M. smegmatis-Zellen infiziert. Wie in Abb. 29 dargestellt, zeigt sich eine zum ersten
Versuch vergleichbare Tendenz fiir lebende M. smegmatis-Transformanten. Tote M. smegma-
tis-Zellen liegen beim CFSE-/CRSE-Verhiltnis zwischen A/y und t/yA-exprimierenden Zellen
und pAT261-Transformanten. Beim CFSE-Anregungsverhiltnis liegen sie auf gleichem Ni-
veau mit M. smegmatis:pAT261 Zellen. Man kann somit von einer Ansiduerung des Phago-

soms lebender M. smegmatis:pAT261 und toter Bakterien ausgehen.
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Abb. 29: Verhiiltnis der CFSE zu CRSE Fluoreszenz (A) und Verhiltnis der Anregungswellenléinge von
CFSE (B). Zusitzlicher wurde mit von durch UV-Licht abgetiteten Bakterien infiziert.
Messung erfolgte wieder 4 h nach Infektion.

Um einen Anhaltspunkt fiir die Streuung des phagosomalen pH-Wertes von pAT261-Trans-
formanten zu erhalten, wurde der Versuch mit zwei Populationen wiederholt, die getrennt
voneinander gewachsen waren und mit denen separat infiziert wurde. In einem anderen An-
satz wurde die RAW 264.7 Kultur 3 h nach Infektion fiir 1 h mit 30 mM Ammoniumchlorid
inkubiert.

Anregungswellenlangenverh.
[rel. Einh./rel. Eih.]

pAT261

pAT261:tlyA
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Abb. 30: Fluorimetrische Messung des phagosomalen pH-Wertes von infizierten RAW 264.7-Zellen. In
(A) sind die Verhiltnisse der Anregungswellenliingen von M. smegmatis-Klonen, die mit den
Plasmiden pAT261, pAT261:fly4 und pAT261:kly transformiert wurden, mit und ohne Zugabe
von 30 mM Ammoniumchlorid fiir 1 h verglichen. In (B) sind zwei getrennte Ansiitze von M.
smegmatis:pAT261-Zellen mit #lyA- und hly-exprimierenden M. smegmatis-Zellen verglichen.
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Wie aus Abb. 30 B zu entnehmen ist, verhalten sich pAT261-Transformanten, die auf ge-
trennten Ndhrboden gewachsen sind, anndhrend gleich und signifikant anders als M. smegma-
tis Zellen, die tlyA- oder hly-exprimieren. Durch die Zugabe von Ammoniumchlorid konnte
gezeigt werden, dass erstens die Verschiebung der Anregungswellenldnge reversibel ist und
zweitens, dass diese Verschiebung der Anregungswellenlingen auf eine Anderung des pH-
Wertes zuriickzufiihren ist (Abb. 30 A). Nach Zugabe von Ammoniumchlorid stieg das An-
regungswellenldngenverhéltnis bei pAT261-Transformanten auf eine zu #/yA4-exprimierenden

Transformanten vergleichbares Niveau.

Unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops konnte das CFSE/CRSE-Verhiltnis fiir ein-
zelne Bakterienzellen bestimmt werden. Dadurch wurde der Fehler vermieden, der durch Un-
terschiede in der Bakteriendichte entsteht. Aullerdem ist es auf diese Weise moglich zwischen
Phagosomen, die eine Bakterienzelle oder mehrere Bakterien enthalten, zu unterscheiden. Ein
Nachteil der fluoreszenzmikroskopischen Erfassung des phagosomalen pH-Wertes ist, dass
nur verhéltnisméaBig wenige Zellen untersucht werden konnen, so das eine groflere Streuung

der Werte moglich ist.

Fluoreszenz/Flache
[rel. Einh./um?]

0,57

0,0+

pAT261:hly pAT261:lacZ pAT261:tlyA

Abb. 31: Verhiltnis der Fluoreszenzstirke von CFSE und CRSE. Die Fluoreszenz stiirke wurde 4 h nach
Infektion von RAW 264.7 Zellen mittels eines Axioskop 2 mit AxioCamHRc Kamera gemessen.

In Abb. 31 sind die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen erlangten Messung der
CFSE/CRSE-Verhiltnisse dargestellt. #//y4 und hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen lassen
ein sehr dhnliches Verhéltnis erkennen. M. smegmatis:pAT261 Zellen hingegen zeigen einen
niedrigeren Wert. Die Unterschiede im CFSE/CRSE-Verhiltnisse sind aber nicht signifikant,

wie anhand der groBen Streuung deutlich wird.
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3.7 TIyA Fusionsprotein

Um die intrazelluldre Lokalisation von TlyA zu untersuchen, wurde eine Genfusion zwischen
tly4A und RFP hergestellt. Dafiir wurde das RFP tragende Fragment des Vektors pDsRedl1-1
tiber einen PstI- und Spel-Verdau isoliert und in den Vektor pAT261, der mit Pstl und Nhel
geoffent wurde, inseriert. Der neue Vektor pAT261RFP tragt kein 4ly mehr, da es durch den
Pstl-Verdau deletiert wurde. t/y4 wurde liber PCR mit den Oligonukleotiden ,fw TlyRFP’
und ,rev Tly-RFP’ amplifiziert und mit Pstl und BamHI verdaut. Das PCR Fragment wurde in
den Vektor pAT261RFP, der mit den gleichen Endonukleasen geschnitten wurde, eingefiigt.
Die Klonierung des PCR-Produktes wurde mittels mehrfacher Sequenzierung iiberpriift. Da-

bei konnte gezeigt werden, dass das Leseraster von #/y4 in das Leseraster vom RFP {ibergeht.

tiyA RFP

Abb. 32: Konstruktion der Genfusion von #/ly4 und RFP.

Um das Genprodukt im Westernblot nachweisen zu konnen, wurde iiber ein Verbindungs-
stiick in das Leseraster 6 Histidine eingefiigt. Dafiir wurde der Vektor mit BamHI getffnet
und das aus den beiden Oligonukleotiden ,Link ThisRfp fw’ und ,Link ThisRfp rv’ bestehen-
de Verbindungsstiick inseriert. Auch diese Klonierung wurde durch Sequenzierung iiberpriift.

Der neu entstandene Vektor wird pT-R6his genannt.

Pstl , BamHI

M—

thy4 6his RFP

Abb. 33: Insertion einer Sequenz, die 6 Histidine kodiert, zwischen #/y4 und RFP.

M. smegmatis-Transformanten mit dem Vektor pT-R6his zeigen eine deutliche rote Fluores-
zenz bei entsprechender Anregung (Abb. 34 A). In élteren Kulturen weisen die Zellen diese

Fluoreszenz nur an den Zellpolen auf (Abb. 34 B). Es konnte nicht eindeutig gezeigt werden,
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ob es sich um einen kausalen Zusammenhang, der auf die Fusion mit #/y4 zuriickzufiihren ist,

oder um einen Artefakt durch das Alter der Kultur handelte.

Abb. 34: M. smegmatis:pT-R6his-Transformanten in der spéten logarithmischen Wachstumsphase (A)

und in der Stationiirenphase (B). (A) zeigte eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, (B) eine
lasermikroskopische.

Durch Untersuchungen der Lokalisation des TlyA konnen Riickschliisse auf deren Funktion
gezogen werden. Insbesondere kann ausgeschlossen werden, dass es sich um ein regulatori-
sches Protein handelt, welches die Transkription eines Hédmolysins steuert. Dies ist z.B. im
Fall des slyA aus Salmonella typhimurium, das die Expression des Himolysins sheA4 in E. coli
K-12 aktiviert, selber aber nicht hdmolytisch ist, beschrieben worden (Ludwig et al., 1995).

Um die Lokalisation des TlyA zu untersuchen wurden zwei unterschiedliche Verfahren ge-
wahlt. Zum einen wurde der Kulturiiberstand von den Transformanten, die den Vektor
pAT:RFP tragen und RFP-exprimieren, mit dem von Transformanten, die den Vektor
pT-Ro6his tragen und das Fusionsprotein t/y4A-RFP-exprimieren, fluorimetrisch verglichen. Es
wurde keine erhdhte Fluoreszenz bei Transformanten mit dem Plasmid pT-R6his verglichen

mit anderen RFP-exprimierenden Transformanten festgestellt (Abb. 35).

3000000 -

Fluoreszenz [rel.Einh.]

2000000 -

pGPC25:RFP pAT:RFP pT-R

Abb. 35: Vergleich der Fluoreszenz des Kulturiiberstands bei 560 nm Anregung und 572 Emission von
M. smegmatis:pGPC25RFP, M. smegmatis:pATRFP und M. smegmatis:pT-R-Zellen.
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Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass TlyA-RFP von M. smegmatis nicht sezer-
niert wird. Um zu iiberpriifen, ob TlyA ohne RFP sezerniert wird, wurde der Vektor pT-R6his
mit BamHI geschnitten und die iiberhdngenden Enden mit T4~-DNA-Polymerase aufgefiillt.
AnschlieBend wurde der Vektor mit sich selbst ligiert. Dadurch kommt es zu einer Verschie-
bung des Leserasters. Die 6 Histidine liegen in diesen Vektor, der pT-R6hisT4 genannt wird,
nicht mehr zwischen TlyA und RFP, sondern am C-terminalen Ende des #/yA4. Fiir dieses neue
Fusionsprotein wurde ein Westernblot durchgefiihrt. Die Fraktionen ,Uberstand’, ,Zellwand’,

,Zellmembran’ und ,Zytoplasma’ wurden dabei getrennt untersucht.

1 2 3 4
-2 o

- 1 -—
."1‘ o 66 kD
= 46 kD

] 5
—»* = 30 kD

Abb. 36: Westernblot gegen das Fusionsprotein #ly46his mit dem AntiHis Antikorper (Qiagen) (M. Wol-
ke, pers. Mitt.). 1: Zellwand, 2: Zellmembran, 3: Zytoplasma, 4: Uberstand. Der Pfeil zeigt auf
das spezifische Genprodukt in der erwarteten Grofie. Es wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein
aufgetragen.

Wie man in Abb. 36 erkennen kann, zeigt die Fraktion ,Zellwand’ das starkste Signal. In der
Zellmembran und im Kulturiiberstand ist fast kein TlyA-Fusionsprotein nachweisbar. Im Zy-
toplasma ist eine geringe Konzentration des Proteins detektierbar. Man kann also davon aus-

gehen, dass es sich beim TlyA um ein Zellwandprotein handelt.

3.8 Vergleich der Aminosauresequenz von TlyA verschiedener Arten

TlyA aus M. tuberculosis zeigt auBBer mit dem TlyA aus M. leprae, Brachyspira hyodysenteri-
ae, Bacillus subtilis, Helicobacter pylori und Synechocystis sp. noch hohe Ubereinstimmung

zu den Gen-Produkten anderer Arten. Diese sind in Tab. 15 miteinander verglichen.
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Tab. 15: Sequenzvergleich von TlyA aus verschiedenen Arten

M | eprae

M ul cerans

M tubercul osis
Streptomyces coelicol or
Nost oc sp.

Thernmot oga maritim
Borrelia burgdorferi

Ri ckettsia prowazekii

Ri ckettsia conorii

Mycopl asma hyopneunoni ae
Hel i cobact er pylori
Canpyl obacter jejuni
Brachyspira hyodysenteri ae

M | eprae

M ul cerans

M tubercul osis
Streptomyces coelicol or
Nost oc sp.

Thermot oga maritima
Borrelia burgdorferi

Ri ckettsia prowazekii

Ri ckettsia conorii

Mycopl asma hyopneunoni ae
Hel i cobact er pylori
Canpyl obacter jejuni
Brachyspira hyodysenteri ae

M | eprae

M ul cerans

M tubercul osis
Streptomyces coelicol or
Nost oc sp.

Thermot oga maritima
Borrelia burgdorferi

Ri ckettsia prowazekii

Ri ckettsia conorii

Mycopl asma hyopneunoni ae
Hel i cobact er pylori
Canpyl obacter jejuni
Brachyspira hyodysenteri ae

M | eprae

M ul cerans

M tubercul osis
Streptomyces coelicol or
Nost oc sp.

Thernmotoga maritim
Borrelia burgdorferi

Ri ckettsia prowazekii

Ri ckettsia conorii

Mycopl asma hyopneunoni ae
Hel i cobact er pylori
Canpyl obacter jejuni
Brachyspira hyodysenteri ae

M | eprae

M ul cerans

M tubercul osis
Streptomyces coelicol or
Nost oc sp.

Thermot oga maritima
Borrelia burgdorferi

Ri ckettsia prowazekii

Ri ckettsia conorii

Mycopl asma hyopneunoni ae
Hel i cobacter pylori
Canpyl obacter jejuni
Brachyspi ra hyodysenteri ae

1 A

1 A

1 A\

l A

1 -~-ccccccccmcccmcncenncanncannnann

1 | A

1 3 A

1 QAelvTDl Al LS
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MR oy
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\VVDKEAI L ENF
DFEJ

Qv

LAFReZAYEXNI KRDKK BDKAI L[
MENEeF=FKSLNEDI KNFNGVWSGEYL[

214

213 EKFYKNKL

Beim Sequenzvergleich der verschiedenen Gen-Produkte zeigen sich Abschnitte, die hoch-

konserviert sind. Zwischen Listeriolysin und TlyA hingegen besteht keine signifikante Se-
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quenziibereinstimmung. Auch zwischen den Phospholipasen C aus M. tuberculosis, L. mono-
cytogenes, S. coelicolor und dem TlyA aus M. tuberculosis wurden keine signifikanten Uber-
einstimmungen gefunden. Es gibt keine Anhaltspunkt fiir dafiir, dass es sich beim TlyA um
eine Phospholipase C handelt. Es wurde auch keine Sequenziibereinstimmung zu den Porinen

MspA und MspD aus M. smegmatis getunden.

Computeranalysen mit zwei unterschiedlichen Programmen zeigten eine mogliche Trans-
membrandoméne mit einer vergleichsweise hohen Wahrscheinlichkeit. In Abb. 37 sind die
Wahrscheinlichkeiten flir eine Transmembrandoméne fiir TlyA, ein Membranprotein der
MmpL-Familie und fiir den Sigmafaktor E dargestellt. Wie erkennbar ist, zeigt der Sigmatak-
tor E keine positive Wahrscheinlichkeit fiir eine Transmembrandoméne. Fiir das Membran-
protein der MmpL-Familie und fiir TlyA wurde eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir ein bzw.

mehrere Transmembrandoménen gefunden.

uuuuu

uuuuu

Abb. 37: Wahrscheinlichkeit einer Transmembrandoméine von verschiedenen Proteinen aus M. tubercu-
losis. (A): TlyA, (B): MmpL und (C): SigE.

Eine Transmembrandomine wurde sowohl von dem Programm ,SOSUI’ als auch von dem

Programm ,TMpred’ identifiziert und lautet: VVADLSFISLATVLPALV.
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Abb. 38: Model der Membranintegration von TlyA. Das Model wurde mit Hilfe des Programm ,SOSUI’
erstellt.

