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1 Zusammenfassung

Die Tuberkulose ist mit jahrlich 1,8 Mio. Todesfallen auch heute noch die haufigste, zum
Tode fuhrende, bakterielle Infektionskrankheit. Zu den Erregern der Tuberkulose zé&hlen
neben den primdr humanpathogenen Stdmmen Mycobacterium tuberculosis, M. africanum
und M. canettii auch die primér tierpathogenen Erreger M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii
und M. microti, die zum Mycobacterium tuberculosis Komplex (MTBK) zusammengefasst
werden. Durch molekulare Typisierungsmethoden konnten MTBK Stamme in zwei
phylogenetische Gruppen, sechs Hauptlinien und einer Vielzahl von Genotypen klassifiziert
werden. Ob diese populationsbiologische Diversitat allerdings mit pathobiologischen
Merkmalen Klinischer Isolate korreliert, ist noch nicht untersucht worden. Zur Analyse dieser
Fragestellung wurde im Rahmen dieser Arbeit die genetische und biologische Diversitat von
klinischen MTBK Isolaten in verschiedenen Modellsystemen untersucht.

Die Sequenzanalyse von 29 Genen in 61 MTBK Stammen ergab eine Vielzahl von
phylogenetisch informativen Sequenzvariationen. Durch den Nachweis von Mutationen, die
spezifisch fur grolRere phylogenetische Gruppen oder Genotypen sind, konnte die in der
Literatur beschriebene Populationsstruktur des MTBKs zum ersten Mal basierend auf
Sequenzdaten bestatigt werden. Daruber hinaus wurde ein sequenzbasierter Assay
entwickelt, der eine Differenzierung fast aller in dieser Arbeit untersuchten Stamme durch die
Sequenzierung von nur finf Genen ermdglicht.

In einem weiteren Schritt wurden Wachstumsanalysen von klinischen MTBK Stammen
durchgefihrt. In Flissigkulturmedium konnten keine Wachstumsunterschiede nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu wurden in murinen Makrophagen, in Abhéangigkeit des
Aktivierungszustandes der Wirtszelle, Wachstumsunterschiede fir einzelne Genotypen
identifiziert, die einen Zusammenhang zwischen dem genetischen Hintergrund eines
Stammes und seiner intrazellularen Fitness postulieren.

Die Genexpressionsanalysen in Flussigkulturmedium ergaben gruppen - und
genotypspezifische Genexpressionsmuster, die die Phylogenie von MTBK Stammen auch
auf transkriptioneller Ebene reflektiert. Im murinen Makrophagen - Modellsystem wurden
mehr als 15 % aller Gene der untersuchten Stdmme genotypspezifisch exprimiert. Umso
bedeutender ist die gleichzeitige Identifizierung eines intrazellularen Core Transkriptoms, das
alle Gene umfasst, die in den untersuchten Stdmmen im Makrophagen reguliert wurden.
Weiterhin zeigten MTBK Stdmme ein unterschiedliches TNFa induzierendes Potential,
wodurch eine stammspezifische Modulation der Immunantwort belegt wird.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse geben einen ersten Einblick in das Zusammenspiel
von genetischer und biologischer Variabilitdt klinischer Isolate und bieten erste

Erklarungsansatze fur pathobiologische Eigenschaften vonTuberkuloseerregern.
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2 Einleitung

2.1 Tuberkulose

2.1.1 Geschichte der Tuberkulose

Tuberkulése Erkrankungen lassen sich anhand von Skelettfunden, die charakteristische
Wirbelkorperdestruktionen der Brustwirbelsaule aufwiesen, bis in die neolithische Zeit
zurlckverfolgen. Molekularbiologische Untersuchungen an agyptischen und
kolumbianischen Mumien bestatigten das Auftreten von Tuberkuloseerkrankungen in der
prahistorischen Zeit (110,136). Eine systematische Beschreibung klinischer Symptome und
Verlaufsformen der Tuberkulose erfolgte erstmalig durch Hippokrates (460 - ca. 370 v. Chr).
Er beobachtete und dokumentierte nicht nur pulmonale, spezifische Lasionen als
pathologische Merkmale, sondern pragte auch den noch heute verwendeten Begriff Phthisis
(Schwindsucht) (118). Als Therapie schlug er eine medikamentdése Behandlung mit
NieBwurz, Linsentrank und Brechmitteln sowie allgemeine Maflinahmen zur kdrperlichen
Kraftigung wie Spaziergénge vor (140). Die Infektiositat der Erkrankung wurde jedoch erst
von Aristoteles (384 - 322 v. Chr.) erkannt. Die hippokratischen Richtlinien zur Diagnose und
Therapie der Tuberkulose galten Jahrhunderte lang.

Erst ab dem 17. Jahrhundert konnten durch anatomische Untersuchungen innerer Organe
wesentliche Fortschritte in der Diagnostik und Therapie der Tuberkulose erzielt werden.
Silvius de la Boé zeigte 1679 erstmalig einen Zusammenhang zwischen knotigen
Veranderungen der Lunge (Tuberkeln) und der Erkrankung (158). Im Jahr 1689 beschrieb
Richard Morton die Tuberkelbildung als Vorstufe der Lungentuberkulose. In den folgenden
Jahren entfachte jedoch durch die zunehmenden pathologisch - anatomischen
Erkenntnissen eine kontroverse Diskussion Uber die Ursache des Krankheitsbildes und der
Infektitsitat der Erkrankung, die erst durch den deutschen Arzt Robert Koch 1882 mit dem
Nachweis des Tuberkuloseerregers beendet wurde.

Robert Koch erkannte mit Hilfe einer bestimmten Farbemethode Uber Methylenblau und
Bismarckbraun charakteristische Bakterien in allen tuberkulos veranderten Organen. Der
Erreger der Tuberkulose, Mycobacterium tuberculosis, war damit identifiziert. Das
Farbeverfahren wurde spater durch Franz Ziehl und Adolf Neelsen modifiziert und kommt
auch heute noch als Ziehl - Neelsen Farbung zum Nachweis von Mykobakterien zur
Anwendung (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1 Ziehl - Neelsen Farbung eines Praparats aus der Reinkultur von
M. tuberculosis. Die rot angefarbten Stdbchen bilden zopfartige Strukturen. (Quelle:

eigenes Praparat).

Weiterhin gelang es Robert Koch, Tuberkulin aus Mykobakterien zu isolieren, welches 1908
von Felix Mendel und Charles Mantoux zur intrakutanen Injektion als diagnostischer
Nachweis weiterentwickelt wurde. Dreizehn Jahre spater setzten Abert Calmette und
Camille Guérin erstmalig einen BCG (Bacille Calmette - Guérin) Impfstamm ein, der durch
230 in vitro Passagen aus Mycobacterium bovis generiert wurde. In Deutschland wurde die
BCG Impfung 1942 als VorsorgemalRhahme gegen Tuberkulose eingeflhrt. Dreiundvierzig
Jahre spater wurde sie aufgrund des rapiden Rickgangs der Tuberkulose und Meldungen
von Impfkomplikationen sowie der Nachweis der geringen Wirksamkeit wieder eingestellt
(158).

Mit der Entdeckung und Einfihrung von Chemotherapeutika in den 50 er und 60 er Jahren
des 20. Jahrhunderts sowie durch verbesserte diagnostische Methoden aber auch durch
gesundheitspolitische Mal3nahmen konnte ein erheblicher Ruckgang der
Tuberkulosefallzahlen beobachtet werden (69). Eine erneute Trendwende zeigte sich jedoch
schon in den 80 er Jahren, bei der erstmalig wieder ein Anstieg der
Tuberkuloseerkrankungen verzeichnet wurde (17,128). Als Reaktion darauf wurde 1993 von
der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) der globale Notstand
ausgerufen (36). Im Jahr 2006 erarbeitete die WHO zusammen mit einer Vielzahl von
internationalen, offentlichen und privaten Organisationen im Rahmen des so genannten
Stop TB Partnership einen globalen Plan zur Bekdmpfung der Tuberkulose. Das Ziel ist es,
die Anzahl der weltweiten Tuberkuloseerkrankungen bis 2015 zu halbieren (175).
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2.1.2 Aktuelle Epidemiologie der Tuberkulose

Die Tuberkulose ist neben Malaria und HIV die weltweit haufigste, zum Tode filhrende
Infektionskrankheit (35) und stellt damit auch heute noch eine grof3e, medizinische und
gesundheitspolitische Herausforderung dar. Laut Schatzungen der WHO st ein Drittel der
Weltbevélkerung mit dem Tuberkuloseerreger infiziert und 10 % dieser Menschen werden im
Laufe ihres Lebens erkranken. Der WHO Report 2009 zur globalen Kontrolle der
Tuberkulose beschrieb 9,27 Mio. Neuerkrankungen fir 2007 und verzeichnete damit einen
erneuten Anstieg im Vergleich zum Vorjahr (172). Die globale Inzidenz erhdhte sich auf
insgesamt 140 Neuerkrankungen/100.000 Einwohner. Am starksten betroffen sind grofl3e
Teile von Afrika und der westpazifische Raum sowie einige Lander Mittelamerikas (Abb. 2.2).
Unter den Hochinzidenzlandern zeigten Indien, China, Indonesien, Nigeria und Sudafrika die
hochsten Fallzahlen (172). Insgesamt verstarben 2007 1,78 Mio. Menschen an Tuberkulose,
von denen 456.000 HIV positiv waren (172). Koinfektionen mit HIV erschweren die
Therapiemdglichkeiten und sind vor allem in Afrika die haufigste Todesursache bei AIDS -
Patienten.