Es ist gut vorstellbar, dass eine Transmembrandoméne eine Rolle bei der himolytischen Ak-

tivitdt des TIyA spielt.

Brachyspira

Thermotoga hyodysenteriae
maritima

s h ti Rickettsia prowazekii
ynechocysts sp. Rickettsia conorii

Nostoc sp.
Mycoplasma
hyopneumoniae
Streptomyces
coelicolor

Mycobacterium ulcerans Borrelia burgdorferi

Mycebacterium

leprae Mycobacterium

tuberculosis
Campylobacter jejuni

Helicobacter pylori

Abb. 39: Dendrogram von TIlyA aus verschiedenen Arten.

In der Darstellung der Sequenzéhnlichkeiten als Dendrogram werden mogliche Verwandt-
schaftsverhéltnisse deutlich (Abb. 39). Interessanterweise kommt dieses Gen auch in Arten
vor, die nicht pathogen sind wie Thermotoga maritima, Streptomyces coelicolor, Synecho-

cystis sp. und Nostoc sp..
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3.9 Anwendung des Listeriolysin bedingten Uberlebensvorteils zur Identi-
fizierung von phagosomal-induzierten Promotoren

Wie unter 3.2 dargestellt, bewirkt die Expression von hly in M. smegmatis eine erhdhte Uber-
lebensrate in THP-1-Zellen. Diese Eigenschaft wurde benutzt um ein Promotor-Such-System
aufzubauen, das auf einem promotorlosen A/y als positivem Selektionsfaktor und dem Wild-

typ-Allel des rpsL als negativen Selektionsfaktor beruht.

3.9.1 Herstellung eines Streptomycin resistenten M. smegmatis-Stamms

Um gegen die Expression des Wildtyp Allels vom rpsL selektieren zu konnen, muss der ver-
wendete M. smegmatis-Stamm im Genom ein mutiertes rpsL Allel tragen (Kenney &
Churchward, 1994; Sander et al., 1995). Einen entsprechender Stamm wurde durch Ausplat-
tieren von M. smegmatis mc?155-Zellen auf LB-Platten, die mit 25 pg/ml Streptomycin
supplementiert waren, hergestellt. Kolonien dieser Platten wurden auf LB-Platten mit 50, 100,
und schlieBlich 1000 pg/ml Streptomycin sukzessiv iibertragen. Der resultierende Stamm
wurde S1000 genannt. Durch Transformation mit dem Plasmid pMV261-rpsL+ wurden die

Zellen wieder sensitiv gegen Streptomycin.

3.9.2 Konstruktion des Vektors pTRAP und Testen seiner Komponenten

Als Ausgangsvektor wurde der von Hess et al. (1998) beschriebene Vektor pAT 261:Aly ge-
wihlt, da dieser die Expression und Sekretion von Listeriolysin in Mykobakterien ermdglicht.
Dieses Plasmid musste in mehreren Klonierungsschritten verdndert werden. So war es fiir
diese Untersuchungen unumginglich, dass die promotorlosen Gene lacZ und rpsL inseriert

wurden und dass keine Promotoraktivitit stromaufwérts dieser Gene mehr erkennbar war.

3.9.2.1 Einfiihrung einer Swal-Schnittstelle zwischen HSP60-Promotor und hly

Um den vom #Aly stromaufwirts gelegenen HSP60-Promoter deletieren zu konnen und statt
dessen fiir die Klonierung genomischer DNA-Fragmente geeignete Schnittstellen einzufiigen,
musste die Ncol-Schnittstelle vor der Sequenz vom Alphaantigen ersetzt werden. Dies wurde
dadurch erreicht, dass das Aly-Fragment durch einen PsfI-Verdau entfernt und in die Ncol-
Schnittstelle des verbleibenden Vektors synthetische DNA inseriert wurde, die eine Swal-

Schnittstelle trigt. Fiir die Herstellung dieser synthetischen DNA wurden das Oligonukleotid
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,LinkerNcol->Swal’ verwendet. In den auf diese Weise neu entstandenen Vektor wurde das
hly-Fragment wieder in die PstI-Schnittstelle inseriert. Dieser Vektor wird pTRAP1 genannt.
3.9.2.2 Einfiihrung des Reporter-Genes lacZ

Um die transkriptionelle Aktivitit stromaufwérts vom hly quantifizieren zu konnen, wurde
das Reporter-Gen lacZ stromabwirts des rekombinanten //y in den unter 3.9.2.1 beschriebe-
nen Vektor pTRAP1 kloniert. Dafiir wurde /acZ in mehren Schritten umkloniert: Excision aus
dem Vektor pFDY 157 mit Nhel und Hindlll, Auffillung der Enden mit Hilfe von T4-
Polymerase und Insertion in die EcoRV-Schnittstelle des Vektors pBluescript KS. Von den
beiden neu entstandenen Vektoren, die das lacZ in unterschiedlicher Orientierung tragen,
wurde der Vektor mit der Orientierung stromabwirts des /ac-Promotors mit BamHI und Sall
verdaut und das so entstandene /acZ-Fragment wurde direktional in den mit Bc/l und Sall

verdauten Vektor pAT:hlySwal inseriert. Der so entstandene Vektor wird pTRAP2 genannt.

3.9.2.3 Insertion des negativen Selektionsfaktors

Um ein rpsL-Gen ohne intrinsische Promotoraktivitidt zu erhalten, wurden das rpsL tragende
Fragment aus dem Vektor pMV261-rpsL+ (Sander et al., 1995) mit Xbal und EcoRI ausge-
schnitten und mit 7agql partialverdaut.

Taql ist eine Endonuklease mit einer Erkennungssequenz von lediglich vier Basenpaaren, die
mykobakterielle DNA im Mittel alle 100 bp schneidet. Innerhalb des rpsL liegen zwei Tagl-
Schnittstellen. Eine weitere 7agl-Schnittstelle liegt zwei Basen vor dem Translationsstart

(Abb. 40) und noch eine weitere liegt 295 Basen nach dem Translationsstop (Abb. 41).

GAAT|CGAGT TTNAGGCAAGCTATGCGACACNCCCGAC
>

Taql rpsL

Abb. 40: Translationsstart des rpsL und TaqlI-Schnitt stromaufwiirts davon.

Mit Hilfe eines Tagl-Partialverdaues war es moglich das in Abb. 41 als ,Fragment I’ bezeich-

nete DNA Stiick zu isolieren.
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Abb. 41: Restriktionskarte von rpsL im Plasmid pMV261-rpsL+.

Dieses Fragment wurde in die Clal-Schnittstelle von pBluescript KS kloniert. Dabei entstan-
den zwei Plasmide, die jeweils das rpsL in unterschiedlicher Orientierung aufweisen. Das
Plasmid, welches das rpsL in der Orientierung des lac-Promotors tragt, wird pBlue:rpsL ge-
nannt. Das Fragment dieses Plasmids wurde mittels Hincll und Hindlll ausgeschnitten und in
den Vektor pMV261-rpsL+ in die Schnittstellen HindIIl und Pvull inseriert. Funktionelle
Analysen des Vektors ergaben keine Verminderung der Transformationseffizienz auf LB-
Platten, die mit Kanamycin und Streptomycin supplementiert sind. Aus diesem Grund wurde
in die Sa/l-Schnittstelle die Shine-Dalgarno-Sequenz des Alpha-Antigens 85b eingefiihrt. Da-
fiir wurden die hybridisierten Oligonukleotide ,Linker ff rT SD’ und ,Linker rw rT SD’ ver-
wendet. Das Produkt wurde in den Vektor pMV261-rpsL+ umkloniert (s.0.) und funktionell
getestet. Nach Einfilhrung der Shine-Dalgarno-Sequenz wurden keine M. smegmatis-Ko-
lonien auf mit Streptomycin supplementierten Platten mehr beobachtet. Es kann deshalb da-
von ausgegangen werden, dass das rpsL-Allel nach Einfithrung der synthetischen Shine-
Dalgarno-Sequenz exprimiert wird.

Die BamHI-Schnittstelle dieses Vektors wurde durch eine Bg/II-Schnittstelle ersetzt. Das rpsL
tragende Fragment mit Bg/II und Sal/l direktional in den mit BamHI und Sall gedffneten Vek-
tor pTRAP2 umkloniert. Der so entstandene Vektor heilit pTRAP3. Bg/Il und BamH]I erzeu-
gen kompatible DNA-Enden, so dass die urspriinglich im Vektor vorhandene BamHI-Schnitt-
stelle in pTRAP3 nicht mehr vorhanden ist.

Mit diesem Vektor transformierte M. smegmatis-Zellen exprimieren das Wildtyp-Allel vom

rpsL unter der Kontrolle des HSP60-Promotors und sind deshalb gegen Streptomycin sensitiv.

3.9.2.4 FEinfiihrung einer Klonierungsschnittstelle (cloning site)

In den Vektor pTRAP3 wurde ein synthetisches Verbindungsstiick, das durch die Hybridisie-
rung der Oligonukleotide ,Link ff Kpn->SwaBamPac’ und ,Link rv Kpn->SwaBamPac’ her-
vorging, in die Schnittstellen Kpnl und Swal eingefiihrt. Der neu entstandene Vektor pTRAP4
trdgt an dieser Stelle Schnittstellen fiir Swal, BamHI und Pacl. Die Schnittstelle BamHI ist

nur einmal im Vektor vorhanden und da BamHI kompatible Enden zu Sau3A erzeugt, geeig-
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net um randomisierte genomische DNA-Fragmente zu klonieren. Pacl und Swal schneiden im
Genom von M. avium nicht und sind deshalb geeignet, um die isolierten genomischen DNA-
Fragmente nach dem Screening direktional umzukonlonieren.

Durch die Insertion dieses Verbindungsstiicks wurde der HSP60-Promotor aus dem Vektor
pTRAP2 entfernt. Trotz Deletion dieses Promotors zeigen mit diesem Vektor transformierte
M. smegmatis-Kolonien eine Blaufarbung auf x-gal-haltigen Platten. Es muss deshalb davon
ausgegangen werden, dass ein weiterer Promotor stromaufwirts des Verbindungsstiicks im

Bereich vom pAL5000-Ori liegt.

3.9.2.5 Terminatoren

Um eine Expression durch Plasmid-intrinsische Promotoren, die stromaufwirts des Verbin-
dungsstiicks gelegen sind, zu verhindern, wurden verschiedene Terminatoren vor die Klonie-
rungsstelle inseriert. Dafiir wurde der Vektor pTRAP3 bzw. pTRAP4 mit Swal und BamHI
geoffnet und die synthetischen DNA-Fragmente der hybridisierten Oligonukleotide ,Term
sinR ff> und ,Term sinR rw’ sowie ,T4 ff” und ,T4 rw’ eingefiigt.

Tab. 16: Verwendete Terminatoren

Terminator Sequenz Organismus
AGAGGAGTAGTGCCTGAGCAGAGGCACTAACTCCT
SinR CAGAGGAGTAGTGCCTGAGCAGAGGCACTAACTCC Bacillus subtilis
TCATTTAAATG
Protoporphyrinogen IX AAAACCTCCGCTTTATCGCGGAGGTTTT B. subtilis
Oxidase
) GCACAGAGACCCCTAT )
WhiB3 CAAATAGGGGTCTTTGT M. smegmatis

Trotz der Verwendung der in Tab. 16 aufgefiihrten Terminatoren konnte die intrinsische Pro-
motoraktivitdt mit der Polaritdt des Operons Aly, rpsL und lacZ nicht soweit terminiert wer-
den, dass keine Blaufiarbung von M. smegmatis-Kolonien auf x-gal-Platten mehr feststellbar
war.

Aus diesem Grund wurde die EcoRI-Schnittstelle stromabwirts des /acZ durch eine Kpnl-
Schnittstelle ersetzt. Dafiir wurde das synthetische Verbindungsstiick des Oligonukleotids
,Link EcoRi zu Kpn’ verwendet. Da sich eine weitere EcoRI-Schnittstellen auf dem Vektor
befinden, war dies nur durch einen EcoRI-Partialverdau mdglich. Der neue gewonnene Vektor
pTRAP7 kann durch einen Kpnl-Verdau in eine hly-rpsL-lacZ-Kassette und den verbleiben-
den Vektor getrennt werden. Nach erneuter Insertion der Kassette wurden Klone isoliert, die

den Vektor mit der entgegengesetzten Orientierung der Kassette tragen. Dieser Vektor be-
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wirkte keine Blaufarbung von M. smegmatis-Kolonien und wurde zur Klonierung der geno-

mischen DNA-Bank verwendet. Er wird mit pTRAP bezeichnet.

3.9.3 Konstruktion und Durchsuchen der genomischen DNA-Banken
mit dem Vektor pTRAP

Uber einen Sau3A-Partialverdau wurde genomische DNA aus M. smegmatis so geschnitten,
dass Fragmente mit einer Gro3e zwischen 200 und 1500 bp entstanden. Diese GroBBenfraktion
wurde in Anlehnung an die genomische DNA-Bank aus M. marinum von Baker et al. (1998)
gewihlt. Die Transformation in XI-1 Blue E. coli-Zellen ergab eine Anzahl von 2,8x10” Klo-
nen. In M. smegmatis konnte mit dieser Bank eine Anzahl an Klonen von 6,4x10* erreicht
werden. Da beide Banken eine sehr hohe Repridsentanz aufweisen, kann davon ausgegangen

werden, dass das gesamte M. smegmatis-Genom in der Bank wiedergegeben ist.
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Abb. 42: Ausschnitt aus einer LB-Agarplatte mit M. smegmatis-Kolonien. Die Bakterienzellen wurden
mit der genomischen DNA-Bank transformiert. Die Agarplatte ist mit x-gal supplementiert.

In Abb. 42 ist ein Ausschnitt aus einer mit x-gal supplementierten LB-Agarplatte dargestellt,
die mit Transformanten der genomischen DNA-Bank beimpft wurde. Es zeigte sich ein Ver-

hiltnis von blauen zu weillen Kolonien von ungefahr eins zu drei.

3.9.4 Untersuchung der isolierten Klone
Die durch das Promotor-Such-System isolierten Klone wurden mit zwei Methoden auf Inser-

tion genomischer DNA untersucht:

1. Es wurde eine Reisolierung der Plasmide (plasmid rescue) vorgenommen, d.h. die

Plasmid-DNA wurde aus den Mykobakterien isoliert und damit E. coli-Zellen transformiert.
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Die auf diese Weise gewonnenen Plasmide wurden durch Restriktionsanalysen und Sequen-
zierung untersucht. Durch Plasmidreisolierung erhaltene Plasmide zeigen in vielen Fillen
starke Abweichungen im Restriktionsmuster von dem Ausgangsplasmid. Alle reisolierten
Plasmide waren kleiner als das Ausgangsplasmid (Daten nicht dargestellt). Es wurden deshalb
M. smegmatis Klone, die den Ausgangsvektor pTRAP und einen Vektor mit Promotoraktivi-
tdt auf Rekombination untersucht. Dafiir wurde die Kpnl-Schnittstelle durch eine zweite
Swal-Schnittstelle in dem Vektor pTRAP1 ausgetauscht. Dafiir wurde das Oligonukleotid
,Linker Kpni->Swal’ verwendet. Das Fragment, das den HSP60-Promotor trégt, wurde {iber
einen Swal-Verdau isoliert und in die Swal-Schnittstelle des Vektors pTRAP inseriert. Der
Vektor, der den HSP60-Promotor in Orientierung zum Aly trigt, wird pTRAP:Pyspso genannt.

M. smegmatis-Transformanten, die entweder den Vektor pTRAP oder den Vektor
pTRAP:Pugpeo trugen, wurden fiir 3 Tage inkubiert, die DNA isoliert und wieder in E. coli
transformiert. Die auf diese Weise reisolierten Plasmide zeigen ein abweichendes Restrikti-

onsmuster im Vergleich zu den Ausgangsvektoren (Abb. 43).

PTRAP:Pygpeo )

Abb. 43: Restriktionsvergleich von reisolierten Plasmiden, die mit PsfI geschnitten wurden.
Das Plasmid pTRAP, das direkt aus E. coli isoliert wurde, ist mit (-) gekennzeichnet.

2. Es wurde die Insertionsstelle aus den isolierten Klonen der genomischen DNA-Bank
mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Dafiir wurden die Oligonukleotide ,ProTrapSense’
und ,ProTrapAntisense’ verwendet. Uber PCR amplifizierte Insertionsstellen zeigten in iiber

50% aller Félle kein PCR-Produkt (Abb. 44 B).
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Abb. 44: Agarosegel von PCR-Produkten aus Klonen der durchsuchten genomischen DNA-Bank. Die mit
Sternchen markierten Fragmente zeigen auf das PCR-Produkt des Ausgangsvektors. Die PCR-
Produkte der Klone 4 und 21 sind entsprechend beschriftet. A: zeigt die Klone des 6. Tages, B:
die des 7 Tages, C: 8 Tages.

Klone, die am 8. Tag des Screenings isoliert wurden, zeigten in 70% der Félle ein gleichgros-
ses PCR-Fragment. Alle isolierten Klone, bei denen eine Insertionssequenz iiber PCR nach-

weisbar war, tragen Promotoren, die auf LB-Agarplatten zur Expression von lacZ fiihren.

3.9.5 Untersuchung der isolierten Promotoren

Die beiden unterschiedlichen Insertionssequenzen, die durch das Promotor-Such-System iso-
liert werden konnten, wurden weiteren Untersuchungen unterzogen. Zum einen wurde die
Sequenz mit der Sequenz bekannter Promotoren und mit Motiven bekannter Promotoren ver-
glichen. Zum anderen wurde die Promotorstirke intra- und extrazelluldr, sowie bei unter-

schiedlichen Mikromilieubedingungen gemessen.

3.9.5.1 Sequenzanalyse

Die Sequenz der isolierten Fragmente wurde mit Hilfe der Oligonukleotide ,ProTrapSense’
und ,ProTrapAntisense’ bestimmt. Die ermittelte Nukleotidsequenz wurde mit bekannten
Sequenzen durch einen Nukleotidvergleich am NCBI untersucht (blast-search).

Durch die Sequenzierung des PCR-Produktes des Vektors pTRAP, konnte sichergestellt wer-
den, dass die fiir Klon 4 (Abb. 45) und Klon 21 (Abb. 46) angegebenen Sequenzen nicht vom
Vektor pTRAP stammen.
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Kl on 4: 148 GAAGGGCAGGGTCTTGAGGT CCTCGT GCTGT GCACGCCACTGGAAGTGGACGAACTCGTIT 207

R R R AR R AR R AR
NCBI - dat enbank: 376 GAAGGGCAGGGTCTTGAGGTCCTCGT GCTGTGCACGOCACT GGAAGT GGACGAACTCGTT 317

Kl on 4: 208 GTCCACCGACACACCGAGCACCTTGGECGT CGCGGTCCTCGAAGTCCTCGTTCAGCTTGCC 267

COCEEE e e e e e e e e eyl
NCBI - dat enbank: 316 GTCCACCGACACACCGAGCACCT TGGOGT CGCGGTCCTCGAAGTCCTCGT TCAGCTTGCC 257

Kl on 4: 268 GAAGGCCGCGATCTNCGTCGGGCACACGAACGTGAAG 304

R R AR RN
NCBI - dat enbank: 256 GAAGGCOGCGATCTCCGTCGGGECACACGAACGTGAAG 220

Abb. 45: Vergleich des sequenzierten Teils des Klon 4 mit der Sequenz des ahpC von M. smegmatis

Wie Abb. 45 entnommen werden kann, zeigt die Insertionssequenz des Klon 4 eine hohe U-
bereinstimmung mit der ahpC-Sequenz aus M. smegmatis. Die Sequenzierung wurde mit Hil-
fe des Oligonukleotids ,ProTrapAntisense’ vorgenommen. Das Insertionsfragment des Klon 4
deckt zum gréBeren Teil die Sequenz stromaufwirts des aspC und zu einem kleineren Teil
die kodierende Sequenz des ahpC ab. Dieses Fragment beinhaltet auch die beiden Transkrip-
tionsstartpunkte, die von Dhandayuthapani et al. (1996) identifiziert worden sind. Deshalb
muss davon ausgegangen werden, dass das Insertionsfragment des Klon 4 den ahpC-Promotor

tragt.

Kl on 21: 38 CCCCGCTACT TACGCT GGCCGEECGCAGT GCCCGCGACGGE- ACGGCTCAAGITGTCCTCG 96

R e A A R R A A
NCBI - Dat enbank: 1362933 COCOGCG- CTTGCGGTGIC- - GCTGCAGT GCOOGC- ACGGCACGGACCACGTCGTCGTC- 1362987

Kl on 21: 97 CTGCCACTCGCTGCG ACGACGGEGECCT GGCCTCACCGTCCCGACC- TAGCACTCACCGGT 154

[ [ 111 | |
NCBI - Dat enbank: 1362988 CT- CGACGAGCAACGTACGCCGCACCCCGC- TCTTAG COGGATAGTCGAACTCCACTG- 1363043

Kl on 21: 155 CGCGAGTGCCAACGIT- AT- TCTTAGCACT 182

AN e
NCBI - Dat enbank: 1363044 CGOCGCTGCTCACGCTCACGTGTTCGCACT 1363073

Abb. 46: Vergleich der Insertionssequenz des Klon 21 mit der Datenbank des Institute for Genomic Re-
search (http://www.tigr.org/).

Die PCR-Fragmente von Klon 21 und von allen Klonen vom 8. Tages des Screenings sind
identisch. Die Sequenz der Insertionsfragmente wurde mit der Datenbank des Institute for
Genomic Research verglichen (Abb. 46 und Abb. 47). Dabei zeigte sich eine hohere Se-
quenziibereinstimmung mit einer M. tuberculosis Sequenz als mit der Datenbank fiir das Ge-
nom von M. smegmatis. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass der entsprechende
Teil des Genoms von M. smegmatis noch nicht sequenziert worden ist. Der Sequenzvergleich

mit dem M. tuberculosis Genom ist in Abb. 47 wiedergegeben.
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Query: 128 TGGECCGGEGECCGCAGT GCCCGCGAACGGANCGGECTCANGT TGTCCTCGCTTGCCACTCGCT 187

R A A R A R R AR R AR
Sbj ct: 2436 TGGECOGGGC- GCAGTGCCOGCGA- CGGA- CGGCTCAAGT TGTCCTCGCT- GOCACTCGCT 2381

Query: 188 TGCGAACGAACGGGECCT GGCCTCACCGT CCCGACCTANCACT CACCGGT CGCGAGIGCCA 247

CLCE T T e e e et Fe e e
Sbj ct: 2380 - GOGA- CGA- CGBGCCT GGOCT CACOGT CCCGACCTAGCACT CACCGGT CGCGAGTGCCA 2324

Query: 248 ACGITATTCTTAGCACTCGCCTATGCCGAGT GCAAGAAAGCCCCGCACCGGGTAATGCCC 307

CLCEEE e e e e e L e et
Sbj ct: 2323 ACGITATTCTTAGCACTCGCCTATGOCGAGT GCAAG- AAGCCCCGCACCGGGTCATGCCC 2265

Query: 308 CTCGITCNAC 317

RN
Sbj ct: 2264 CTCGTTCGAC 2255

Abb. 47: Sequenzvergleich der Insertionssequenz des Klons 21 mit der Sequenz strom-
aufwiirts des Genes Rv0439c.

CDS(moaA3) CDS(Rv0439c) Homologe Sequenz CDS(groEL2)

< 4 Hi— —

Abb. 48: Lokalisation der homologen Sequenz auf dem M. tuberculosis Genom.

Die hochste Sequenziibereinstimmung wurde mit der Sequenz, die stromaufwirts des Genes
Rv0439c liegt, gefunden (Abb. 47 und Abb. 48). Bei diesem Gen handelt sich um eine poten-
tielle Oxidoreduktase mit bisher unbekannter Funktion. Nach der Benennung durch das Insti-

tute for Genomic Research wird dieses offene Leserater mit MT0455 bezeichnet.

MT0456

MTO451
MTo453 MTod54 MTo455

MTod452

Abb. 49: Abschnitt auf dem Genom von M. tuberculosis in der Region des Genes MT0455.

In Abb. 49 ist die genomische Umgebung um das Gen MT0455 von M. tuberculosis darge-
stellt. Die dichte Abfolge der Gene MT0451 bis MT0455 kann bedeuten, dass es sich um ein

Operon handelt. Name und vermutete Funktion sind in Tab. 17 wiedergegeben.
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Tab. 17: Bezeichnung der Loci und der offenen Leseraster stromabwiérts der homologen Sequenz des
Klons 21 am Institute for Genomic Research

Locus des ORF | Name

MTO0455 oxidoreductase, short-chain dehydrogenase/reductase family
MT0454 molybdopterin biosynthesis protein MoeA

MT0453 conserved hypothetical protein

MT0452 CDP-diacylglycerol--serine O-phosphatidyltransferase
MTO0451 cell division control protein, putative

Mit Hilfe der Promotorsuch-Software ,Neural Network Promoter Prediction’ (Harley & Rey-
nolds, 1987), das sowohl zur Identifizierung von eukaryotischen als auch prokaryotischen
Promotoren geeignet ist, wurde ein Transkriptionsstart auf der Sequenz des Klons 21 identifi-
ziert. Die berechnete Wahrscheinlichkeit fiir diesen Transkriptionsstart ist mit 0,16 allerdings

sehr gering.

Start End Score Promoter Sequence

141 186 0.16 TAGCACT CACCGGT CGCGAGT GCCAACGT TATTCTTAGCACTCGCCT ATG

Abb. 50: Vorhergesagter Promotor und Transkriptionsstart des Insertionsfragmentes vom Klon 21. Der
Transkriptionsstart ist in der Sequenz unterstrichen und mit einem grof3en Buchstaben hervor-
gehoben. Eine mogliche -10 Region dieses Promotors ist unterstrichen und fett dargestellt.

Die vorhergesagte -10 Region des Promotors zeigt grole Homologie zu anderen -10 Regionen
von mykobakteriellen Promotoren und stimmt mit der —10 Konsensussequenz von Mulder et
al. (1997), TATAAT, in vier von sechs Nukleotiden iiberein. In Tab. 18 sind verschiedene -10
und -35 Regionen von mykobakteriellen Promotoren mit der moglichen homologen Sequenz

des Promotors vom Klon 21 verglichen.
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Tab. 18: Vergleich verschiedener -35 und -10 Regionen von mykobakteriellen Promotoren. Uberein-
stimmungen mit der Sequenz des Klon 21 sind unterstrichen.

Art Gen " -35 Region | -10 Region | Referenz
strombwirts

M. smegmatis GCACTCACCGGTC TATTCT | Diese Arbeit

M. tuberculosis mpt64 TTGGCG TATGTT | Qettinger et al. (1994)

M. tuberculosis rpsL TTGACC TATTGT Kenney & Churchward
(1996)

M. tuberculosis T130 - TATGCT | Bashyam et al. (1996)

M. tuberculosis T150, vap TTGACA TATCAT | Bashyam et al. (1996)

M. smegmatis Acetam. | TTGACT tatarr | Mahenthiralingam et al.

= (1993)

M. smegmatis rpsL TTGTTT tarrer | Kenney & Churchward
(1996)

M. smegmatis nA P2 TTGCAA tatcrr | Gonzalez-y-Merchand et al.
(1997)

M. smegmatis S4 - TATAAG | Bashyam et al. (1996)

M. smegmatis S21 - TATGGT | Bashyam et al. (1996)

Wihrend sich eine potentielle —10 Region des Promotors mit guter Homologie vorhersagen
lasst, ist eine —35 Region nicht deutlich zu bestimmen. Der ahpC-Promotor zeigt kein ver-
gleichbares —10 Motiv. Eine erweitertes —10 Motiv, das sog TGN-Motiv, wie von Bashyam &
Tyagi (1998) beschrieben, ist fiir das Fragment des Klon 21 nicht erkennbar.

Raman et al. (2001) fanden fiir Promotoren, die unter der Kontrolle des sigH stehen eine kon-
servierte —10 und —35 Region, die von der von Mulder et al. (1997) beschriebenen abweicht,
aber mit der Konsensussequenz von sigR bei Streptomyces coelicolor iibereinstimmt (Paget et
al., 1998). Manganelli et al. (2001) schlieBen auf Grund der Identifizierung von Genen, deren
Expression von sigFE abhingig ist, auf das diese Konsensussequenz die Bindungsstelle flir den
Sigma-Faktor E darstellt. Weitere Untersuchungen sind deshalb nétig, um auf die spezifischen
Konsensussequenzen von Sigma-Faktoren bei Mykobakterien schlieBen zu konnen. Klon 21
zeigt in der potentiellen —10 Region das fiir sigH kontrollierte Promotoren typische cGTTr-
Motiv, ist aber in der mdglichen —35 Region verschieden, zeigt also nicht das charakteristi-

sche gGgAAc-Motiv.




Ergebnisse 78

3.10 Promotorstirkemessung

Um die Promotorstirke von mykobakteriellen Promotoren erfassen zu konnen wurden zwei
unterschiedlich Systeme aufgebaut. Beiden Systeme ist gemein, dass ein Reporter-Gen zur
Erfassung der Expression eines stromabwirts vom Promotor gelegenen Genes diente. Dafiir
wurde zum einen /acZ und zum anderen GFP verwendet. Das Signal dieser Reporter-Gene
muss auf eine Referenzgrofe flir die Biomasse oder die Expressionsrate der gesamten Kultur
bezogen werden. Um die Expressionsrate der Bakterienkultur zu erfassen, wurde ein zweites
Reporter-Gen kloniert, das unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors stromaufwirts des
rpsL steht. Bei diesem zweiten Reporter-Gen handeltet es sich um die bakterielle Luziferase.
Die GFP-Expression wurde auf die optische Dichte oder auf die erfasste fluoreszierende Fla-

che im Mikroskop bezogen.