6080

Keine Angaben

Abb. 2.2 Weltweit geschatzte Tuberkulose - Inzidenz (Neuerkrankungen je
100.000 Einwohner) fur das Jahr 2007. (Quelle: WHO 2009 (172)).

In Deutschland wurden 2007 5020 Neuerkrankungen gemeldet, was einer Inzidenzrate von
6,1 Neuerkrankungen/100.000 Einwohner entspricht (14). Insgesamt wurden 139 Todesfalle
registriert (14). Damit setzt sich in Deutschland der in den letzten Jahren ricklaufige Trend

weiter fort.
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Ein zunehmendes Problem bei der Behandlung von Tuberkulose ist das Auftreten von
resistenten Stimmen. Laut WHO machte im Jahr 2006 der Anteil an resistenten Stammen
unter den Neuinfektionen in manchen Gebieten wie z.B in Aserbaidschan und Uzbekistan
tber 50 % aus (176). In 13 WHO Regionen vor allem in osteuropaischen Landern wurden
Resistenzraten von Uber 30 % bestatigt. In Deutschland hingegen lasst sich auch fur 2007
ein ricklaufiger Trend erkennen. In 11,7 % der gemeldeten Félle konnten Resistenzen
gegenuber mindestens eines der funf wichtigsten Erstrangmedikamente nachgewiesen
werden (14).

Weltweit gesehen erhéhte sich der Anteil von Stdmmen, die gegen die beiden
Erstrangmedikamente Isoniazid und Rifampicin resistent waren, erschreckend. Diese als
multiresistent bezeichneten Stamme (multidrug - resistant, MDR) treten vorrangig in Landern
der ehemaligen Sowjetunion und in China auf. Insgesamt gehen weltweit ca. 5 % der
Neuerkrankungen auf Infektionen mit MDR Stammen zurlick (176). In Deutschland wurden
fur 2007 66 MDR Falle bestéatigt, was einer MDR Rate von ca. 2 % entspricht (14).

Im Herbst 2006 wurden erstmalig so genannte XDR Falle (extensively drug - resistant)
beschrieben (56). Diese Stamme weisen Resistenzen gegenuber Isoniazid, Rifampicin sowie
gegeniber mindestens einem der Fluorchinolone wund eines der injizierbaren
Zweitrangmedikamente (second line drugs) Amikacin, Kanamycin oder Capreomycin auf. Im
Februar 2008 konnten laut WHO in 45 Landern XDR Stamme nachgewiesen werden, die
weltweit fiir ca. 40.000 Erkrankungen verantwortlich waren (172). Am haufigsten traten XDR
Stdmme in Landern der friheren Sowjetunion auf. Auch in Deutschland wurden erstmalig
XDR Falle bestatigt (44).

2.1.3 Tuberkuloseinfektion

Die Erreger der Tuberkulose werden durch Tropfcheninfektionen von Mensch zu Mensch
Ubertragen. In der Lunge werden sie von Alveolarmakrophagen und dendritischen Zellen
rezeptorvermittelt aufgenommen, kénnen aber von diesen nicht immer abgetttet werden. Es
wird eine lokale proinflammatorische Immunantwort induziert, die zur Rekrutierung weiterer
Zellen der Immunabwehr fihrt. Diese Zellen bilden das so genannte Granulom oder den
Tuberkel. Im Inneren des Granuloms befinden sich die infizierten Makrophagen, die von so
genannten Riesenzellen und nicht infizierten Makrophagen umgeben sind. Den auf3eren
Mantel des Granuloms bilden Lymphozyten (61). Durch die Ausbildung des Granuloms wird
die Infektion lokal eingegrenzt. Die Tuberkuloserreger reagieren auf diese effiziente
Immunantwort mit einer Veranderung des Aktivitatszustandes, bei der die

Stoffwechselaktivitat und die Replikationsraten stark eingeschrankt werden (181).
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In diesem als Dormanz bezeichneten Zustand kénnen Mykobakterien viele Jahre im Wirt
Uberleben (85,179), ohne ein Krankheitsbild hervorzurufen (latente Tuberkulose) (181).
Kommt es zu einer Verdnderung des Immunstatus des Wirts z.B. im zunehmenden Alter
oder durch Koinfektionen mit HIV, kann die Granulomstruktur nicht aufrecht erhalten werden.
Die Freisetzung infektioser Erreger in die Atemwege, aus der der fir die aktive Tuberkulose
typische Husten resultiert, ermdglicht dem Pathogen, einen neuen Wirt Giber den Aerosolweg

zu infizieren (164).

2.1.4 Therapie der Tuberkulose

Durch die Entwicklung und Einflhrung von Chemotherapeutika zahlt die sensible
Tuberkulose heute zu den behandelbaren Krankheiten. Zur Vorbeugung einer
Resistenzentwicklung muss immer eine Kombinationstherapie aus mehreren Antibiotika
angewendet werden. Die WHO empfiehlt daher folgende Standardtherapie mit den so
genannten Erstrangmedikamenten Isoniazid (INH), Rifampicin (RMP), Ethambutol (EMB)
und Pyrazinamid (PZA) (174):

¢ Initiale Phase: tagliche Behandlung mit vier Antituberkulotika (INH, RIF, EMB, PZA) in
einem Zeitrahmen von zwei Monaten

e Stabilisierungsphase: wochentliche Behandlung (3x) mit zwei Antituberkulotika (INH,
RMP) in einem Zeitrahmen von vier Monaten oder tagliche Behandlung mit zwei

Antituberkulotika (INH, EMB) in einem Zeitrahmen von sechs Monaten

Wabhlweise kann Streptomycin (SM) ein Erstrangmedikament ersetzen. Bei Vorliegen einer
Resistenz  oder bei  Unvertraglichkeit des Chemotherapeutikums  wird  auf
Reservemedikamente (Zweitrangmedikamente) zuriickgegriffen. Dazu zadhlen u.a. die
Fluorchinolone  Moxifloxacin, Gatifloxacin und Ofloxacin und die injizierbaren
Antituberkulotika Amikacin, Capreomycin und Kanamycin sowie Protionamid, Ethionamid,
Rifabutin, Cycloserin und Tetracyclin (37).

Die Wirkmechanismen der Antibiotika lassen sich in bakterizid (irreversible Hemmung),
bakteriostatisch (reversible Hemmung) und sterilisierend unterscheiden. Eine Ubersicht der

Wirkungsweisen der Erstrangmedikamente befindet sich in Tabelle 2.1.



2 Einleitung

Tab. 2.1 Wirkmechanismen von Erstrangmedikamenten.

Antibiotika | Entdeckungsjahr | Wirkmechanismus Wirkung
Isoniazid 1952 bakterizid Inhibierung der
Mykolsauresynthese
Rifampicin 1966 bakterizid und Inhibierung der Transkription
sterilisierend
Ethambutol 1961 bakteriostatisch Inhibierung der
Arabinansynthese
Pyrazinamid 1952 bakterizid und Ansauerung des Zytoplasmas,
sterilisierend verringert Energiegewinnung
Uber protonenmotorische Kraft
Streptomycin 1944 bakterizid Inhibierung der

Proteinbiosynthese

(Quelle: modifiziert nach Zhang und Telenti (182); Check et al. (22))

Wie unter 2.1.2 beschrieben, wird die Behandlung der Tuberkulose zunehmend durch das

Auftreten resistenter Stamme erschwert. Ursachen daflr sind Therapiefehler und eine

mangelnde Komplianz der Patienten. Zusétzlich tragt die Ubertragung von MDR Stammen

zur Verbreitung von MDR - Tuberkulose bei.

Aufgrund starker Nebenwirkungen und der langanhaltenden Dauer der Therapie wird die

Behandlung von Patienten oftmals friihzeitig abgebrochen. Daher empfahl die WHO 1999

ein DOTS Therapiekonzept (directly observed treatment short course), bei dem die

Einnahme der Medikamente unter Aufsicht erfolgt (173). Damit sollen Heilungschancen

verbessert und Resistenzentwicklungen entgegen gewirkt werden.
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2.2 Die Erreger der Tuberkulose - Mycobacterium tuberculosis Komplex

2.2.1 Mykobakterien

Die Erreger der Tuberkulose sind der Gattung Mycobacterium zuzuordnen, die rund
147 obligat pathogene, fakulativ pathogene als auch apathogene Arten umfasst
(http://www.bacterio.cict.fr/m/mycobacterium.html). Zusammen mit den Erregern der Lepra,
Mycobacterium leprae, zahlen die Tuberkulosebakterien zu den obligat pathogenen
Mykobakterien. Taxonomisch betrachtet gehtren sie zu der Familie der Mycobacteriaceae
und der Ordnung Actinomycetales. Die Gram - positiven, aeroben Bakterien zeigen eine
schlanke, gerade bis leicht gekrimmte Stabchenform. Sie sind unbeweglich und bilden keine
Sporen. Die Stabchenbakterien sind etwa 1 bis 4 um lang und 0,3 bis 0,6 pum breit (134).
Mykobakterien werden oft als saurefest bezeichnet. Dieser Begriff geht auf den Nachweis
von Mykobakterien Uber die Ziehl - Neelsen Farbung zuriick. Dabei werden Zellen mit
Karbolfuchsin gefarbt und anschlieBend durch eine Saurebehandlung entfarbt. Nach einer
Gegenfarbung mit Methylenblau erscheinen Mykobakterien im Gegensatz zu allen anderen
Methylenblaugefarbten Bakterien rot. Mykobakterien werden aufgrund des besonderen
Aufbaus ihrer Zellwand durch die Saurebehandlung nicht entfarbt.