3.10.1 Konstruktion der Vektoren zur Promotorstirkemessung und Klonierung myko-
bakterieller Promotoren

Um diese Messungen durchfiihren zu koénnen, mussten die Plasmide pGPC25G:luxAB und
pPGFP erstellt werden. Fiir die Erfassung der Promotorstérke mittels /acZ wurde das Plasmid

pTRAP verwendet. Die Konstruktion dieses Plasmids ist unter 3.9.2 beschrieben.

3.10.1.1 Vektor zur luxAB-Expression und Klonierung der Promotoren

Die Expression von /uxAB und lacZ auf einem Plasmid war nicht méglich (Daten nicht ge-
zeigt). Die beiden Reporter-Gene wurden deshalb auf zwei Plasmide verteilt. /ux4B wurde
unter der Kontrolle des rpsL-Promotors von M. bovis BCG auf dem integrativem Vektor
pMV261-rpsL+ exprimiert. Damit fiir die Aufrechterhaltung der Transformation durch diesen
Vektor selektiert werden kann, bei gleichzeitiger Transformation mit einem kompatiblen
Plasmid, das das Kanmycin-Resistenz-Gen aph exprimiert, wurde aph durch das Gentamycin
3-acetyltransferase-Gen ausgetauscht. Dafiir wurde das Gentamycin-Resistenz-Gen-tragende
Fragment aus dem Vektor pBSL141 (Alexeyev & Shokolenko, 1995) iiber einen
Smal/Hindll-Verdau isoliert und in den mit Sspl und HindlIll gedffneten Vektor pMV261-
rpsL+ inseriert. Dieser neue Vektor wird mit pGPC25G bezeichnet. Mit diesem Plasmid
transformierte Zellen sind gegen Gentamycin resistent und gegen Kanamycin sensitiv. In die
HindllI-Schnittstelle wurde dann das promotorlose /uxAB aus dem Vektor pUTkml (de Lo-
renzo et al., 1990) kloniert. Der entstandene Vektor wird pGPC25g:/ux4B genannt. Durch den

Austausch des Kanamycin-Resistenz-Genes durch das Gentamycin-Resistenz-Gen und die
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Tatsache, dass integrative Mykobakterienvektoren mit nicht integrativen Vektoren kompatibel

sind, liefen sich M. smegmatis-Zellen in einem Ansatz mit beiden Vektoren transformieren.

Die Isolierung von Promotoren mittels des Plasmids pTRAP ist unter 3.9.3 beschrieben. M.
smegmatis-Zellen wurden mit den isolierten Plasmiden pTRAP:Klon4 und pTRAP:Klon21
sowie dem Plasmid pGPC25G:luxAB transformiert. Die resultierenden Klone zeigten lacZ-
und /uxAB-Expression.

Um die intra- und extrazelluldre Promotorstirke mit einem induzierten Promotor vergleichen
zu konnen, wurde das DNA-Fragment stromaufwérts des cysD, das den potentiellen Promotor
tragt iiber PCR amplifiziert. cysD ist ein phagosmal-induziertes Gen von M. bovis BCG
(Triccas et al., 1999). Fir M. smegmatis sind phagosomal-induzierte Promotoren nicht be-
kannt. Fiir die PCR wurden die Oligonukleotide ,PcysDfw’ und ,PcysDrv’ verwendet. Das
PCR-Produkt wurde in die Swal- und BamHI-Schnittstellen des Vektors pTRAP kloniert und

die Sequenz mittels mehrfacher Sequenzierung bestitigt.

3.10.1.2 Konstruktion des Vektors pPGFP und Klonierung verschiedener Promotoren

Als Ausgangsplasmid wurde der Vektor pTRAP verwendet. Die Gene hly, rpsL und lacZ
wurden durch einen Kpnl/Pstl-Verdau deletiert und ein synthetisches Verbindungsstiick inse-
riert. Dieses synthetische Verbindungsstiick besteht aus den beiden Oligonukleotiden
,LinkGTGfw’ und ,LinkGTGrv’. Das so entstandene Plasmid wird pPGFP1 genannt. Durch
die Restriktion mit Swal und Pst] konnte das Fragment isoliert werden, das die Terminatoren
des Vektors pTRAP trigt, und in die Swal- und PstI-Restriktionsschnittstellen des Vektors
pPGFP1 inseriert werden. Dieses Plasmid wird mit pPGFP2 bezeichnet. Aus dem Vektor
pGPC 41 wurde das GFP kodierende Fragment mittels eines BamHI- und Hindlll-Verdaues
isoliert und direktional in den neu konstruierten Vektor pPGFP2 kloniert. Dieser neue Vektor
beinhaltet zwei BamHI-Restriktionsschnittstellen. Um eine Klonierung in die Restriktions-
schnittstellen Swal und BamHI1 zu ermoglichen wurde der Vektor mit BamHI und Pacl ge-
schnitten und ein zweites synthetisches DNA-Fragment in den Vektor gebracht. Dafiir wurden
die Oligonukleotide ,LinkGTGfw’ und ,LinkGTGrv’ verwendet. Der resultierende Vektor
zeigte nur eine sehr leicht erhohte Grundfluoreszenz im griinen Bereich gegeniiber dem Wild-
typ.

Fiir die Klonierung des rpsL- und sigE-Promotors wurden die promotortragenden DNA-

Fragmente mittels PCR aus dem Genom von M. smegmatis amplifiziert und in die Swal- und
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BamH]I-Schnittstellen inseriert. Dafiir wurden die Oligonukleotide ,P sigE fw’, ,P sigFE rv
BamHY1’, ,P rpsL fw’ und ,P rpsL rv BamHI’ verwendet.

Die Oligonukleotide sind so ausgewdhlt, dass das PCR-Produkt den Transkriptionsstart in M.
smegmatis, der fir sigk von Wu et al. (1997) und fiir rpsL von Kenney & Churchward (1996)
beschrieben worden sind, mit einschlief3t.

Der HSP60-Promotor wurde mit Swal aus dem Vektor pTRAP:Pyspe isoliert und in die Swal-
Schnittstelle des Vektors pPGFP inseriert. Das promotortragende DNA-Fragment, das aus
dem Klon 4 der genomischen DNA-Bank isoliert worden ist, wurde iiber die Schnittstellen

Pacl und Swal in den Vektor pPGFP umkloniert.

3.10.2 Messung der Promotorstirke
Die mit Hilfe des Promotor-Such-Systems isolierten Promotoren wurden durch Messung der
extra- und intrazelluldren Promotorstirke in RAW 264.7-Zellen und Messung von Mikro-

milieufaktoren auf die Promotorstirke weiter charakterisiert.

3.10.2.1 Promotoraktivitit in Abhdngigkeit von der Wachstumsphase

Die Promotorstirken verschiedener Promotoren wurde mit Hilfe von Reporter-Genen erfasst.
In Abb. 51 ist die Wachstumsrate von M. smegmatis-Transformanten, die den Vektor
pGPC25¢g:/uxAB und den Vektor pTRAP oder pTRAP:Puspeo tragen, so wie die Promotorak-
tivitdt des HSP60-Promotors und des rpsL-Promotors dargestellt.
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Abb. 51: Messung der optischen Dichte bei 600 nm (C), der lux4B-Expression unter der Kontrolle des
rpsL-Promotors (B) und der lacZ-Expression unter der Kontrolle des HSP60-Promotors (A).

Wie man anhand der unterschiedlichen Zunahme der optischen Dichte erkennen kann, wach-
sen Transformanten, die den Vektor pTRAP mit HSP60-Promotor tragen, langsamer als
Transformanten, die den Vektor pTRAP ohne Promotor tragen. Promotortragende Transfor-
manten zeigen eine langere logarithmische Wachstumsphase und erreichen in der stationiren
Phase nur eine geringere Bakteriendichte. Die lacZ-Expression von Transformanten, die lacZ
unter der Kontrolle des HSP60-Promotors exprimieren, nimmt anndhernd parallel mit der
optischen Dichte zu. Die Aktivitit des HSP60-Promotors bleibt demzufolge in den unter-

schiedlichen Wachstumsphasen konstant. Die Expression von /ux4AB nimmt hingegen mit Be-
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ginn der Wachstumsphase stark zu, erreicht vor der spéten logarithmischen Wachstumsphase

ihr Maximum und fallt daraufhin wieder stark ab.
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Abb. 52: Korrelation zwischen der optischen Dichte bei 600 nm und der /uxAB-Expression unter der
Kontrolle des rpsL-Promotors. B zeigt einen Ausschnitt aus A, der durch eine unterbrochene
Linie markiert ist.

Wihrend der sog. lag-Phase und der friihen exponentiellen Wachstumsphase ist eine gute
Korrelation zwischen der Lufizieraseaktivitit und der optischen Dichte erkennbar (Abb. 52).

In der stationiren Phase ist diese Korrelation nicht gegeben.

3.10.2.2 Vergleich der intra- und extrazelluldren Promotoraktivitdit

Unter Verwendung des lacZ/luxAB-Messsystems wurden die Promotorstirken der Klone 4
und 21, sowie des cysD-Promotors aus M. bovis BCG erfasst. Alle Promotoraktivititen wur-
den intrazelluldr in RAW 264.7-Zellen und extrazelluldr im selben eukaryotischen Medium

gemessen. Das Ergebnis der Messung ist in Abb. 53 dargestellt.
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Abb. 53: Verhiltnis der 3-Galactosidase-Aktivitit zur Luziferase-Aktivitiit bei extrazellulirem und in-
trazellulirem Wachstum.

Da beim Messen der Promotorstérke der extrazelluliren Bakterien ein Zentrifugationsschritt
durchgefiihrt werden muss, der bei der intrazelluliren Promotorstirkemessung wegfallt, wur-
den zwei extrazelluldre Bakterienpopulationen getrennt untersucht. Diese beiden Populationen
zeigten nur im Fall des cysD-Promotors eine signifikante Abweichung. Wie Abb. 53 ent-
nommen werden kann, zeigten alle in diesem Versuch untersuchten Promotoren ein signifi-
kant hoheres Verhéltnis von lacZ- zu luxAB-Aktivitit als der Vektor ohne Promotor. Alle drei
Promotoren waren extrazelluldr konstitutiv. Beim Vergleich mit der intrazelluliren Promotor-
starke wird deutlich, dass sowohl der cysD-Promotor als auch der aipC-Promotor signifikant
induziert sind. Der ahpC-Promotor wurde durch einen Pacl/Swal-Verdau isoliert und in den

Vektor pPGFP umkloniert und erneut gemessen.
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Abb. 54: Vergleich der extrazelluléir und intrazellulir Expressionsrate von GFP unter der Kontrolle des
ahpC-Promotors und des HSP60-Promotors. Die Zellen wurden 4 h nach Infektion fixiert.
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In Abb. 54 wurde die extrazellulire und intrazelluldre Promotorstirke des aspC-Promotors
und des HSP60-Promotors verglichen. Dabei wird deutlich, dass der HSP60-Promotor 4 h
nach Infektion eine stirkere Expressionsrate bewirkt als der ahpC-Promotor. Beide Promoto-
ren zeigten einen signifikante Induktion durch RAW 264.7-Zellen.

Dieses Experiment wurde wiederholt und die Zeit nach der Infektion auf 8 h verlidngert. Zu-
sdtzlich wurden zwei weitere Promotoren, der sigF-Promotor und der psL-Promotor, unter-
sucht. Wie in Abb. 55 dargestellt, zeigt der ahpC-Promotor auch noch nach 8 h eine erhéhte
intrazelluldre Expression in RAW 264.7-Phagosomen gegeniiber extrazelluldren Bakterien.
Die Expression unter Kontrolle des HSP60-Promotor ist 8 h nach Infektion bei intrazelluldren
Bakterien auf gleichem Niveau wie das der extrazelluldren Zellen. Auch die Expressionsrate
des rpsL-Promotors liegt 8 h nach Infektion extrazelluldr wie intrazelluldr auf gleichem Ni-
veau. Der sigE-Promotor zeigt intrazellulér eine leicht erhdhte Expressionsrate. Von den un-

tersuchten Promotoren ist der sigE-Promotor, der mit der geringsten Aktivitét.
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Abb. 55: Vergleich der extrazelluléiren und intrazelluléiren Promotorstirke 8 h nach
der Infektion von RAW 264.7-Zellen.

Die Induktion der getesteten Promotoren durch unterschiedliche Mikromilieufaktoren wurde
in weiteren Versuchen erfasst. In Abb. 56 ist der zeitliche Verlauf der Promotorinduktion fiir

5 h dargestellt.

3.10.2.3 Induktion von mykobakteriellen Promotoren durch Mikromilieueinfliisse
Der Einfluss von zwei Mikromilieufaktoren, dem pH-Wert und der Wasserstoffperoxidkon-
zentration, auf die mykobakterielle Promotoraktivitit wurden untersucht. Wie zu erwarten ist,

zeigt der rpsL-Promotor keine Induktion durch Zugabe von 0,01% H,0O,. Es kommt durch die
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Zugabe von 0,01% H»O; nur fiir sehr kurze Zeit zu einer Abnahme der rpsL-Expression.
Schon 13 min nach H,O, —Induktion befindet sich die rpsL-Expression wieder auf dem glei-

chen Niveau verglichen mit dem Kontrollansatz ohne H,O,.
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Abb. 56: Vergleich der Expressionsrate von GFP unter der Kontrolle verschiedener Promotoren mit und
ohne Zugabe von H,0,.

Das ahpC-Promotor tragende Fragment zeigt hingegen schon nach ca. 10 min eine deutlich
Induktion durch Wasserstoffperoxid. Der HSP60-Promotor weist keine erkennbare H,O,-
Induktion auf. Der Promotor von sigE hingegen lasst eine im Vergleich zum aApC-Promotor

eine verringerte, aber deutliche Induktion erkennen. Die Aktivitdt des sigE- und HSP60-Pro-
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motors geht in den ersten 13 min nach Induktion stark zuriick, steigt nach 45 min aber wieder

auf das Niveau der Kontrolle.
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Abb. 57: Expressionsrate verschiedener Promotoren bei pH 7 und pH 5,5 iiber eine Zeitraum von 3 h
nach Induktion durch Zugabe von HCL.

Der pH-Wert hat einen deutlichen Einfluss auf die Expressionsrate der untersuchten Promoto-
ren (Abb. 57). Bei allen untersuchten Promotor kommt es nach Zugabe von HCI und damit
nach Verminderung des pH-Wertes von 7 auf 5,5 zu einer Abnahme der GFP-Fluoreszenz.