Die mykobakterielle Zellhille besteht aus drei Hauptkomponenten: der Plasmamembran,
einem Peptidoglykan - Arabinogalaktan - Mykolsaurekomplex sowie einer aus Proteinen und
Polysacchariden bestehenden Kapsel (Abb. 2.3, (30)). Die Einzigartigkeit beruht auf dem
Peptidoglykan - Arabinogalaktan - Mykolsdurekomplex. Arabinogalaktan bindet zum einen
kovalent an Peptidoglykan (30). Zum anderen ist es Uber Esterbindungen mit Mykolsauren
verknipft (104). Mykolsauren sind langkettige Fettsauren, die aus 60 bis 90 C - Atomen
bestehen und damit eine Permeabilitdtsbariere bilden (65,115). Beispielhaft verleihen
Mykolsduren gegeniber hydrophilen Antibiotika wie Beta - Lactame eine natirliche
Resistenz (76).

Weitere wichtige Bestandteile der mykobakteriellen Zellwand sind die Phosphatidylinositol -
Mannoside (PIMs) und das Lipoarabinomanan (LAM). Diese biologisch aktiven Glykolipide
sind direkt mit der Plasmamembran verankert. Uber unterschiedliche
Mannosylierungsmuster tragen sie Zu entscheidenden, mykobakteriellen
Pathogenitatsmerkmalen bei (40,41,43,65). Eine variable Mannosylierungsstruktur und
daraus resultierende Pathogenitatsmerkmale konnten auf unterschiedliche PIM und LAM
Synthesewege, die auf genomische Sequenzvariationen mykobakterieller Arten beruhen,

zurtickzuftihren sein.
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Abb. 2.3 Aufbau der mykobakteriellen Zellwand. PIM: Phosphatidylinositol - Mannosid
(Quelle: modifiziert nach http://student.ccbcmd.edu/courses/biol41/lecguide/unitl; Dr. Gary

Kaiser).

2.2.2 Mycobacterium tuberculosis Komplex

Zu den Erregern der Tuberkulose zadhlen neben M. tuberculosis, M. africanum und M. canettii
auch die tierpathogenen Erreger M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii und M. microti, die zum
Mycobacterium tuberculosis Komplex (MTBK) zusammengefasst werden (148). Global
betrachtet gilt M. tuberculosis als Haupterreger tuberkuloser Erkrankungen beim Menschen.
Aber auch M. africanum Stdmme sind fir eine Vielzahl von Tuberkuloseinfektionen
besonders in bestimmten Regionen Afrikas verantwortlich (74,112). Im Gegensatz dazu
wurden M. canetti Stamme bislang nur vereinzelt von Patienten in Ostafrika
isoliert (123,167).

Tierpathogene Erreger besitzen im Allgemeinen ein breiteres Wirtsspektrum. So kdnnen
M. bovis Stamme neben Infektionen bei Rindern, Wildschweinen, Nashérnern oder Dachsen
auch Erkrankungen im Menschen verursachen (46,138). M. caprae Stamme wurden
hauptséchlich aus Ziegen und Schafen isoliert (7,8), aber auch Infektionen von Menschen,
Rindern und anderen Tieren sind beschrieben (31,90,121). M. microti konnte hauptsachlich
aus kleinen Nagern wie der Erdmaus und beim Menschen isoliert werden (51,114,147).

M. pinnipedii Stamme fuhren zu tuberkuldésen Erkrankungen in Seeléwen und Robben (87).
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Stamme des MTBKs weisen eine hohe Sequenzéhnlichkeit auf (99,9 %) (15,67). Daher
beruhte die Differenzierung Kklinischer Isolate viele Jahre lang ausschlieBlich auf
phanotypische und morphologische Eigenschaften. Zum Beispiel kénnen M. bovis und
M. caprae Stamme uber die PZA - Empfindlichkeitstestung differenziert werden (113).
Morphologische Merkmale wie eugones und dysgones Wachstum auf Lowenstein - Jensen
Kulturmedium ermdglichen ebenfalls eine Klassifizierung von MTBK Stammen.
M. tuberculosis Stamme zeigen ein eugones Wachstum mit trockenen, krimeligen Kolonien.
M. africanum, M. canettii und M. bovis Isolate bilden hingegen feuchte, farblose Kolonien und
werden als dysgon bezeichnet.

Eine detaillierte Differenzierung von klinischen lIsolaten wurde durch die Entwicklung und
Einfuhrung molekularer Typisierungsmethoden wie 1S6110 RFLP (insertion sequence 6110
restriction fragment  length polymorphism) Fingerprinting, Spoligotypisierung
(spacer oligonucleotide typing) oder MIRU - VNTR (mycobacterial interspersed repetitive
units - variable number of tandem repeats) ermoglicht (78,154,166). Dadurch kdnnen
Stamme des MTBKSs in so genannte Genotypen und phylogenetische Linien klassifiziert
werden (16,177). Zum Beispiel beinhaltet die SpoDB4 Datenbank (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html) derzeit basierend auf ca. 40.000 klinischen Isolaten aus 122
Landern 1939 Spoligomuster, die 62 Linien beschreiben (16). Weiterhin definierten
Wirth et al. 2008 die phylogenetischen Gruppen 1 und 2 (clade 1 and 2; (177)). Zur
phylogenetischen Gruppe 1 gehdéren mit Ausnahme von M. tuberculosis EAI
(East African Indian) Stammen alle M. tuberculosis Isolate. Die phylogenetische Gruppe 2
wird durch M. africanum, M. canettii und M. tuberculosis EAI sowie allen tierpathogenen
Erregern gebildet (177).

Haufig vorkommende M. tuberculosis Genotypen, die oftmals nach dem Isolierungsort
benannt wurden, sind Beijing, Cameroon, Haarlem, Dehli/CAS (Dehli/Central Asian) und
LAM (Latin - American - Mediterranean) aber auch Uganda und Ghana (177). Viele dieser
Genotypen werden in weiteren Subgruppen unterteilt (16). M. africanum Stamme werden in
West African 1 und in West African 2 Stamme unterschieden (112). Abbildung 2.4 zeigt
einen Ahnlichkeitsstammbaum basierend auf MIRU - VNTR und Spoligotypisierungdaten.
Dargestellt sind ausgewahlte Beispiele unterschiedlicher Genotypen von Stammen des

MTBKSs mit ihren jeweiligen Spoligomustern.
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Abb. 2.4 Ahnlichkeitsstammbaum basierend auf MIRU - VNTR (24 Loci) und
Spoligotypisierungsdaten (43 Spacer) von 36 Stammen verschiedener Genotypen.
(UPGMA tree; http://www.miru-vntrplus.org) Griin: M. africanum; Gelb: tierpathogene
Erreger; Rot: M. tuberculosis; Blau: M. canettii. CAS: Central Asian Genotyp; EAI:
East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean Genotyp.

2.2.3 Genetische Diversitat von M. tuberculosis Komplex Stammen

Das Guanin - und Cytosin - reiche Genom von M. tuberculosis Stammen hat eine Grof3e von
ca. 4,4 Mbp und kodiert fur ungefahr 4000 Genen (58). Wie vergleichende Genomstudien
zeigten, weisen Stdmme des MTBKSs eine Sequenzidentitat von 99,9 % auf (48,58). Diese
geringe genetische Diversitat resultiert aus dem geringen phylogenetischen Alter und der
strikten Klonalitdt mykobakterieller Erreger (177). Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien
finden horizontaler Gentransfer und Rekombinationsereignisse in MTBK Stdmmen nur selten
statt (71,155).
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Sreevatsan et al. beschrieben 1997 basierend auf der Sequenzanalyse von
26 Strukturgenen in 842 Kklinischen Isolaten 32 Mutationen, von denen 30 zu keiner
Verdnderung in der Aminosauresequenz fuhrten (151). Aufgrund dieser geringen
Sequenzvariabilitat wurden Stamme des MTBKs nach Sreevatsan et al. in lediglich drei
grol3en phylogenetischen Gruppen eingeteilt. Als phylogenetische Marker wurden
Mutationen in Codon 463 des katG und in Codon 95 des gyrA Gens beschrieben (151).
Durch die Entschlisselung des M. tuberculosis H37Rv Genoms (27) und vergleichende
Analysen der Referenzstamme H37Rv und M. bovis BCG Pasteur konnten variable
Regionen (regions of difference, RD) im mykobakteriellen Genom nachgewiesen
werden (62). Uber den Nachweis von 20 dieser groRBen Sequenzpolymorphismen
(large sequence polymorphism, LSP) in 100 klinischen Isolaten gelang es Brosch et al. 2002,
Stamme des MTBKs in verschiedene phylogenetische Gruppen einzuteilen (15). Zum
Beispiel lassen sich M. tuberculosis und M. canettii Isolate von M. africanum und
tierpathogenen Erregern Uber die RD9 Region unterscheiden. Alle M. tuberculosis und
M. canettii Isolate weisen diese Region auf, wahrend M. africanum, M. microti und M. bovis
eine Deletion zeigen (15).