Die Expressionsrate des rpsL-Promotors verlduft in den ersten 60 min anndhernd parallel zur
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Kontrolle. Der Riickgang der Promotoraktivitit ist bei der Kultur bei pH 5,5 geringer als bei
der Kontrolle bei pH 7. Die Aktivitit des ahpC-Promotor bleibt in beiden Ansdtzen anndhrend
konstant. Bei pH 5,5 ist sie geringer als bei pH 7. Die Expression unter der Kontrolle des
HSP60-Promotors geht bei pH 5,5 nach 35 min stark zuriick, steigt dann aber wieder auf das
Niveau der Kontrolle. Der HSP60-Promotor ist folglich kurzzeitig reprimiert durch eine Ver-
minderung des pH-Wertes. Der sigE-Promotor hingegen zeigte eine signifikante und dauer-
hafte pH-Induktion. Bereits nach 35 min liegt die sigE-Promotoraktivitdt bei pH 5,5 hoher als
bei pH 7.
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Abb. 58: Promotoraktivitit verschiedener Promotor vor und nach einem 30 min Hitzeschock von 55° C.

Wie in Abb. 57 zu erkennen ist, zeigt keiner der untersuchten Promotoren eine signifikante
Induktion nach einem Hitzeschock von 55°C fiir 30 min. Bei allen untersuchten Promotoren
nimmt die Expressionsrate nach dem Hitzeschock sprunghaft ab, ging aber nach 20 min auf

ihr urspriingliches Niveau zurtick.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung der Hamolysine tly4 und hly auf
Makrophagen bei Expression in einem mykobakteriellen Modellsystem zu charakterisieren.
Auf Grund der Ergebnisse dieser Untersuchungen war es moglich ein System zu entwickeln,

das zur Identifizierung eines phagosomal-induzierten Promotors fiihrte.
4.1 Uberlebensrate und Zytotoxizitit

Die Expression von potentiellen Virulenzgenen in apathogenen Bakterien und das Messen der
durch dieses Gen veriinderten Uberlebensrate stellt ein Verfahren zur Identifizierung (Falcone
et al., 1995; Mundayoor & Shinnick, 1994; Wei et al., 2000) und Charakterisierung von
Virulenzgenen dar (Batoni et al., 2001; Bielecki et al., 1990; Fazal, 1997; Hess et al., 1998;
Miller & Shinnick, 2000; Plum et al., 1997; Portnoy et al., 1992; Wieles et al., 1997). Bei
solchen Versuchen zeigte sich, dass unterschiedliche Gene aus Mycobacterium tuberculosis
(Weit et al., 2000), M. avium (Plum et al., 1997), M. leprae (Wieles et al., 1997) und M. bovis
BCG (Falcone et al., 1995) die Uberlebensrate von M. smegmatis in Makrophagenkulturen
erhohen konnen. Anderseits bringt beispielsweise die Expression des Katalase-Genes katG,
das mit der Virulenz dieses Erregers in Verbindung steht (Collins, 1996), oder der
Phospholipase C plcA aus M. tuberculosis fiir M. smegmatis-Transformanten keinen
Uberlebensvorteil (Fazal, 1997; Miller & Shinnick, 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde
der Einfluss der Genprodukte des #hly, eines Virulenz-Gens von Listeria monocytogenes
(Cossart, 1988; Geoffroy et al., 1987), und tly4, eines moglichen Virulenz-Gens von M.
tuberculosis (Wren et al., 1998), auf das Uberleben von M. smegmatis, einer apathogenen

Mykobakterienart, in HMDH- und THP-1-Zellen untersucht.

Fiir diese Strategie ist eine geringe Resistenz des Modellorganismuses gegeniiber intrazelluli-
rer Abtotung durch Phagozyten von grofSer Bedeutung (Barker et al., 1996). Nach Barker et
al. (1996) wird M. smegmatis in adhdrenten HMDM-Kulturen nicht abgetotet. Wieles et al.
(1997) hingegen zeigten fiir M. smegmatis, dass schon nach 60 min 50% aller Bakterienzellen
abgetdtet wurden. Plum et al. (1997) beschreiben eine starke Abnahme der Uberlebensrate
von M. smegmatis in HMDM. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten nahm
die Uberlebensrate ebenfalls schon nach 24 h ab. Fiir die Makrophagen-Zelllinie THP-I wurde
ein Abtoten von M. smegmatis beschrieben (Miller & Shinnick, 2000; Wei et al., 2000). Sto-
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kes & Doxsee (1999) zeigten, dass die Interaktion von M. tuberculosis mit THP-1- und
HMDM-Zellen vergleichbar ist. Aus diesem Grund wurden die Versuche mit THP-I
Makrophagen wiederholt. Die Abnahme der CFU von M. smegmatis in THP-1-Kulturen, wie
sie in dieser Arbeit festgestellt wurde (Abb. 8, S. 42), ist, verglichen mit der Abnahme in
J774-Zellen, wie von Pagan-Ramos et al (1998) und Kiihnel et al. (2001) beschrieben, relativ
gering. So nahm die Zahl der CFU in THP-1-Kulturen ca. um die Hélfte ab, wihrend sie in
J774 auf ein Zehntel (Pagan-Ramos et al., 1998) bzw. ein Sechzigstel (Kuehnel et al., 2001)
abnahm. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass M. smegmatis intrazelluldr tiber
einen Zeitraum von mehreren Tagen abgetdtet wird. Verglichen mit der Uberlebensrate von
anderen Bakterien wie z.B. Streptococcus agalactiae, der Erreger der neonatalen Meningitis
(Poyart et al., 2001), zeigt M. smegmatis aber eine hohe Resistenz gegeniiber dem Mikro-
milieu des Phagosoms. Dies wurde in dieser Arbeit sowohl bei der elektronenmikroskopi-
schen Untersuchung, als auch bei den Experimenten zur intrazelluliren Promotoraktivitdt
deutlich. So waren auch 9 h nach der Infektion nur sehr wenige degradierte Bakterienzellen
durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen feststellbar (C. de Chastellier, pers.
Mitt.) und es konnte 8 h nach der Infektion eine deutliche GFP-Fluoreszenz von intrazellula-
ren M. smegmatis-Zellen gemessen werden (Abb. 55, S. 84). Der Mechanismus dieser Resis-
tenz ist bisher unbekannt. Die Fusion von M. smegmatis tragenden Phagosomen mit frithen
Endosomen und Lysosomen wurde von Mohagheghpour et al. (2000) fiir Makrophagen und
dendritische Zellen festgestellt. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Phagosom von M.
smegmatis vergleichsweise geringe Konzentrationen des Transferrin-Rezeptors aufweist (3.4,
S. 43). Fiir pathogene Mykobakterien wurde nachgewiesen, dass die Konzentration des Trans-
ferrin-Rezeptor, der fiir frithe Endosomen charakteristisch ist, in diesen Phagosomen ver-
gleichsweise hoch ist (Clemens & Horwitz, 1995; Clemens & Horwitz, 1996; Sturgill-
Koszycki et al., 1996). Deshalb muss ein anderer Mechanismus, als der von pathogenen My-
kobakterien, flir die intrazelluldre Resistenz des Wildtyps von M. smegmatis in Phagosomen
angenommen werden. Es ist vorstellbar, dass 1. M. smegmatis die phagosomalen Mikromi-
lieubedingungen iiber einen Zeitraum von Stunden tolerieren kann, 2. M. smegmatis toxischen
Einfliissen wie z.B. oxidativen Stress durch die Expression von katG und ahpC oder anderer
Gene ausgleichen kann oder 3. eine Inhibierung toxischer Prozesse stattfindet. Im Vergleich
zu M. avium und M. bovis BCG ist M. smegmatis deutlich sensitiver gegeniiber H,O,-Stress
(Sherman et al., 1995). Auch die Versuche von Wieles et al. (1997) legen nahe, dass oxidati-

ver Stress eine groBe Rolle fiir das intrazellulire Uberleben von M. smegmatis spielt. Weitere
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Untersungen sind nétig, um die Faktoren, die fiir das intrazellulire Uberleben von M. smeg-
matis wichtig sind, bewerten zu konnen.

Listeriolysin ist flir die Virulenz von Listeria monocytogenes von entscheidender Bedeutung
(Barry et al., 1992; Portnoy et al., 1992). Zur Bestitigung der Bedeutung dieses Genes flir das
intrazellulire Uberleben wurde das Listeriolysin kodierende Gen &/ in verschiedenen Bakte-
rienarten exprimiert und deren Uberlebensrate bestimmt. Fiir Bacillus subtilis-Transformanten
konnte eine deutlich erhdhte Uberlebensrate in J774-Makrophagen gegeniiber dem Wildtyp
gezeigt werden (Bielecki et al., 1990). Fiir Salmonella dublin brachte die Expression von hly
keine Verinderung der Uberlebensrate in J774-Makrophagen (Gentschev et al., 1995). Im
Gegensatz zu B. subtilis und S. dublin verringert die hly-Expression bei Brucella suis (Kohler

etal., 2001) und M. bovis BCG (Hess et al., 1998) die Uberlebensfihigkeit in Makrophagen.

In den Experimenten dieser Arbeit zeigen hly-exprimierende M. smegmatis-Zellen eine deut-
lich hohere Uberlebensrate in HMDM- und THP-I-Kulturen. Vergleichbare Ergebnisse wur-
den mit #/yA-exprimierenden Zellen erzielt. Bei beiden Transformanten blieb die Anzahl an
CFU auf einem mehr oder weniger konstanten Niveau. Eine deutliche Zunahme der CFU wie
fiir hly-exprimierende B. subtilis-Transformanten beschrieben (Bielecki et al., 1990), wurde
fiir M. smegmatis-Transformanten nicht festgestellt. Die Uberlebensrate dieser M. smegmatis-

Transformanten ist mit der Uberlebensrate des M. bovis BCG-Wildtyps vergleichbar.

Die erhohte Resistenz gegeniiber intrazelluldrer Abtotung durch Makrophagen konnte in die-
ser Arbeit in Zusammenhang mit der verminderten Ansduerung des Phagosoms gebracht wer-
den (4.2). Bei neutralem pH-Wert sind lysomale Proteasen wie Cathepsin D nicht aktiv
(Yamamoto et al., 1979; Yasuda et al., 1999). So weist Cathepsin D bei einem pH-Wert von
5,5, dem phagosomalen pH-Wert des Wildtyps von M. smegmatis (Kuehnel et al., 2001; Mo-
hagheghpour et al., 2000), 70% seiner maximalen enzymatischen Aktivitét auf, bei einem pH-
Wert von 6,2, dem phagosomalen pH-Wert von pathogenen Mykobakterien (Kuehnel et al.,
2001), weniger als 30% der maximalen Aktivitit (Yasuda et al., 1999). Dieser Schutz vor
bakteriziden Proteasen hat gréBere Bedeutung fiir das intrazellulire Uberleben als die schidli-
che Wirkung des niedrigen pH-Wertes selbst (de Chastellier & Thilo, 1999). So lassen M.
smegmatis-Kulturen bei pH 5 nur eine leicht verminderte Wachstumsrate gegeniiber Kulturen
bei pH 7 erkennen. Rao et al. (2001) fanden eine Wachstumsrate von M. smegmatis bei pH
4,5, die zwar um den Faktor 3 kleiner ist, als die Wachstumsrate bei pH 7, aber immer noch

positiv. Auch in dieser Arbeit lieBen M. smegmatis-Kulturen bei pH 5 eine positive Wachs-
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tumsrate erkennen und zeigten bei diesem pH-Wert eine Proteinexpression, wie anhand der

Aktivitét des rpsL-Promotors deutlich wird.

Die hamolytische Aktivitit von pathogenen Mykobakterien (Brzychcy et al., 1997; Deshpan-
de et al., 1998; Maslow et al., 1999; Wren et al., 1998) und von Helicobacter pylori (Martino
et al., 2001) ist kontaktabhidngig. Obwohl King et al. (1993) berichteten, dass M. bovis BCG
keine himolytische Aktivitdt besitzt, konnte in dieser Arbeit Haimolyse durch M. bovis BCG-
Kolonien auf Schafblutagar beobachtet werden (Abb. 4, S. 38), die mit der fiir M. tuberculosis
und M. avium auf Blutagar vergleichbar ist (Gomez et al., 2001). Durch Westernblotnachweis
wurde deutlich, dass TlyA in M. smegmatis in der Zellwand lokalisiert ist. Durch diese Loka-
lisation ldsst sich die Kontaktabhingigkeit der Himolyse erkldren, da eine direkte Interaktion
zwischen TlyA und einer eukaryotischen Membran, wie der Zellmembran von Erythrozyten,
moglich ist. Fiir TlyA aus Brachyspira hyodysenteriae wurde vermutet, dass es sich wie im
Fall von slyA aus Salmonella typhimurium lediglich um einen Transkriptionsfaktor fiir sheA,
ein E. coli-Hamolysin, handelt (Hsu et al., 2001). sly4 aus S. typhimurium wurde zunéchst fiir
ein Hamolysin gehalten (Libby et al., 1994). Durch weitere Untersuchungen konnte aber ge-
zeigt werden, dass es sich bei dem Genprodukt von s/y4 nicht um ein Hédmolysin handelt,
sondern um ein regulatorisches Protein, das u.a. die Expression von sheA, einem Hamolysin
aus E. coli, aktiviert (Ludwig et al., 1995). Gegen die Annahmen von Hsu et al. (2001) spre-
chen mehrere Tatsachen. So zeigt TlyA eine hdmolytische Wirkung sowohl in Gram-
positiven als auch in Gram-negativen Bakterien (Martino et al., 2001; Muir et al., 1992; ter
Huurne et al., 1994; ter Huurne et al., 1992; Wren et al., 1998). Wenn TIyA in E. coli expri-
miert wird, kann Hdmolyse erst nach dem AufschlieBen der E. coli-Zellen festgestellt werden
(Martino et al., 2001; Wren et al., 1998). Die verwendeten E. coli-Stamme JM109 und BL21
sind nicht himolytisch. Das rekombinante TlyA aus Helicobacter pylori wurde vor der Unter-
suchung aufgereinigt (Martino et al., 2001), so dass Kontaminationen durch E. coli-Proteine
nicht anzunehmen ist. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass es sich beim TlyA

um ein Hdmolysin handelt und nicht um einen Transkriptionsfaktor.

Eine weitere Erklirung fiir die erhdhte Uberlebensrate von #/yA- und hly-exprimierenden M.
smegmatis-Zellen kann in der Bildung einer Pore in die Membran des Makrophagen gesehen
werden. Porenbildende Hadmolysine binden erst an die Zellmembran, die sie dann durchdrin-
gen, was zu einer verdnderten Permeabilitit der Membran fiihrt (Rowe & Welch, 1994).

Durch die Zugabe von osmotisch wirksamen Substanzen wie Dextran kann die Hamolysin-
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bedingte Lyse der Zelle verhindert werden (Moayeri & Welch, 1994). Hyatt & Jones (1997;
1997) zeigten fiir TlyA aus Brachyspira hyodysenteriae, dass die hamolytische Wirkung von
TlyA besser durch Porenbildung als durch enzymatische Aktivitit erkliart werden kann. Ein
entsprechender Mechanismus konnte fiir das TlyA aus Helicobacter pylori nachgewiesen
werden (Martino et al., 2001). Nach Stabler & Wren (Martino et al., 2001) besteht diese Ab-
hiangigkeit auch fiir TIyA aus M. tuberculosis. TlyA aus M. tuberculosis ist in der Aminosédu-
resequenz mit TlyA aus M. bovis identisch, zeigt 43% Ubereinstimmung mit dem TIyA aus
H. pylori und 40% Ubereinstimmung mit dem TlyA aus B. hyodysenteriae (Wren et al.,
1998). Die Tatsache, dass TlyA eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine Transmembrandoméne
aufweist (Abb. 37 und Abb. 38) und dass TlyA aber nicht in der Zellmembran von M. smeg-
matis lokalisiert ist, spricht ebenfalls dafiir, dass TlyA eine Pore in eine eukaryotische
Membran bildet. Eine potentielle Transmembrandomine wurde auch fiir Listeriolysin gefun-
den, aber nicht fiir das S12-Protein oder die B-Laktamase aus M. tuberculosis (Daten nicht
gezeigt). Auf Grund dieser Ergebnisse scheint das TlyA von M. tuberculosis zu den porenbil-

denden Hamolysinen zu gehoren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass M. smegmatis-Zellen, die t/lyA oder hly-exprimieren, eine
erhohte Zytotoxizitit flir THP-1-Zellen im Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Ein Zusam-
menhang zwischen der Zytotoxizitit und der Expression von TlyA wurde auch fiir Brachyspi-
ra hyodysenteriae gezeigt (Muir et al., 1992). M. tuberculosis-Zellen, die tly4 exprimieren,
zeigen eine hohe Zytotoxizitdt fiir Lungenepithelzellen (Dobos et al., 2000; McDonough &
Kress, 1995). Jedoch ist fiir M. bovis BCG keine erhohte Zytotoxizitét fiir Lungenepithelzel-
len A549 (Dobos et al., 2000) und fiir J774-Makrophagen (Hess et al., 1998) beschrieben
worden, obwohl fiir M. bovis BCG die Transkription von t/y4 nachgewiesen wurde (Wren et
al., 1998). Translation und Expressionsstirke dieses Genproduktes wurde fiir M. bovis BCG
bisher nicht untersucht. Neben der Expressionsstirke konnen andere Gene existieren, die Zy-
totoxizitidt bewirken und in M. tuberculosis vorhanden sind, aber in M. bovis BCG fehlen.

Bei der in dieser Arbeit beobachten Zytotoxizitdt handelte es sich mit groer Wahrscheinlich-
keit nicht um Apoptose, da eine fiir apoptotische Zellen typische Fragmentierung der Zelle
oder des Zellkerns nicht beobachtet wurde. Fiir die zytotoxische Wirkung von Listeriolysin
wurde durch Infektion von Mausmakrophagen mit L. monocytogenes gezeigt, dass diese nicht
auf Apoptose beruht (Barsig & Kaufmann, 1997).

Apoptose von Makrophagen, die mit M. bovis BCG infiziert wurden, fithrt zu einer vermin-

derten Uberlebensrate der Bakterien verglichen mit M. bovis BCG-Zellen in nekrotischen
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Makrophagen (Molloy et al., 1994). Die Induktion von Makrophagen-Apoptose kann deshalb
als ein Abwehrmechanismus gegen M. tuberculosis angesehen werden (Fratazzi et al., 1997;

Kornfeld et al., 1999).
4.2 Phagosomaler pH

Bereits 1988 wurde durch Chicurel et al. (1988) ein Effekt von mykobakteriellen Proteinen
auf den pH-Wert von Lysosomen festgestellt. Crowle et al. (Crowle et al., 1991) konnten drei
Jahre spiter als erste nachweisen, dass die Phagosomen der pathogenen Mykobakterienarten
M. tuberculosis und M. avium nicht angesduert sind. Die verminderte Ansduerung der
Phagosomen wurde von Sturgill-Koszycki et al. (Sturgill-Koszycki et al., 1994) und Xu et al.
(1994) auf den Ausschluss der vesikuldren Proton-Adenosine Triphosphatase (V-ATPase)
zuriickgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden RAW 264.7-Zellen zur Untersuchung der phagosomalen
Ansduerung benutzt. Rathman et al. (1996) konnten eine Ansduerung des Phagosoms fiir die-
se Zelllinie nach Infektion mit Salmonella typhimurium nachweisen. RAW 264.7-Zellen kon-
nen also als ein geeignetes Modell zur Untersuchung der phagosomalen Ansduerung angese-
hen werden. Der pH-Wert eines M. smegmatis-tragenden Phagosoms in J774-Zellen wird von
Kuehnel et al. (2001) mit 5,8 eine Stunde und mit 5,4 fiinf Stunden nach Infektion angegeben.
Der phagosomale pH-Wert von lebenden M. smegmatis-Zellen entspricht damit ungefiahr dem
von abgetoteten pathogenen Mykobakterien (Hackam et al., 1997; Oh & Straubinger, 1996)
und dem von avirulenten M. avium-Stdmmen, der mit 5,5 bis 5,8 angegeben wird (de Chastel-
lier & Thilo, 1999).

In dieser Arbeit konnte durch den Vergleich von Aly und tlyA-exprimierenden M. smegmatis-
Zellen mit dem Wildtyp gezeigt werden, dass diese Transformanten einen héheren pH im
Phagosom aufweisen als der Wildtyp. Dass dieser Unterschied im Fluoreszenzverhéltnis
durch einen unterschiedlichen pH-Wert bedingt ist, lieB sich durch Zugabe von Ammoni-
umchlorid aufzeigen (Abb. 30, S. 59). Ammoniumchlorid neutralisiert den pH im Phagosom
und verhindert eine Fusion von Phagosomen und Lysosomen (Gordon et al., 1980; Ohkuma
& Poole, 1978). In Experimenten mit toten M. smegmatis-Zellen, hly/tlyA-Transformanten
und dem Wildtyp wurde deutlich, dass tote Bakterienzellen einen vergleichbaren phagosoma-
len pH-Wert aufweisen wie der Wildtyp von M. smegmatis. tlyA- und hly-exprimierende
Transformanten hingegen weisen einen signifikant hoheren pH auf. Vergleicht man die Er-
gebnisse der Lysotracker-Kolokalisation mit denen von Via et al. (1998), so verhalten sich

Wildtyp M. smegmatis-Zellen wie beschrieben, wihrend sich #/y4- und hly-exprimierende
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Bakterien wie pathogene Mykobakterien verhalten. Durch die Lysotracker-Versuche kann
bestitigt werden, dass der phagosomale pH-Wert signifikant erhoht ist. Fiir L. monocytogenes
ist der Zusammenhang von phagosomalem pH-Wert und Listeriolysin-Aktivitit aufgezeigt
worden (Beauregard et al., 1997). So kommt es bei niedrigem pH auf Grund der Aktivitit von
Listeriolysin zu einer Permeabilitdtserhdhung der phagosomalen Membran und zu einer star-
ken pH-Erhohung (Beauregard et al., 1997). Fiir den Vektor pAT261:A4ly ist in verschiedenen
bakteriellen Modellen gezeigt worden, dass das Fusionsprotein bestehend aus dem Signalpep-
tid des mykobakteriellen Alphaantigens, dem Signalpeptid vom AlyA (E. coli-Hdmolysin) und
dem hly fiir E. coli, S. dublin (Gentschev et al., 1995), Brucella suis (Kohler et al., 2001) und
M. bovis BCG (Hess et al., 1998) funktionell aktiv ist. Es muss daher angenommen werden,
dass auch M. smegmatis-Zellen, die dieses hly-Fusionsprotein exprimieren nur kurzzeitig in
einem angesduerten Phagosom vorliegen, das durch die Aktivitit von Ahly neutralisiert wird.
Dadurch ldst sich der erhohte phagosomale pH gegeniiber dem Wildtyp erkldren. Ein ver-

gleichbar hoher pH-Wert liegt auch bei #t/yA4-exprimierenden Transformanten vor.

4.3 Prisenz und Permeabilitiat der phagosomalen Membran

Bielecki et al. (1990) konnten fiir B. subtilis zeigen, dass die Expression von Listeriolysin zur
Zerstorung der phagosomalen Membran (phagosomal escape) in der murinen Makrophagen-
zelllinie J774 fiihrt. Ein signifikanter Anteil von 15% von Aly-exprimierenden Salmonella
dublin-Zellen und 8% von hly-exprimierenden E. coli K-12-Zellen lagen nach 3 h frei im Zy-
toplasma von J774-Zellen vor (Gentschev et al., 1995). Fiir pathogene Mykobakterien wird
die Zerstorung der phagosomalen Membran diskutiert (Leake et al., 1984; McDonough et al.,
1993; Mohagheghpour et al., 2000; Myrvik et al., 1984), gilt aber nicht als charakteristisch
(Clemens, 1996) und muss mdoglicherweise als Artefakt gewertet werden (C. de Chastellier,
pers. Mitt.).

Die Zerstérung der phagosomalen Membran konnte eine Erklirung fiir die erhdhte Uberle-
bensrate von tly4- und hly-exprimierenden M. smegmatis-Zellen in Makrophagenkulturen
sein, wie sie in der vorliegenden Arbeit gefunden wurde. Um diese Moglichkeit zu iiberprii-
fen, wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden das Vorhandensein der phagosomalen
Membran untersucht. Durch Anfarben der phagosomalen Membran mit einem Antikdper ge-
gen das lysosome-associated membrane (glyco)protein I (Lamp-1) konnte diese sichtbar ge-
macht werden. Es wurde dabei deutlich, dass phagozytierte M. smegmatis-Zellen von einer

phagosomalen Membran umgeben sind, auch dann, wenn sie ¢/y4 oder hly exprimieren.
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Die Ergebnisse der Lamp-1 Antikorperfarbung lieBen sich im Elektronenmikroskop bestiti-
gen. Es konnten auch bei #/y4- oder hly-Expression 9 h nach der Infektion keine M. smeg-
matis-Zellen frei im Zytoplasma gefunden werden. Aullerdem wurde deutlich, dass die Bakte-
rienzellen in ein fiir Mykobakterien typisches Phagosom gelangen, bei dem wie von Barker et
al. (1996) und Wei et al. (2000) beschrieben, die phagosomale Membran sehr eng am Bakte-
rium anliegt und die meisten Phagosomen nur eine Bakterienzelle tragen. Damit unterschei-
den sich die Phagosomen deutlich von den Phagosomen in aktivierten Makrophagen. Bei die-
sen liegt die phagosomale Membran nicht eng an und in den meisten Phagosomen befinden
sich mehr als eine Bakterienzelle (Russell et al., 1997).

Bei hly-exprimierenden M. smegmatis-Zellen konnten Veranderungen an der phagosomalen
Membran festgestellt werden (Abb. 23, S. Abb. 23). Vergleichbare Abbauerscheinungen der
phagosomalen Membran wurden auch fiir Brucella suis-Transformanten beschrieben, die hly
exprimieren und sezernieren (Kohler et al., 2001). Mohagheghpour et al. (2000) beschreiben
fiir M. avium-enthaltende Phagosomen in dendritischen Zellen Briiche in der Membran in ca.
10% der untersuchen Fille, die bei Makrophagen nicht auftraten. Im Gegensatz zu M. smeg-
matis-Zellen, die hly exprimieren, konnten in dieser Arbeit keine Verdnderungen der phago-
somalen Membran im Elektronenmikroskop bei #/yA-exprimierenden M. smegmatis-Zellen

festgestellt werden.

Fiir TlyA wird die Bildung von Poren in der phagosomalen Membran, wie unter 4.1 darge-
stellt, diskutiert. Teitelbaum et al. (1999) berichteten liber Permeabilitidt der phagosomalen
Membran bei BMA3.1A7 Zellen, einer murinen Makrophagenzelllinie, nach Phagozytose von
M. bovis BCG. Die Permeabilitidt der phagosomalen Membran von pathogenen Mykobakte-
rien ist trotz der Untersuchungen von Teitelbaum et al. (1999) nicht unumstritten (C. de Chas-
tellier und S.H.E. Kaufmann, pers. Mitt.). Ein Grund dafiir ist die von Teitelbaum et al.
(1999) verwendete Methode, Fluoreszenzfarbstoft in infizierte Makrophagen zu injizieren und
diese im Lasermikroskop zu untersuchen. Eine Unterscheidung von Fluoreszenzfarbstoff, der
sich ausschlieflich im Zytoplasma der eukaryotischen Zelle oder sich im Zytoplasma und im
phagosomalen Raum zwischen der eukaryotischen Membran und dem Bakterium befindet, ist
aber physikalisch im Lasermikroskop nicht moglich. Es ist deshalb unklar, ob die Ergebnisse
von Teitelbaum et al. (1999) auf die Permeabilitdt der phagosomalen Membran zuriickzufiih-
ren sind.

Bessere Hinweise auf eine mogliche Permeabilitit der phagosomalen Membran ergeben sich

aus den elektronenmikroskopischen Arbeiten von Harth et al. (Harth et al., 1996) und Beatty
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& Russell (2000). In diesen Arbeiten wurde die Lokalisation sezernierter Proteine von M.
tuberculosis und M. bovis BCG in Makrophagen {iber einen Immunogoldnachweis aufgezeigt.
Mykobakterielle Proteine wurden dabei auch auflerhalb des Phagosoms nachgewiesen. Die
Autoren gehen nicht von einer Permeabilitit des Phagosoms fiir diese Proteine aus, sondern
sprechen von zytoplasmatischen Vakuolen, in denen die Proteine lokalisiert sind.

Gegen die Permeabilitét spricht auch die Tatsache, dass der phagosomale pH-Wert von patho-
genen Mykobakterien zwischen 6,0 und 6,5 (Clemens, 1996; Flynn & Chan, 2001) liegt. Der
phagosomale pH-Wert dieser Bakterien liegt damit noch deutlich unter dem zytoplasmati-
schen pH-Wert (Hackam et al., 1997). Sollte TlyA eine unselektive Pore bilden, so ist schwer
vorstellbar, dass liber die Membran ein pH-Gradient gebildet werden kann. Eine selektive
Pore ist aber ein geeignetes Erklarungsmodell fiir die Virulenz von Bakterien. So wurde Po-
renbildung auch fiir Legionella pneumophila beschrieben (Kirby et al., 1998). Der pH-Wert
des Phagosoms dieser Erreger liegt mit 6,1 auf dem gleichen Niveau von pathogenen Myko-
bakterien (Horwitz & Maxfield, 1984). L. pneumophila ist damit ein Beispiel fiir ein pathoge-
nes Bakterium, das Poren ins Phagosom macht, und einen geringe Ansduerung des Phago-
soms aufweist.