Eine umfangreiche Studie zur genetischen Diversitat basierend auf LSP Analysen in
875 klinischen Isolaten vertffentlichten Gagneux et al. 2006 (55). Darin wurde
nachgewiesen, dass M. tuberculosis und M. africanum Isolate in sechs Hauptlinien
unterschieden werden kénnen (Abb. 2.5), die sich uber die RD9, TbD1 und pks15/1 Region
definieren lassen (55).

Eine Vielzahl der weltweit vorkommenden M. tuberculosis Stamme gehtren der so
genannten Euro - American Linie an (Abb. 2.5, M. tuberculosis Linie 4). Dazu z&hlen
beispielsweise die Genotypen Haarlem, Uganda, Cameroon oder LAM. Diese Stamme
weisen die RD9 Region auf (RD9"), zeigen aber Deletionen der TobD1 Region (TbD1") und im
pks15/1 Gen (pks15/1) (29).

Die M. tuberculosis Linie 1, zu denen lIsolate des EAl Genotyps zahlen, zeigen keine
Deletionen in RD9, TbD1 und pks15/1, sie sind also RD9*, TbD1" und pks15/1*. Stamme
dieser Linie werden Uber Deletionen in der RD239 Region definiert. Klinische Isolate der
Linien M. tuberculosis 2 und 3 (Abb. 2.5), zu denen die Genotypen Beijing und Dehli/CAS
zuzuordnen sind, werden als RD9", TbD1™ und pks15/1" beschrieben (29).

M. africanum lIsolate und tierpathogene Stamme sind RD9™ und ThD1". West African 1 und
West African 2 Stamme unterscheiden sich im pks15/1 Gen. Stamme des West African 1

Genotyps zeigen im Gegensatz zu West African 2 Stdmme keine Deletion (29).
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Abb. 2.5 Globale Populationsstruktur und geographische Verteilung von MTBK
Stammen. (A) LSPs definieren sechs phylogenetische Hauptlinien. (B) Geographische
Verteilung der sechs Hauptlinien. (Quelle: Comas et al. 2009 (29)).

Gagneux et al. bestatigten einen Zusammenhang zwischen phylogenetischen Linien und
ihrem Vorkommen in bestimmten geographischen Regionen (Abb. 2.5 (55)). So gehoren z.B.
in Asien die Mehrheit der Stamme zu den EAI und Beijing Genotypen, wahrend in Europa
Stamme der Euro - American Linie am haufigsten vertreten sind. Weiterhin wurde postuliert,
dass klinische Isolate des MTBKs spezifisch an bestimmte humane Populationen adaptiert
sind und dass daher die genetische Diversitat gerade in Hinblick auf die Entwicklung neuer
Impfstoffe oder Medikamente nicht vernachlassigt werden darf (55).

LSPs konnen als valide Marker fir die Klassifizierung von phylogenetischen Gruppen
genutzt werden. Jedoch haben sie fur phylogenetische Analysen auch eine Reihe von
Nachteilen. Zum einen ist die Unterscheidungsfahigkeit stark eingeschrankt. Zum anderen
geben LSP Daten im Gegensatz zu Sequenzdaten basierend auf Einzelbasenaustauschen
(single nucleotide polymorphism, SNP) keine Auskunft Uber die genetische Distanz von
Stammen.

Nach der Studie von Sreevatsan et al. fihrten Baker et al. 2004 eine Multi - Locus
Sequenzanalyse (MLSA) von sieben konstitutiv exprimierten Genen in 225 klinischen
Isolaten durch, um informative Sequenzvariationen zu bestimmen (9,151). Dabei konnten 37

synonyme SNPs identifiziert werden, die M. tuberculosis in vier Hauptlinien unterteilte.

0’000 ©
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Basierend auf der Analyse von 36 SNPs in 5069 Isolaten konnten Gutacker et al.
nachfolgend neun phylogenetische Linien bestimmen und ebenfalls einen Zusammenhang
mit ihrer geographischen Verteilung beobachten (66). Eine ahnliche Studie, in der 159 SNPs
in 219 Stammen untersucht wurden, veroffentlichte Filliol et al. im selben Jahr (47). Auch hier
konnte nachgewiesen werden, dass das Vorkommen von MTBK Stammen mit bestimmten
geographischen Regionen korreliert (47).

Diese Studien zeigten, dass die genetische Diversitat von Stammen des MTBKs grofl3er sein
kénnte als urpriinglich angenommen. Darlber hinaus lasst die Korrelation
genotypspezifischer Varianten mit bestimmten geographischen Regionen einen ersten
Zusammenhang zwischen genetischer Diversitat und biologischer Variabilitat Kklinischer
Isolate vermuten.

Eine systematische Analyse der genomischen Variabilitdt klinischer Isolate basierend auf
einer Stammbkollektion, welche die gesamte geographische Diversitat des MTBKs abdeckt,
ist bislang noch nicht durchgefiihrt worden. Die meisten Studien basieren auf lokalen
Kollektionen klinischer Isolate, wobei die eingeschlossenen, phylogenetischen Linien stark
von der jeweiligen Studienregion abhangen. Weiterhin ist die Frage nach den
phanotypischen Konsequenzen und der klinischen Relevanz der genetischen Diversitat von

Stammen des MTBKs gerade in Hinblick auf SNPs mit funktioneller Bedeutung nicht geklart.
2.2.4 Biologische Diversitat von M. tuberculosis Komplex Stammen

Schon vor uber 50 Jahren verdffentlichten Collins und Smith, dass sich M. tuberculosis
Isolate in ihrer Virulenz und ihren phéanotypischen Eigenschaften unterscheiden (28).
Zahlreiche Studien in Tierinfektionsmodellen folgten, die einen Zusammenhang zwischen
bestimmten Stdmmen und einem virulenz - assoziierten Phanotyp bestatigten
(10,11,63,64,99,109). Eine Korrelation bestimmter Genotypen mit phanotypischen
Merkmalen wurde jedoch erst durch die populationsbiologische Klassifizierung von MTBK
Stammen ermdglicht.

Tierexperimentelle Analysen und Untersuchungen im Zellkultursystem von M. tuberculosis
Beijing HN878, der flr eine Vielzahl von Infektionen in Los Angeles und Houston
verantwortlich war (12), beschrieben beispielsweise einen hypervirulenten Phanotyp (100-
102,180). Dass auch andere Klinische Isolate des Beijing Genotyps mit einem
hypervirulenten Phanotyp assoziiert sein kdnnen, wurde in verschiedenen Studien bestatigt
(38,94,96,122).

Eine erste magliche Erklarung der Hypervirulenz lieferte Reed et al. 2004. Es konnte gezeigt
werden, dass Beijing Isolate eine funktionelle Polyketidsynthase (pks15/1) besitzen, die
essentiell fir die Synthese eines immunmodulatorischen Virulenzfaktors ist, dem
phenolischen Glykolipid (PGL) (129).
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Stamme der Euro - American Linie hingegen weisen eine 7 bp Deletion in pks15/1 auf, die zu
einer inaktiven Polyketidsynthase fihrt und damit die PGL Synthese ausschlief3t (129).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nicht alle Beijing Stamme PGL synthetisieren kdnnen
und somit in weitere Untergruppen differenziert werden muss (130)

Stamme des Beijing Genotyps wie HN878 Uberexprimieren zudem das DosR Regulon,
welches u.a. an der Regulation einer Triacylglyzeridsynthase beteiligt ist (130). Dadurch
kommt es im Vergleich zu Nicht - Beijing Isolaten zur verstarkten Synthese von Triglyzeriden
unter areoben in vitro Kulturbedingungen (91). Es wurde vermutet, dass diese als zusatzliche
Energiequelle unter nahrstoffarmen Bedingungen, wie sie beim Ubertragungsprozess
vorliegen, genutzt werden kdénnen und dadurch eine hoéhere Transmission von Beijing
Stammen erlauben (91).

Die Bedeutung der genetischen Diversitat fur phanotypische Eigenschaften von MTBK
Stammen spiegelt sich auch im Erwerb von Resistenzmutationen wider. Es konnte gezeigt
werden, dass bestimmte Mutationen, die eine Resistenz gegenlber den
Erstrangmedikamenten verursachen, zu einem Fitnessverlust fiihren (54). Dieser
Fitnessverlust ist jedoch nicht nur abhéangig von der Sequenzveranderung selbst, sondern
steht auch im Zusammenhang mit dem genetischen Hintergrund eines Stammes, der diese
Mutation erwirbt (53,165). Die phylogenetische Linie oder Gruppe, zu der ein MTBK Stamm
gehdrt, spielt somit in Hinblick auf den Erwerb von Resistenzmutationen eine entscheidene
Rolle und ist dementsprechend von erheblicher, klinischer Bedeutung.