Auch wenn die Phagozytose von L. pneumophila in einer vollig anderen Weise als die von
Mykobakterien verlauft (Horwitz, 1984), gibt es wichtige weitere Gemeinsamkeiten der Pa-
thogenese von L. pneumophila und pathogenen Mykobakterien: Auch die Phagosomen von L.
pneumophila bleiben in einem frithen Stadium der phagosomalen Reifung, Fusion mit Lyso-
somen wird verhindert, der phagosomale pH-Wert liegt iiber 6 (Berger et al., 1994; Horwitz,
1983; Horwitz et al., 1984; Roy et al., 1998; Swanson & Isberg, 1996).

Ein anderes Beispiel ist Neisseria gonorrhoeae. Die Interaktion eines porenbildenden Pro-
teins, PorB, mit der phagosomalen Membran wurde auch fiir Neisseria-Arten beschrieben
(Mosleh et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass sich PorB sowohl in kiinstliche Memb-
ranen (Lynch et al., 1984) als auch in eukaryotische Zellmembranen (Blake & Gotschlich,
1987; Weel & van Putten, 1991) einbaut. Es wurde postuliert, dass die Bildung dieser Pore
bei Neisseria gonorrhoeae fiir die Inhibierung der Fusion zwischen Phagosomen und Lyso-
somen ausreichend ist (Mosleh et al., 1998). Im Gegensatz dazu ist die Porenbildung bei L.
pneumophila kein ausreichender Mechanismus, um die Fusion von Lysosomen und Phago-
somen zu verhindern (Zuckman et al., 1999).

Interessanterweise zeigen die Rickettsia-Arten, R. prowazekii und R. conorii, die ebenfalls ein
homologes tly4 im Genom besitzen, eine sehr dhnliche Interaktion mit der Wirtzzelle wie L.

monocytogenes: Auflosung der phagosomalen Membran (Silverman & Wisseman, 1979;
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Teysseire et al., 1995), Bewegung innerhalb der Wirtzzelle durch Aktinpolymerisation
(Teysseire et al., 1992) und Infektion benachbarter Zellen durch diese Aktin-bedingten Bewe-
gungen (Heinzen et al., 1993). TlyA aus R. prowazekii ist zu 40% identisch mit TlyA aus M.
tuberculosis. Der Mechanismus, der fiir die Auflosung der phagosomalen Membran verant-
wortlich ist, konnte bisher nicht geklart werden (Walker et al., 2001). Mdglicherweise spielt
TlyA in R. prowazekii und R. conorii eine vergleichbare Rolle bei der Auflosung der phago-
somalen Membran wie Listeriolysin bei L. monocytogenes.

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass die Bildung einer Pore in die phagosomale
Membran ein wichtiges Prinzip bei der Pathogenese von bakteriellen Erregern ist, die in ei-
nem Phagosomen lokalisiert sind, das nicht mit Lysosomen fusioniert und das einen pH-Wert
um 6,1 aufweist. Wird eine dhnliche Funktion fiir TlyA angenommen wie flir diese anderen
bakteriellen porenbildenden Proteine, so ldsst sich das existierende Modell des Phagosoms

von pathogenen Mykobakterien, wie in Abb. 59 dargestellt, erweitern.
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Abb. 59: Erweitertes Modell des Phagosoms von pathogenen Mykobakterien (auler M. ulcerans). Das
von Russell et al. (1997) vorgeschlagene Modell wurde durch das Modell von Ferrari et al.
(1999) und eine mogliche Funktion des TIyA fiir das mykobakterielle Phagosom erginzt. Die
schwarzen Pfeile stehen fiir die Fusion verschiedener Kompartimente und die Vesikelbildung
von Kompartimenten. Der mit ,kiss and run’ beschriftete Prozess meint das Fusionieren und
wieder trennen von Lysosomen und spiten Endosomen wie von Desjardins (1995) beschrieben.
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Dieses Modell des Phagosoms von pathogenen Mykobakterien (auBBer M. ulcerans) umfasst

die folgenden Merkmale:

Das Phagosom bleibt in einem Stadium, das dem von einem frithen Endosomen ent-
spricht (Guerin & de Chastellier, 2000). Das Ausbleiben der phagosomalen Reifung
ist erkennbar daran, dass das TACO-Protein nicht entfernt wird (Ferrari et al., 1999)
und die Phagosomen Rab5 positiv, aber Rab7 negativ sind (Fratti et al., 2000; Via et
al., 1997).

Zu einer Fusion des Phagosoms mit spiten Endosomen und Lysosomen kommt es
nicht (Armstrong & Hart, 1975).

Zwischen dem Phagosom und den frithen Endosomen und damit zur Zellmembran be-
steht eine stdndiger, wenn auch im Vergleich zu anderen Phagosomen verminderter,
Austausch (Clemens & Horwitz, 1995; de Chastellier et al., 1995; Russell et al., 1996;
Sturgill-Koszycki et al., 1996).

Das Phagosom trigt nur vergleichsweise geringe Mengen an V-ATPase, was zu einem
pH von ca. 6,1 fiihrt (Crowle et al., 1991; Hackam et al., 1998; Hackam et al., 1997;
Oh & Straubinger, 1996).

Durch den stindigen Austausch von Membranmaterial haben die Phagosomen eine
Konzentration an Transferrin-Rezeptor, die der Konzentration in der Zellmembran
vergleichbar ist (Clemens & Horwitz, 1995). Ein Zusammenhang zwischen dem engen
Kontakt der phagosomalen Membran und der Zellwand des Bakteriums wird diskutiert
(de Chastellier & Thilo, 1997).

In das Phagosom gelangen Procathepsin D und sehr geringe Mengen an Cathepsin D
(Ullrich et al., 1999).

Mykobakterielle Proteine gelangen in Vesikel aus dem Phagosom (Beatty & Russell,
2000; Harth et al., 1996).

Das Phagosom ist fiir Molekiile bis zu einer Gro3e von 70 kD permeabel (Teitelbaum

et al., 1999).

Das hier zusammengefasste Modell soll durch eine mogliche Funktion des TlyA ergédnzt wer-

den. Die folgenden Hypothesen miissen experimentell {iberpriift werden:

TlyA bildet eine Pore in der phagosomalen Membran.

Diese Pore bewirkt eine verminderte Ansduerung des Phagosoms.
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* Durch diese Pore konnen mykobakterielle Proteine und/oder andere Substanzen ins
Zytoplasma des Makrophagen gelangen.

* Sezernierte mykobakterielle Proteine, die liber TlyA ins Zytoplasma gelangen, sind
moglicherweise fiir die Verdnderung der Aktinfilamente, wie sie fir M. avium be-
schrieben wurde (Guerin & de Chastellier, 2000), verantwortlich.

* Mpykobakterielle Proteine verhindern oder verdndern moglicherweise die Phosphory-
lierung von Makrophagenproteinen. Eine verminderte Phosphorylierung von Nukleo-
lin wurde bei THP-1-Zellen nach Infektion mit M. avium festgestellt (Garcia et al.,
2000). Eine verdnderte Phosphorylierung von Makrophagenproteinen kann auch dafiir
verantwortlich sein, dass die Phagosomen nicht reifen. So veréndert sich die Phospho-
rylierung der phagosomalen Proteine wihrend des Reifungsprozesses stark (Emans et

al., 1996).

Ob Porenbildung fiir das TlyA angenommen werden kann, miissen weitere Untersuchungen
zeigen. Diese Frage lésst sich durch Expression von t/y4 in M. smegmatis alleine nicht kldren.
Die Herstellung und Charakterisierung einer M. bovis BCG tly4 negativen Mutante wiirde
mehr Information tiber die Funktion dieses Genes liefern, konnte in dieser Arbeit aber nicht
erreicht werden (Daten nicht gezeigt). Die Charakterisierung der Funktion von t/yA4 sollte
durch die M. tuberculosis tlyA negativen Mutante, die von Hinds et al. (1999) und von Parish
& Stockes (2000) beschrieben wurden, sowie das in dieser Arbeit hergestellte rekombinante

tlyA mit 6 Histidinen am C-terminalen Ende moglich sein.

4.4 Suche nach phagosomal-induzierten Promotoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Promotor-Such-System aufgebaut, dass auf zwei Genen
beruht, deren Expression einerseits einen positiven Selektionsfaktor in Makrophagenkulturen
darstellt, wie unter 3.2 dargestellt und unter 4.1 diskutiert wurde und andererseits auf einem
Negativ-Selektionsfaktor. Als Positiv-Selektionsfaktor wurde das Gen Aly benutzt. Als nega-
tiver Selektionsfaktor diente das Wildtyp-Allel des rpsL.

Dieses System ist vergleichbar mit IVET, in vivo expression technology, die von Mahan et al.
(1993) fiir Salmonella typhimurium vorgestellt wurde. Die IVE-Technologie beruht auf der
Komplementation einer auxotrophen Mutante mit einem Gen, das die Auxotrophie aufhebt
(Mahan et al., 1993; Slauch et al., 1994). Dieses Gen stellt dann einen positiven Selektions-

faktor fiir den entsprechenden auxotrophen Stamm dar und kann benutzt werden, um induzier-
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te Promotoren aus dem Genom zu selektieren. In dieser Arbeit wurde M. smegmatis mit dem
hidmolytischen Gen hly ,komplementiert’, das fiir M. smegmatis in Makrophagenkulturen ei-
nen positiven Selektionsfaktor darstellt.

IVET wurde fir Pseudomonas aerunginosa (Wang et al., 1996), Staphylococcus aureus
(Lowe et al., 1998), Vibrio cholerae (Camilli & Mekalanos, 1995), Pseudomonas fluorescens
(Preston et al., 2001) und Klebsiella pneumoniae (Lai et al., 2001) angewandt. Gahan & Hill
(2000) haben die IVET dahingehend veridndert, dass ein Virulenzgen komplementiert wurde.
Dafiir wurde wie in dieser Arbeit Listeriolysin benutzt, um eine Erhéhung der Uberlebensrate
in Makrophagen zu erreichen. Eine abgewandelte Form der IVET wurde fiir M. tuberculosis
angewendet (Smith et al., 1998).

Der Vorteil dieses Systems liegt darin, dass die gesamte genomische DNA-Bank oder Ali-
quots davon in einem Ansatz untersucht werden konnen und nicht, wie bei der von Marston &

Shinnick (1996) durchgefiihrten Promotorsuche, jeder Klon einzeln untersucht werden muss.

Von Valdivia & Falkow (1997) wurde eine Methode vorgestellt, mit deren Hilfe es moglich
ist, Klone einer genomischen DNA-Bank, die phagosomal-induzierten Promotoren tragen, auf
Grund unterschiedlicher GFP-Expression im FACS zu selektieren. Diese Methode wird DFI,
differential fluorescence induction, genannt und wurde fir M. marinum (Barker et al., 1998;
Ramakrishnan et al., 2000) und M. tuberculosis angewendet (Triccas et al., 1999). Auch bei
der DFI-Methode werden die Klone in einem Ansatz untersucht. Ein Nachteil der Zellsor-
tierung mittels FACS liegt in der Anfélligkeit fiir Artefakte. So weisen Makrophagen eine
hohe Autofluoreszenz auf (Edelson et al., 1985), was die Selektion von Klonen anhand der
GFP-Fluoreszenz erschwert. Aullerdem ist die Identifizierung von konstitutiven Promotoren
anhand der GFP-Expression schwer moglich. Beispielsweise waren M. smegmatis und M.
bovis BCG Klone, die GFP unter der Kontrolle des HSP60-Promotors bzw. des rpsL-
Promotors exprimieren, nur im Mikroskop deutlich unterscheidbar von Klonen, die kein GFP
exprimierten, nicht jedoch bei Beurteilung der Fluoreszenzintensitit mit Hilfe eines 488 nm
Transilluminators. Dieses Problem wurde von Triccas et al. (1999) durch die Gegenselektion
mit sacB umgangen. SacB ist ein Protein, das bei verschiedenen Bakterien und so auch bei
Mykobakterien auf Saccharose supplementierten Platten zum Zelltod fiihrt (Pelicic et al.,
1996).

In dieser Arbeit wurde ein anderes Gen zur Gegenselektion verwendet. Der hier angewandte

negative Selektionsfaktor ist das Wildtyp-Allel des rpsL Genes, das auf mit Streptomycin
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Wihrend des Screenings kam es zu zahlreichen Rekombinationsereignissen, die bei Analyse
der reisolierten Vektoren evident wurden. Soweit untersucht, hatte das Vorhandensein eines
Promotors auf das Auftreten von Rekombinationsereignissen keinen Einfluss. Dieses Ergeb-
nis ist aus mehreren Griinden unerwartet: Zum einen wurde der Ausgangsvektor pAT 261:Aly
und der Vektor pAT 261:/acZ auf Rekombinationsereignisse getestet und keine Rekombinati-
on mittels Restriktionsanalyse festgestellt (Daten nicht gezeigt). Zum anderen wurde von
Hinshelwood & Stoker (1992) ein Vektor vorgestellt, mit dem Cosmid-Banken in M. smeg-
matis transferiert werden konnen. Die Grofle der Insertionsfragmente liegt dabei zwischen 30
und 42 kb und damit deutlich {iber der GréBe des Vektors pTRAP. Nach Hinshelwood & Sto-
ker (1992) kam es nicht zu Rekombinationsereignissen zwischen den Cosmiden und dem Ge-
nom. Dieses Verfahren wurde von verschiedenen Autoren benutzt (Averill et al., 1993; Bange
et al., 1999; Bona et al., 1997; Gormley et al., 1999; Hackbarth et al., 1997; Hinshelwood &
Stoker, 1992; Miller & Shinnick, 2001; Ramakrishnan et al., 1997). Hierbei wurden recA4 ne-
gative Mutanten, wie sie von Frischkorn et al. (1998) und Papavinasasundaram et al. (1998)
beschrieben wurden, nicht verwendet. Auch in Publikationen, bei denen wesentlich kleinere
Vektoren benutzt wurden (Miller & Shinnick, 2000; Wei et al., 2000), wurden keine Rekom-
binationsereignissen festgestellt, obwohl auch RecA-unabhéingige Rekombination fiir Myko-
bakterien gezeigt wurde (Springer et al., 2001).

In jedem Fall stellt die genetische Instabilitdt von Mykobakterien ein Problem dar. Ob in den
Untersuchungen weniger oder keine Rekombination stattfand oder ob das verwendete Plasmid
pTRAP im Vergleich zu anderen Plasmiden eine erhhte Rekombinationsrate aufweist, kann
hier nicht geklirt werden. Moglicherweise ist das rpsL, wenn es als Selektionsfaktor benutzt
wird, ein bevorzugter Angriffspunkt fiir Rekombination. Unklar bleibt auch, warum manche
Klone nach dem Screening keine Rekombinationsereignissen aufwiesen wie die Klone 21, 34
bis 42 und der Klon 4.