Weiterhin zeigten Studien einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem
klinischem Phanotyp eines Stammes (19,20,32,98,161). De Jong et al. beschrieben 2008,
dass bestimmte M. tuberculosis Genotypen im Vergleich zu M. africanum Stammen haufiger
zu einer aktiven Tuberkulose progressieren (32). Es wurde vermutet, dass sich M. africanum
Stamme mit einer langeren Latenzphase evolutionar an eine verhaltnismaRig geringe
Wirtsdichte in Afrika anpassten. Im Gegensatz dazu nutzten M. tuberculosis Stamme die
hohe Populationsdichte in Ballungszentren in Europa und Amerika, um eine Vielzahl von
Neuinfektionen zu verursachen (32).

Einen weiteren Zusammenhang zwischen MTBK Genotypen und der Auspragung der
Tuberkuloseerkrankung beschrieben Thwaites et al. in ihrer 2008 verdffentlichten Studie, in
der eine Korrelation zwischen pulmonaler oder meningealer Tuberkulose und der Infektion
mit bestimmten Genotypen gezeigt werden konnte (161). Stamme der Euro - American Linie
fuhrten seltener zu extrapulmonalen Erkrankungen als Erreger anderer phylogenetischer
Linien (161).
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Wie anhand dieser wenigen Studien mit ausgewahlten klinischen Isolaten verdeutlicht wurde,
scheint die genetische Variabiltdt von MTBK Stammen eine entscheidene Rolle hinsichtlich
der Biologie und Pathologie der Tuberkulose zu spielen. Die molekularen Grundlagen, die

diese biologische Diversitat bedingen, sind jedoch bislang weitgehend unverstanden.
2.2.5 M. tuberculosis Komplex Stamme und die Immunantwort

Pathogene Mykobakterien sind in der Lage, die Phagosom - Lysosom Fusion im
Makrophagen, die zur Abtotung intrazellularer Keime flhrt, zu arrestieren (135). Die
wesentliche  Funktion infizierter Makrophagen besteht darin, die intrazellularen
Mykobakterien an einer weiteren Ausbreitung zu hindern und gleichzeitig mykobakterielle
Antigene zur Aktivierung einer adaptiven Immunantwort spezifischen T - Zellen zu
prasentieren (124). Uber die Sekretion von Zytokinen wie Interleukin 1L12 oder 1L18 wird eine
schitzende Helfer - T - Zellantwort (Th1) induziert. Th1 Zellen produzieren u.a. Interferon y
(IFNy) und Tumornekrosefaktor a (TNFa). Die synergistisch wirkenden Zytokine aktivieren
die Makrophagen, intermedidre Sauerstoff - (reactive oxygen intermediate, ROI) und
Stickstoffradikale (reactive nitrogen intermediate, RNI) zu bilden, die die intrazellularen
Mykobakterien angreifen (97). Die Erreger erfahren im Verlauf der Infektion verénderte
intrazelluldre Bedingungen und missen sich dementsprechend an verschiedene
Umgebungen anpassen, um eine Infektion zu etablieren.

TNFa ist maligeblich an der Rekrutierung von Immunzellen Uber die Sekretion von
Chemokinen beteiligt und spielt somit eine entscheidene Rolle bei der Granulombildung.
Eine ineffektive Thl Antwort fihrt zur veranderten Granulomstruktur und ist damit von
klinischer Bedeutung.

Insgesamt fuhrt die Interaktion von verschiedenen Zelltypen zur Ausbildung einer
erfolgreichen Kontrolle der Infektion, wobei die Kommunikation durch einen komplexen
Zytokin - Cocktail erfolgt. Die Modulation dieser Immunantwort durch die Pathogene ist ein
potentiell wichtiger Pathogenitdtsmechanismus, der ein ,Erfolgsprinzip“ von MTBK Stammen
darstellen konnte.

In diesem Zusammenhang haben erste Studien gezeigt, dass Klinische Isolate ein
unterschiedliches, immunmodulatorisches Potential besitzen, Gber das sie die Immunantwort
in unterschiedlicher Weise beeinflussen (82,96,101,160). Zum Beispiel zeigten Manca et al.
2004, dass klinische Isolate des Beijing Genotyps eine geringere TNFa Antwort in humane
Monozyten induzieren als Nicht - Beijing Isolate (100). Im Gegensatz dazu beschrieben
Chacon - Salinas et al. 2005, dass die Infektion mit Beijing Stammen im Vergleich zu
M. canettii und H37Rv zu einer erhéhten Expression von proinflammatorischen Zytokinen
wie TNFa fuhrte (21). Tierexperimentelle Arbeiten von Lopez et al. ergaben ebenfalls eine

héhere TNFa Induktion bei Infektionen mit Beijing Stammen (96).
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Die wenigen beschriebenen Studien fokussierten sich vorrangig auf die Analyse des
immunmodulatorischen Potentials von Stammen des Beijing Genotyps im Vergleich zu
Referenzstammen. Dies resultiert vermutlich aus der in der Literatur diskutierten
Hypervirulenz von Beijing Isolaten. Eine systematische Analyse genotypspezifischer
Unterschiede von Stammen des MTBKSs hinsichtlich der Modulation der Immunantwort ist

jedoch noch nicht durchgefihrt worden.
2.3 Zielsetzung

Wie zuvor beschrieben, wurde die genetische Diversitdt von MTBK Stdmmen und ihre
klinischen Konsequenzen viele Jahre lang als vernachlassigbar betrachtet und nicht
systematisch analysiert. Erst in den letzten Jahren konnte, basierend auf modernen,
molekularbiologischen Typisierungsmethoden, die globale Populationsstruktur des MTBKs
besser beschrieben und eine Vielzahl von Genotypen und phylogenetischen Linien
identifiziert werden. Systematische Studien zur Beschreibung der genetischen Variabilitat
von Stdmmen unterschiedlicher Genotypen und mdgliche funktionelle Konsequenzen z.B. fir
die Wirt - Pathogen Interaktion sind allerdings noch nicht durchgefiihrt worden. Daher sollte
im Rahmen dieser Arbeit die genetische und biologische Diversitat von klinischen MTBK

Isolaten analysiert werden.

I.  Zunéchst sollte die genetische Diversitdt von MTBK Stammen durch vergleichende

Sequenzanalysen einer umfangreichen Referenzkollektion klinischer Isolate

untersucht werden.

.  Zur Analyse der biologischen Diversitat Kklinischer Isolate wurden folgende

Fragestellungen betrachtet:

e Zeigen Stamme verschiedener Genotypen Wachstums - und

Genexpressionsunterschiede in Flissigkulturmedium?

e Verandert sich das Wachstumsprofil und die Genexpressionsantwort Kklinischer

Isolate im intrazellularen System?

e Welchen immunmodulatorischen Einfluss besitzen Stamme verschiedener

Genotypen auf die Wirtszelle?
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Alle im Folgenden nicht aufgelisteten Materialien und Gebrauchslésungen (Enzyme,
Chemikalien, Kits, Verbrauchsmaterialien und Gerate) sowie deren Hersteller und

Bestellnummern sind im Anhang D zusammengefasst.

3.1.1 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit zur Untersuchung der genetischen und biologischen Diversitat
verwendete Referenzkollektion Klinischer Isolate umfasst 58 Vertreter der weltweit am
haufigsten vorkommenden Spezies und Genotypen des MTBKSs. Alle Mykobakterienstamme
sind in Vorarbeiten am Nationalen Referenzzentrum in Borstel ph&no - und genotypisch
charakterisiert worden. Die vorhandenen Referenzstamme H37Rv, CDC1551, M. bovis
ATCC sowie M. africanum ATCC wurden in die Analyse mit einbezogen. Eine detailierte
Beschreibung der einzelnen Stamme hinsichtlich der Spezies, ihres Genotyps und der
Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung gegentber den Erstrangmedikamenten befindet sich

im Anhang A.

3.1.2 Zelllinien und murine Makrophagen

Fir die Analyse des immunmodulatorischen Potentials verschiedener MTBK Stdmme wurde
die human monozytische THP1 - Zelllinie verwendet. Die THP1 - Zelllinie wurde durch die
DSMZ GmbH (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) zur

Verfliigung gestellt.

Die Transkriptom - und Wachstumsanalysen klinischer Isolate erfolgten in murinen
Makrophagen, die aus dem Knochenmark von C57Bl/6 Mausen isoliert wurden. Die
tierexperimentellen Arbeiten wurden im Labor von Prof. Dr. David Russell an der Cornell
Universitat, Ithaca, New York, USA durchgefiihrt und von dem Cornell University Animal

Care and Use Committee (IACUC) genehmigt.
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3.1.3 Primer

Die in Tabelle 3.1 zusammengefassten Primersequenzen sind in der entsprechend

gekennzeichneten Literatur beschrieben bzw. mit Hilfe der OLIGO Primer Analysis

Software v.5.0 entworfen worden. Die dargestellten Positionen ergeben sich aus den

Nukleotidpositionen des 5° - Endes der jeweiligen Primer, wobei der Genstart mit +1 definiert

ist. Alle Primer wurden durch Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland hergestellt.

Tab. 3.1 Primersequenzen.

Primer Sequenz Position
Rv0288 - F! 5- GAG AGG GGG AGG CGA CGG CTACC -3 -411
Rv0288 - R* 5-TCCCCG CCCCAATGGTTT CAGC-3 + 356
Rv0388c - F 5°- CCC AGC CAC GCA GCG CTG AG -3° - 49
Rv0388c - R 5°- CTC GAT GGG GTT CGG AAT G -3° + 646
Rv0407 - F! 5- CGT GGC CGC GAG CGA GGT GAA -3 -189
Rv0407 - R* 5°- CGC CCG AAC CGT CAACAACACTGG -3 + 1394
Rv0407 - S1* 5- CGG AGT TCA AGG AGC GGT TCG -3 + 368
Rv0410c - F* 5- CTG GCC GGG CTG GTA GAG GAA GAC -3 - 227
Rv0410c - R* 5°- CCG ATC GCC GTG CTG GTG GTT -3° + 2373
Rv0410c - S1* 5°- TGA GGC CCT GAT GAC CAA CCC -3 + 270
Rv0410c - S2* 5°- GGC GCT GAG CTACCT GCATTC -3 + 786
Rv0410c - S3* 5- GCG CAC ACC GAC GTG TAT CTG -3 + 1285
Rv0557 - F 5- CTG GAC AAG CGG TTG GAAC -3 -112
Rv0557 - R 5-GTC ATACTT GCG GGC GAC G -3 + 1210
Rv0667 - F 5°- TCG CCG CGA TCA AGG AGT -3° + 1253
Rv0667 - R 5- GTG CAC GTC GCG GACCTC CA -3 + 1391
Rv1009 - F* 5-GGCCCATTTTGCTITTTIGTT -3 - 105
Rv1009 - R* 5- GGC CCG ACC TCC AAAACCAG -3 + 1236
Rv1483 - F 5- CCT CGC TGC CCA GAA AGG GA -3 - 168
Rv1483 - R 5-ATC CCC CGG TTT CCT CCG GT -3 + 61
Rv1617 - F* 5- CGT TGC CCG GAATGA ACG TG -3 + 473
Rv1617 - R® 5-GGATGG CTC GCT TCT GTACC -3 + 768
Rv1811 - F 5-CGC CTAGGC TCAAACTGC TG -3° -78
Rv1811 - R 5- CAATAC CCG GCG GAT CTACC -3 + 783
Rv1884c - F! 5°- CAA CGG GCC CTG ACG ACA -3° - 68
Rv1884c - R* 5-GCG CTG CCATGT GAACTG TG -3 + 602
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Fortsetzung Tab. 3.1.

Primer Sequenz Position
Rv1908 - F 5- GAA ACA GCG GCG CTG ATC GT -3 + 781
Rv1908 - R 5-GTT GTCCCATTT CGT CGG GG -3 + 971
Rv1980c - F! 5- CAG CGC GAT GCC CTATGT -3 - 102
Rv1980c - R* 5-TGG GCG CAC CGAACACTC -3 + 739
Rv2032 - F* 5-TGG CGC TGA ACG GGA AGG GTG GT -3 - 225
Rv2032 - R! 5°- CTC AGC CGG CCG GGG ACG AAT AGC -3 +1111
Rv2032 - S1* 5-GCC GGATTG GGA CTT GGT -3 + 390
Rv2389c - F* 5-TGG CGG CGT CGG TCA AAT CAG C -3° - 169
Rv2389c - R* 5- CCA GCT GGG CCG GGG TGT AGG TA -3 + 645
Rv2428 - F 5- ACC ACT GCT TTG CCG CCACC -3 -178
Rv2428 - R 5- CCG ATG AGA GCG GTG AGC TG -3 + 40
Rv2430c - F 5-CGG CGG CGG TGG TTC TTG AG -3° -144
Rv2430c - R 5- TGA AAG CCG CAG CAATCGTT -3 + 633
Rv2431c - F 5- ATC GTC GGG TGG CGT TGT GT -3 - 197
Rv2431c - R 5'- CAT CCA ACG ACC TCC ACG CC -3 +433
Rv2450c - F* 5'- CGG GCA GCA AGA AAT CTC AAC AAT -3° - 240
Rv2450c - R* 5- GCC CGG GCCAGG TATTC -3 + 681
Rv2609c - F 5-TGG CCG ATG GAC TGATTG C -3’ - 169
Rv2609c - R 5- TCA ACG ACG CCC TGT CCG GA -3 + 1126
Rv2609c - S1 5-GGC CCGCCGCTT CCACAAC-T + 366
Rv2610c - F 5- CAG AAC ATT GCC GCC CAT C -3 - 109
Rv2610c - R 5'- GCC GAA CGC AAC CAG CAC A -3 + 1175
Rv2610c - S1 5-CCG ATT GTG GCG ACATTT CA-3 + 334
Rv2611c - F 5- GGC GTT GTC GGT GGG GAT GT -3 - 126
Rv261lc - R 5-TGC GCA TCA CCT CGG CAAGC -3 + 1030
Rv2611c - S1 5- CCG GCT GCC GAC GAT AAAC -3 +291
Rv2612c - F 5- ACC ATC ATC GGG GGC TCC A -3 -83
Rv2612c - R 5- CAT ACG CCC AGT CGG TCG C -3 + 714
Rv2613c - F 5-TCATGG TGT TGG CGG GTG AT -3° -174
Rv2613c - R 5- CAG CAG TCC CCT GGC GAT C -3’ + 638
Rv2628 - F! 5- GGC GCG ACC GGG CAC ATC -3° - 83
Rv2628 - R! 5- GCG GGA AGG CAT AGG GAC CAAAGT -3 + 415
Rv2629 - F 5- CCG CTG GAC CGC ACA ACG AT -3 - 275
Rv2629 - R 5'- GAT TCG CAA GTC CGC CGT AT -3 +1281




Materialien und Methoden 21

Fortsetzung Tab. 3.1.

Primer Sequenz Position
Rv2946¢ - F 5- GCC CCC GCA GAG GCG CCG GTT -3° - 68
Rv2946¢c - R 5-CTG GGT TGG CCT GCA CGT GGG CCATAA -3 + 50
Rv3547- F* 5-CGA GCG CACCGACCAGAGC-3 - 196
Rv3547- R! 5- GCATGG CCC GCA GGT GGA CAA -3° + 630
Rv3696¢ - F 5- CGG CAA GCT GCA GTG GAT CCT GGAA -3 + 447
Rv3696¢ - R 5- GGC AGC ATG GCC CGA GGT ATC GAAA -3 + 662

"Hershberg et al. (70)
%Keating et al. (83)

3.1.4 Ndhrmedien und Zusatze

BBL™ BHI Broth (1000 ml)

Zur Herstellung von einem Liter wurden 38 g BBL™ BHI Broth in Aqua dest. gelést und

autoklaviert.

LB Medium (1000 ml)

20 g LB Medium Basis wurden in einem Liter Aqua dest. geldst und autoklaviert. Die LB

Medium Basis bestand aus 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und 5 g/l NaCl.

Loéwenstein - Jensen Medium (1600 ml)

Zunachst wurden 38,5 g Lowenstein - Jensen Basis in 600 ml Aqua dest. geldst und 12 ml
87 % Glyzerin hinzugefugt. Die Loésung wurde autoklaviert. Anschlie3end wurden 1000 ml
Volleier dazu gegeben und die Losung zu je 5 ml in Glasréhrchen abgefillt. Die Koagulation

erfolgte bei 86°C in Schraglage fur 45 min.

Makrophagen - Medium (500 ml)

Fur die Kultivierung muriner Makrophagen wurden 100 ml L - Zell - Medium, 50 ml fétales
Kalberserum (fetal calf serum, FCS), 5 ml L - Glutamin, 5 ml Natriumpyruvat sowie
wahlweise 5 ml Penicillin/Streptomycin Losung auf 500 ml Gesamtlésung mit 1x DMEM
Medium aufgeflllt und sterilfiltriert. Fur die Infektionssversuche wurden die Makrophagen in

antibiotikafreiem Medium kultiviert.
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Middlebrook 7H9 Medium (1000 ml)

Es wurden 4,7 g Middlebrook 7H9 Medium in 900 ml Aqua dest. gelést und mit 2 ml Glyzerin
sowie 500 pl Tween 80 vermischt. Nach dem Autoklavieren wurde vor Gebrauch OADC
(oleic acid, bovine albumin, dextrose, catalase) in einer Endkonzentration von 10 % frisch

hinzugefigt.

Middlebrook 7H10 Agar (1000 ml)

Zunachst wurden 19 g Middlebrook 7H10 Agar in 900 ml Aqua dest. geldst, mit 5 ml Glyzerin
versetzt und autoklaviert. Nachdem der Agar auf ca. 45°C abgekihlt war, wurden 100 ml
OADC oder 100 ml Rinderserum hinzugegeben und durch Schwenken vermischt.

AnschlieRend wurden je 20 ml Agar in Petrischalen gegossen.

OADC - Lésung

Der essentielle Zusatz fur die Kultivierung von Mykobakterien in 7H9 und 7H10 Medium
wurde gebrauchsfertig bei der Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland bestellt.

Die einzelnen Bestandteile sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.

Tab. 3.2 Bestandteile des OADC.