Wie sich bereits nach der Transformation der genomischen Bank zeigte, wachsen Transfor-
manten mit Promotor langsamer als Transformanten ohne Promotor. Dies war deutlich an-
hand der Koloniegrof3e kleiner blauer und grof3er weiler Kolonien zu erkennen (Abb. 42, S.
71). Dieser Effekt kann nicht bzw. nicht ausschlieBlich aus dem toxischen Effekt, den das
enzymatisch umgesetzte x-gal hat (P. Roberts, pers. Mitt.), erklart werden. So wachsen Trans-
formanten mit konstitutivem Promotor auch in einer Fliissigkultur, die nicht mit x-gal supple-
mentiert ist, signifikant langsamer (Abb. 51, S. 81). Es wire deshalb anzunehmen, dass bei
einem Versagen des negativen Selektionsfaktors, Klone ohne konstitutiven Promotor Klone

mit konstitutiven Promotoren tiberwachsen.
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Durch das hier angewendete Promotorer-Such-System aber konnten ausschliefSlich Promoto-
ren isoliert werden, die auch extrazelluldre Promotoraktivitit zeigen. Dies macht deutlich,
dass mit Hilfe des verwendeten Negativselektionsfaktors, dem Wildtyp-Allel des rpsL-Genes,
es nicht gelingt alle konstitutiven Promotoren auszuschlieBen. Die mangelnde Stringenz des
negativen Selektionsfaktors ist moglicherweise dadurch bedingt, dass ein Abtoten von Trans-
formanten, die beide Allele des rpsL-Genes tragen nur dann mdoglich ist, wenn das Wildtyp-
Allel unter der Kontrolle eines starken Promotors steht. So zeigte sich beim Vergleich der
Promotorstirken, dass der rpsL-Promotor unter den untersuchten Bedingungen einer der
starksten Promotoren war. Offensichtlich kommt der Selektionseffekt des rpsL Wildtyp-Allels
nicht zum Tragen, wenn dieses unter der Kontrolle eines schwécheren Promotors steht.

Aus der Tatsache, dass Klone ohne extrazellulire Promotoraktivitit das Screening nicht {iber-
leben, kann deshalb ein wesentlicher Selektionsvorteil fiir Klone, die Promotoren mit
extrazelluldrer Aktivitdt aufweisen, abgeleitet werden. Dass konstitutiv ily-exprimierende M.
smegmatis-Zellen einen Uberlebensvorteil haben, wurde in dieser Arbeit durch verschiedene
Experimente gezeigt (3.2, S. 39). Ein Uberlebensvorteil von M. smegmatis-Zellen, die hly
ausschlieBlich intrazelluldr exprimieren, konnte nicht untersucht werden, da keine phagoso-
mal-induzierten M. smegmatis-Promotoren, weder mit noch ohne extrazelluldrer Aktivitit,
bekannt sind. Die Tatsache, dass ausschlieBlich Klone mit Promotoren iiberleben, die auch
extrazelluldr Aktivitit zeigen, kann zwei Ursachen haben: 1. Klone mit ausschlieBlich intra-
zelluldr aktiven Promotoren haben intrazelluldr einen Selektionsnachteil (s.u.), oder 2. das
Genom von M. smegmatis tragt keine Promotoren, die ausschlieBlich intrazelluldr aktiv sind.
Fiir das Fehlen von Promotoren mit ausschlieBlich intrazelluldrer Aktivitit spricht, dass zwei
Promotoren, die in pathogenen Mykobakterien ausschlieBlich intrazelluldr aktiv sind, der
sigE-Promotor aus M. tuberculosis (Graham & Clark-Curtiss, 1999) und der cysD-Promotor
aus M. bovis BCG (Triccas et al., 1999) in M. smegmatis extrazellulire Aktivitit aufweisen
und trotzdem phagosomal-induziert sind.

Moglicherweise lassen sich M. smegmatis-Promotoren, die ausschlieflich intrazelluldre Akti-
vitdt aufweisen, mit Hilfe von Listeriolysin nicht identifizieren. Interessanterweise wird Liste-
riolysin in L. monocytogenes konstitutiv exprimiert und im Phagosom herunterreguliert
(Moors et al.,, 1999). Man kann deshalb vermuten, dass eine induzierte Listeriolysin-
Expression zu langsam ist, um einen deutlichen Uberlebensfaktor darzustellen, bzw. dass be-
reits wahrend der Phagozytose das Protein exprimiert sein muss, eine deutlich Wirkung zu

erzielen.
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Fiir einen der beiden isolierten Klone, den Klon 4, konnte durch Sequenzierung und funktio-
nelle Promotoraktivitit gezeigt werden, dass dieser den ahpC-Promotor tragt. Das Genpro-
dukt des ahpC-Genes ist die Alkylhydroperoxidase (AhpC). AhpC von M. tuberculosis wurde
biochemisch charakterisiert (Hillas et al., 2000). Es liegt in seiner nativen Struktur als 10- bis
12mer vor, katalysiert H;O, mit einem Km-Wert von 1500 uM und das Substrat mit der grof3-
ten Spezifitdt ist Cholesterolhydroperoxid (Hillas et al., 2000).

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Virulenz von M. bovis (nicht M. bovis BCG) und
einer Verhinderung der ahpC-Expression in einem Antisense-RNA-Ansatz wurde im Meer-
schweinchenmodell bewiesen (Wilson et al., 1998). Andererseits wurde fiir M. tuberculosis
gezeigt, dass Geninaktivierung durch homologen Austausch von a/pC nicht zu einer vermin-
derten Virulenz in Méusen fiihrt (Springer et al., 2001).

Fiir das Fragment, dass den ahpC-Promotor trigt, konnte eine Induktion durch RAW 264.7-
Zellen sowohl nach 4 h als auch nach 8 h erfasst werden. Ein Induktor des ahpC-Promotors
ist HO, (Abb. 56, S. 85). Im Gegensatz zu dieser Stressinduktion haben ein verminderter pH-
Wert und Hitzeschock keinen signifikanten Einfluss auf die Promotoraktivitit (Abb. 57 und
Abb. 58).

Die Sequenzierung der Insertionssequenz des Klones 21 und der Klone 34 bis 42 ergaben eine
hohe Ubereinstimmung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich um einen Klon
handelt. Fiir das Promotor tragende Fragment des Klons 21 konnte eine starke Homologie zu
einer Region stromaufwiérts eines offenen Leserasters von M. tuberculosis gezeigt werden, bei
dem es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Oxidoreduktase handelt. Dieses offene
Leseraster ist das erste von fiinf offenen Leserastern, die in der gleichen Orientierung liegen.
Die Dichteabfolge der offenen Leseraster legt die Vermutung nah, dass es sich um ein Operon
handelt. Das zweite offene Leseraster kodiert das Protein MoeA, das wahrscheinlich an der
Biosynthese von Molybdopterin beteiligt ist. moaB, ein weiteres Gen, das an der Biosynthese
von Molybdopterin beteiligt ist, wurde mittels IVET bei M. tuberculosis identifiziert und mit
dessen Virulenz in Verbindung gebracht (Smith et al., 1998).
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4.5 Induktion von mykobakteriellen Promotoren
durch Mikromilieufaktoren

Die Expression von Virulenzfaktoren ist oft durch bestimmte Mikromilieufaktoren induziert
(Mekalanos, 1992; Moors & Portnoy, 1995). Aus diesem Grund wurde die Induktion ver-

schiedener Promotoren in M. smegmatis durch veranderte Mikromilieubedingungen erfasst.

Wu et al. (1997) konnten zeigen, dass M. smegmatis Mutanten die sigE nicht exprimieren
kénnen, eine verminderte Uberlebensrate bei oxidativem und pH-Stress aufweisen. Diese Ex-
perimente belegen bereits die Bedeutung von sigF fiir die Stressreaktion von M. smegmatis.
Anhand der Promotorstérke des sigE-Promotors lie3 sich der Zusammenhang zwischen oxida-
tivem und pH-Stress einerseits und sigE-Expression andererseits verdeutlichen und quantifi-
zieren. Eine Induktion des sigE-Promotors durch eine Erhohung der Temperatur war bei M.
smegmatis nicht erkennbar (Abb. 58, S. 87). Eine Anpassung wie im Fall des oxidativen oder
des pH-Stresses war nicht erkennbar. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass sigE bei
M. smegmatis nicht oder nur in sehr geringem Maf3 der Reaktion auf eine Erhéhung der Tem-
peratur dient. Bei M. tuberculosis steigt die mRNA-Konzentration von sigFE lediglich um den
Faktor 3, die von sigB um den Faktor 23, die von sigH um das Zwanzigfache (Manganelli et
al., 1999). SigH wurde als der Sigma-Faktor identifiziert, der an den sigE-Promotor bindet
(Raman et al., 2001). Es ist deshalb anzunehmen, dass weitere regulatorische Proteine fiir die

sigE-Expression von Bedeutung sind.

Dhandayuthapani et al. (1996) zeigten nach Auftrennung auf einem Proteingel, dass ahpC
sowohl durch H,O,, Cumene-Hydroperoxid also auch durch tert-Butylhydroperoxid bei M.
smegmatis induziert wird. Auch auf mRNA-Ebene wurde eine Induktion von ahpC durch
H,0; in M. smegmatis erfasst (Sherman et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass eine durch Wasserstoffperoxid-induzierbare Promotoraktivitdt auf dem
Genomfragment lokalisiert ist, welches stromaufwirts des ahpC-Genes liegt. Dieses Frag-

ment trdgt den von Dhandayuthapani et al. (1996) aufgezeigten Transkriptionsstart.

M. tuberculosis 1asst auf Proteinebene keine ahpC-Expression erkennen (Dhandayuthapani et
al., 1996; Springer et al., 2001). Sherman et al. (1995) konnten Transkription in dieser Myko-
bakterienart aufzeigen. Ob in M. tuberculosis zwar ahpC-mRNA gebildet wird, diese aber

nicht translatiert wird, miissen weitere Untersuchungen zeigen.
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4.6 Extrazelluliare und intrazellulare Promotorstirken

Die Tatsache, dass auch 8 h nach Infektion die 7psL-Expression intrazellulédr auf vergleichba-
rem Niveau liegt wie die extrazellulire Expressionsrate, macht deutlich, dass M. smegmatis
durch die Mikromilieubedingungen, die im Phagosom vorliegen, wenigstens zunichst nicht
tiberméBig geschiadigt wird. Bei einem schnellen Abtoten der Bakterien, wie es bei B. subtilis
der Fall ist (de Chastellier & Lang, 1984; Lang et al., 1988), wiirde auch sehr schnell die
GFP-Expression zuriickgehen. Dass M. smegmatis-Zellen differenziert auf die phagosomalen
Mikromilieubedingungen reagieren konnen wird deutlich durch die Induktion von aspC und
sigk.

Der HSP60-Promotor zeigte nach 4 h eine signifikante Induktion, wahrend nach 8 h kein
deutlicher Unterschied zwischen der extra- und intrazelluliren Expression mehr erkennbar
war. Dieses Expressionsprofil stimmt mit dem von Batoni et al. (1998) fiir die Expression des
HSP60-Promotors in M. avium nach Phagozytose liberein. So kommt es auch bei M. avium
nach 3 h zu einer signifikanten Induktion des HSP60-Promotors, die nach einem Tag wieder
zuriickgeht (Batoni et al., 1998).

Die Induktion des extrazytoplasmatischen Sigma-Faktors sigE wurde bisher fir M. tuberculo-
sis (Graham & Clark-Curtiss, 1999; Manganelli et al., 1999), aber nicht fiir M. smegmatis
aufgezeigt. Interessanterweise ist der Promotor der putativen Sulfat-Adenylattransferase aus
M. tuberculosis auch in M. smegmatis phagosomal-induziert. cysD steht in M. tuberculosis
unter der Kontrolle des Sigma-Faktors E (Manganelli et al., 2001). Es kann daher ein kausaler
Zusammenhang zwischen der intrazelluldren Induktion von sigE und der Induktion von Ge-
nen, die unter der Kontrolle dieses Sigma-Faktors stehen, angenommen werden.

Fiir das Promotor tragende DNA-Fragment der Klone 21 wurde durch die Messung mit /acZ
und /uxAB keine Induktion durch RAW 264.7-Zellen gemessen. Extrazellulér ist die Promo-

torstarke der des ahpC-Promotor vergleichbar.

Die intrazelluldre Induktion des ahpC-Promotors ist fiir die vorliegende Arbeit von grof3er
Bedeutung, da sie bestétigt, dass das Ziel des Promotor-Such-Systems, phagosomal-induzierte
Promotoren herauszuselektieren, erreicht wurde. Diese Induktion ist im Gegensatz zur Induk-
tion des HSP60-Promotors nicht nur temporér, sondern iiber viele Stunden andauernd. So war
das Expressionsniveau des aspC-Promotors auch noch 8 h nach Infektion intrazellulér héher
als extrazellulédr. 8 h nach der Infektion liegt die Expressionsrate des ahpC-Promotors signifi-

kant hoher als die des HSP60-Promotors oder des rpsL-Promotors. Der ahpC-Promotor zeigt
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damit gute Eigenschaften zur Expression von Genen, die gezielt in phagozytierten M. smeg-
matis-Zellen untersucht werden sollen.

In M. tuberculosis wurde keine Expression von ahpC festgestellt (Dhandayuthapani et al.,
1996; Springer et al., 2001). Es konnte auch keine intrazelluldre Induktion des ahpC-
Promotors aufgezeigt werden (Springer et al., 2001). Obwohl M. bovis und M. tuberculosis
zur selben Genospezies gehoren, dem M. tuberculosis-Komplex, zeigt M. bovis BCG ein Ex-
pressionsprofil fiir ahpC, das dem von M. smegmatis sehr dhnlich ist: Starke Expression ext-
razelluldr und Induktion intrazellulédr, die zu einer hoheren Expressionsrate fiihrt verglichen
mit dem HSP60-Promotor (Springer et al., 2001). Der ahpC-Promotor ist damit sowohl in M.
bovis BCG, als auch in M. smegmatis gut geeignet um eine starke Proteinexpression in
Makrophagen zu bewirken. Eine dauerhafte Expression auf hohem Niveau ist, sowohl fiir die
Untersuchung der Interaktion von Mykobakterien und Makrophagen, als auch fiir die Ent-
wicklung von Impfstoffen vom grofer Bedeutung (Triccas et al., 2001).

Die Tatsache, dass Promotoren, die in pathogenen Mykobakterien durch das Mikromilieu des
Phagosoms induziert sind, auch eine Induktion in M. smegmatis aufweisen, wie der cysD-, der
ahpC- und der sigE-Promotor, macht deutlich, dass M. smegmatis auch fiir diesen Aspekt der

Pathogenese von Mykobakterien als Modellorganismus benutzt werden kann.
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