Substanz Menge in g/l Funktion
Olsaure 0,10 Stoffwechselsubstrat
Rinderalbumin 50,00 Bindung freier Fettsauren, die fiir Mykobakterien
toxisch wirken kbnnen
Dextrose 20,00 Energiequelle
Katalase 0,03 Zerstorung von im Medium potentiell

vorkommender toxischer Peroxide

THP1 - Zellkultur Medium (500 ml)

Das Medium fir die Kultivierung von THP1 - Zellen setzte sich aus 440 ml VLE - RPMI 1640
Medium, 50 ml FCS, 5 ml L - Glutamin und 5 ml Penicillin/Streptomycin Lésung zusammen.
Bei der Kultivierung aufgetauter Zellen erhdhte sich die Konzentration des FCS auf 20 %.

Fir die Infektionsversuche wurden die Zellen in antibiotikafreiem Medium kultiviert.
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3.1.5 Puffer und Lésungen fir die Infektion von murinen Makrophagen

Aufnahmepuffer zur Infektion von murinen Makrophagen

Der Aufnahmepuffer zur Infektion von murinen Makrophagen bestand aus dem so genannten
basalen Aufnahmepuffer der mit Bindungsmedium in einem Verhdltnis 1:5 verdinnt und

sterilfiltriert wurde.

Fur die Herstellung des basalen Aufnahmepuffers wurden folgende Bestandteile in 500 ml

PBS - Puffer geldst und sterilfiltriert:

o 2,259 Glukose

e 0,50 g Gelantine

e 50 mg CacCl,

e 50 mg MgCl,
Das so genannte Bindungsmedium, das ebenfalls sterilfiltriert wurde, bestand aus 470 ml
1x DMEM Medium, 25 ml FCS sowie 5 ml eines 1 M HEPES - Puffers.

Lysis - Puffer (1000 ml)

999 ml Aqua dest. wurden mit 1 ml Tween 80 versetzt und sterilfiltriert.

3.1.6 Puffer und Losungen fir molekularbiologische Methoden
3.1.6.1 Puffer und Ldsungen fir DNA - Arbeiten

CTAB - Losung fir die Isolierung genomischer DNA aus Mykobakterien (100 ml)

4,1 g NaCl wurden in 90 ml Aqua dest. gelést. Unter Ruhren wurden 10 ¢
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) hinzugefigt. Durch Erwarmung auf 65°C wurde der
Losungsprozess beschleunigt. Die Lésung wurde anschlieend auf ein Gesamtvolumen von

100 ml mit Aqua dest. aufgefullt.

0,5 M EDTA - L6sung (1000 ml)

186,12 g EDTA - Na, - Dihydrat wurden in Aqua dest. gel6ést und auf 1000 ml aufgeflllt. Die

Lésung wurde auf einen pH von 8 mit NaOH eingestellt.

Schwerepuffer zum Beschweren der DNA fir die Agarose - Gelelektrophorese

Der Schwerepuffer setzte sich aus 50 % (v/v) Glyzerin, 0,05 % (w/v) Bromophenolblau,
1 mM EDTA - L6sung sowie 50 % (v/v) 1x TAE Puffer zusammen.
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50x TAE - Puffer (1000 ml)

242 g Tris - Base und 40 ml 0,5 M EDTA - Losung wurden in 750 ml Aqua dest. gelgst. Der
pH von 7,5 wurde mit ca. 57 ml Essigséure eingestellt. Anschlieend wurde die Losung auf
ein  Gesamtvolumen von einem Liter mit Aqua dest. aufgefillt. Fur die

Agarosegelelektrophorese wurde der Puffer mit Aqua dest. 1:50 verdinnt eingesetzt.
3.1.6.2 Puffer und Ldsungen fir RNA - Arbeiten

4 M GTC - Puffer (1000 ml)

Fur die Herstellung von 4 M Guanidin - Isothiocyanat (GTC) - Puffer wurden folgende

Bestandteile in 1000 ml Aqua dest. bei Raumtemperatur geldst:

e 5009 GTC

e 59 Na- Lauryl - Saccrose

e 20 ml einer 1,25 M Na - Citrat Losung (pH 7,0)
e 7 ml2-( - Mercaptoethanol

Hybridisierungspuffer fiir Microarrays (50 pl)

50 pl Hybridisierungspuffer bestanden aus 20 pl H,O (Ambion), 2,5 pl Salmon Sperm DNA,
13 pl einer UltraPure™ 20x SSC - Lésung, 5 ul einer 1 % SDS - Lésung und 13 pl Formamid
(MP Biomedicals).

Prehybridisierungspuffer fur Microarrays (500 ml)

Zur Herstellung des Prehybridisierungspuffers wurden 125 ml Formamid (MP Biomedicals),
125 ml UltraPure™ 20x SSC - Lésung, 5 ml 10 % SDS - Lésung und 1 % (w/v) BSA auf
500 ml mit H,O (NERL Diagnostic) aufgefillt und sterilfiltriert.

Waschpuffer fur Microarrays (je 500 ml)

Die Microarrays wurden sukzessiv mit vier unterschiedlichen Puffern gewaschen.

e Waschpuffer 1: 50 ml UltraPure™ 20x SSC - Lésung, 5 ml 10 % SDS - Lésung,
445 ml H,O (NERL Diagnostic)

e Waschpuffer 2: 5 ml UltraPure™ 20x SSC - Lésung, 5 ml 10 % SDS - Lésung, 490 ml
H,O (NERL Diagnostic)

e Waschpuffer 3: 5 ml UltraPure™ 20x SSC - Lésung, 495 ml H,O (NERL Diagnostic)

e Waschpuffer 4: 1,25 ml UltraPure™ 20x SSC - Lésung, 498,75 ml H,0O
(NERL Diagnostic)

Alle Puffer wurden sterilfiltriert.



Materialien und Methoden 25

3.1.6.3 Puffer und Lésungen fir den humanen TNFa - ELISA (enzyme linked immunosorbent

assay)

Absattigungspuffer (1000 ml)

24,28 g Tris Base und 10 g BSA wurden in einem Gesamtvolumen von 1000 ml Aqua dest.
geldst und auf einem pH von 7,5 eingestellt. Anschlielend wurde die L6sung sterilfiltriert und

bei 4°C gelagert.

Sensibilisierungspuffer (1000 ml)

Insgesamt wurden 10 g NaH,PO, x 2 H,O und 5,8 g Na,HPO, x 2 H,O in einem Liter
Aqua dest. gelost und ein pH von 6,0 eingestellt. Der Puffer wurde anschlie3end sterilfiltriert

und konnte bei 4°C gelagert werden.

Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) (50 ml)

240 mg TMB wurden in 5 ml Aceton geldst und mit 45 ml absoluten Ethanol sowie 300 pl
Wasserstoffperoxid (35 %) vermengt. Die Lésung sollte in einer mit Alufolie ummantelten

braunen Flasche gelagert werden.

Substratpuffer (1000 ml)

Fur die Herstellung des Substratpuffers wurden 24,41 g Natriumcitrat x 2 H,O mit 6,3 g
Zitronenséure in 1000 ml Aqua dest. geldst und auf einen pH von 4,1 mit einer 1 M KOH -

Losung eingestellt.

Verdinnungspuffer (1000 ml)

24,22 g Tris Base, 1 g Phenol sowie 50 ml hitzeinaktiviertes FCS wurden in einem
Gesamtvolumen von 1000 ml Aqua dest. geldst und auf einen pH von 7,5 eingestellt. Der

Puffer konnte nach Sterilfiltration bei 4°C gelagert werden.
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3.2 Methoden

Teile dieser Arbeit wurden im Labor von Prof. Dr. David Russell an der Cornell Universitat
Ithaca, New York, USA durchgefuhrt. Daher werden in einigen Abschnitten bestimmte

Methoden hinsichtlich ihrer Durchfiihrung in Borstel und in Ithaca unterschieden.
3.2.1 Mikrobiologische Methoden
3.2.1.1 Kultivierung von M. tuberculosis Komplex Stammen in Flissigkultur

Durchfiihrung in Borstel:

Zunachst wurden die einzelnen klinischen Isolate auf Lowenstein - Jensen Festkultur beimpft
und fur ca. 14 - 21 Tage bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde mit einer 10 pl
Einmalimpfose eine homogene Bakteriensuspension in 10 ml 7H9 Medium (10 % OADC)
hergestellt (Vorkultur), die in Nahrmedienflaschen (Nalgene) tberfuhrt und bei 37°C stehend
inkubiert wurden. Fir die Uberfilhrung ins Rollflaschensystem wurden Kulturen mit einer
optischen Dichte zwischen OD 0,2 - 0,4 benétigt (600nm, Messung der OD siehe 3.2.1.2).
Die Inkubationszeit variierte je nach klinischem lIsolat zwischen 5 und 10 Tagen. Alle
Vorkulturen  wurden  vor Umsetzung ins Rollflaschensystem  (Hauptkulturen)
Sterilitdtskontrollen unterzogen. Dazu wurden je 100 ul Vorkultur in 5 ml LB - Medium sowie
in 5 ml BHI - Medium Uberfihrt und bei 37°C fur mindestens 3 Tage inkubiert. Au3erdem
wurden je 200 ul auf Blutagarplatten und auf BHI - Agarplatten beimpft und ebenfalls bei
37°C inkubiert. Eine mikroskopische Kontrolle erfolgte durch die Anfertigung eines Ziehl -
Neelsen Praparats (siehe 3.2.1.3). Zusatzlich wurden alle klinischen Isolate erneut
genotypisiert (siehe 3.2.3.1). AnschlieBend wurde die gesamte Vorkultur in 20 ml Gber Nacht
bei 37°C in Rollflaschen vorinkubiertem 7H9/OADC Medium Uberfuhrt. Bei einer OD von
0,2 - 0,4 wurde sukzessiv Medium (je 20 ml) bis zu einem Gesamtvolumen von 100 ml
aufgefillt und die Hauptkulturen bei 37°C rollend inkubiert (5 rpm, Rolleinheit Wheaton).
Erneut wurden alle oben aufgefiuihrten Sterilitatskontrollen durchgefihrt. Bei einer OD von
0,2 - 0,4 wurden 1 ml Aliquots in SchraubdeckelreaktionsgefalRe hergestellt und bei -80°C fir
weitere Analysen gelagert. Die Gesamtinkubationszeit im Rollflaschensystem mit einem
Volumen von 100 ml betrug ungefdhr 7 - 10 Tage. Eine erneute Genotypisierung folgte
(siehe 3.2.3.1).



Materialien und Methoden 27

Durchfiihrung in Ithaca:

Drei klinische Isolate von funf verschiedenen Genotypen des MTBKs sowie der H37Rv
Referenzstamm wurden als Gefrierkulturen verschickt und im Labor von Prof. Dr. David
Russell erneut kultiviert. Dazu wurden 200 pl der Gefrierkultur in 20 ml 7H9/OADC Medium
in TPP - Zellkulturflaschen (25 cm?) tberfiihrt und stehend fiir ca. 10 Tage inkubiert. Die
wesentlichen Unterschiede zwischen der Anzucht in Borstel und der Anzucht in Ithaca
bestanden also darin, dass es sich um Standkulturen mit kontinuierlicher Sauerstoffzufuhr

durch Verwendung von Zellkulturflaschen mit Filter handelte.
3.2.1.2 Bestimmung der optischen Dichte (OD)

Durchfuhrung in Borstel:

Fur die Bestimmung der OD wurden 100 ul der entsprechenden Kultur in Flachboden -
Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen, Nunc) gegeben und im ELISA Reader Sunrise bei einer
Wellenlange von 600 nm (Referenzwelllenlange ist 0) gemessen. Als Leerwert wurde

7H9/OADC Medium eingesetzt. Die Messung erfolgte in Duplikaten.

Durchfiihrung in Ithaca:

Fir die Bestimmung der OD wurden 750 pl der entsprechenden Kultur in verschliel3bare
Einmalkivetten dberfihrt und bei einer Absorption von 600 nm im BIO - RAD
SmartSpec™ 3000 gemessen. Zur Bestimmung des Leerwerts wurde 7H9/OADC Medium

eingesetzt.
3.2.1.3 Ziehl - Neelsen Farbung

Fir den Nachweis von Mykobakterien und als Kontaminationskontrolle wurden
Ziehl - Neelsen Pré&parate von allen Vor - und Hauptkulturen angefertigt. Dazu wurden 10 pl
der Kultur auf einem Objekitrager ausgestrichen und ca. 15 min unter der Werkbank
getrocknet. Die eingetrocknete Kultur wurde hitzefixiert, indem sie mehrmals durch die
Bunsenbrennerflamme gezogen wurde. Die Farbung erfolgte auRerhalb des S3 - Bereiches.
Hierzu wurden die Praparate mit filtrierter Karbolfuchsinlésung bedeckt und erhitzt. Dabei
war es wichtig, die Farbeldsung nur so zu erwéarmen, dass es zu keiner Blasenbildung
kommen konnte. Nach jeweils kurzen Abkihlungsphasen wurde die Hitzefixierung insgesamt

dreimal wiederholt.
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Nach einer abschlieRenden 10 - minitige Abkiihlungsphase wurde die Farbelésung von den
Préaparaten entfernt und die Objekttrager kurz in Aqua dest. gewaschen. Durch mehrmaliges
Eintauchen der Préparate in 0,5 % HCI - 70 % Ethanol - Lésung wurden diese entfarbt. Ein
kurzer Waschschritt in Aqua dest. folgte. Die Gegenfarbung wurde mit einer 1:10 verdinnten
Methylenblau - Lésung fir ca. 1 min durchgefuhrt. Nach einem erneuten Waschschritt in

Aqua dest. wurden die Praparate bei Raumtemperatur getrocknet.
3.2.1.4 Bestimmung der Lebendkeimzahl von M. tuberculosis Komplex Stammen

Durchfuhrung in Borstel:

Die Bestimmung der Lebendkeimzahl der bei -80°C gelagerten MTBK Aliquots erfolgte ca.
eine Woche nach Einlagerung. Dazu wurden von jeweils zwei Aliquots pro Stamm
Verdinnungsreihen angelegt und ausplattiert. Zunachst wurden die Bakterienzellen durch
mehrmaliges Auf - und Abziehen (ca. 10x) mit einer 1 ml Spritze durch eine 26G - Kanlle
vereinzelt. AnschlieBend wurden 1:10 Verdiinnungen (bis einschlieRlich 107) in mit 0,05 %
Tween 80 versetztem Braunwasser in einem Gesamtvolumen von 5 ml hergestellt. Sowonhl
von der unverdinnten als auch von den einzelnen Verdiinnungsstufen wurden je 100 pl auf
7H10 Platten mit einem Zusatz von 10 % Rinderserum ausgestrichen. Es sei darauf
hingewiesen, dass jede 7H10 Platte halbiert und damit je zwei unterschiedliche
Verdinnungsstufen pro Platte beimpft wurden. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die
Platten in Plastikfolie eingepackt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C bakterienstamm -
abhéangig fur 3 - 5 Wochen. Die Lebendkeimzahl CFU = Zellen/ml (Kolonie bildene Einheiten,

colony forming units) ergab sich aus:

CFU = Zellen/m| = Anzahl der Kolonien x Verdunnungsfaktor x 10

Durchfiihrung in Ithaca:

Fur die Bestimmung der Lebendkeimzahl der in murine Makrophagen wachsenden Keime
wurden die Makrophagen lysiert (siehe 3.2.2.2) und das Zelllysat durch mehrmaliges Auf -
und Abziehen (ca. 10x) mit einer 1 ml Spritze durch eine 26G - Kanile homogenisiert.
AnschlieRend wurden 1:10 Verdinnungen (bis einschlieB3lich 107 in
Flachboden - Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen, Nunc) mit einem Gesamtvolumen von 250 ul
hergestellt. Die Verdiinnungsschritte erfolgten in mit 0,05 % Tween 80 versetztem PBS -
Puffer. Sowohl von den unverdiinnten als auch von den einzelnen Verdinnungsstufen
wurden jeweils 50 ul auf 7H10 Platten (10 % OADC) ausgestrichen. Die 7H10 Platten waren

in vier Quadranten unterteilt. Die Lebendkeimzahl (CFU = Zellen/ml) ergab sich aus:

CFU = Zellen/m| = Anzahl der Kolonien x Verdunnungsfaktor x 20
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3.2.1.5 Bestimmung des Wachstumsprofils von M. tuberculosis Komplex Stammen in

Flissigkultur

Die Bakterienstdimme wurden wie unter 3.2.1.1 (Ithaca) beschrieben in einem
Gesamtvolumen von 20 ml 7H9/OADC Medium kultiviert. Die initiale Bakteriensuspension
wurde dabei auf einer OD von 0,1 - 0,15 eingestellt. Das Wachstumsprofil konnte Uber die
Zunahme der optischen Dichte in einem Zeitrahmen von 20 Tagen gemessen werden (siehe
3.2.1.2 (Ithaca)).

3.2.2 Zellbiologische Arbeiten
3.2.2.1 Arbeiten mit der THP1 - Zelllinie

Kultivierung und Differenzierung von THP1 - Zellen

Zunéchst wurden THP1 Gefrierstocklésungen mit einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen in 25 cm?

Zellkulturflaschen (TPP) in einem Gesamtvolumen von 10 ml (RPMI 1640, 20 % FCS, 1 %
L - Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin) tberfiihrt und bei 37°C/5 % CO, inkubiert. Nach
zwei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel. Dazu wurden die Zellen fiir 10 min bei 160 rcf
(relative centrifugal forces) und 4°C zentrifugiert (Hettich Rotanta 460R). Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 10 ml frischem Medium (RPMI1640, 10 % FCS, 1 % L
- Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin) resuspendiert. Bei einer Verdopplungszeit von 35 -
50 Stunden erreichten die Zellen nach sieben Tagen eine Zelldichte von ca. 1 x 10" und
konnten in 75 cm? Zellkulturflaschen (TPP) Uberfiihrt werden. Dazu wurden die Zellen wie
oben beschrieben zentrifugiert und in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zugabe von 10 ml
frischem Medium erfolgte nach 3 - 4 Tagen. Die Zellen erreichten nach weiteren drei Tagen
eine Zelldichte von ca. 2,5 x 10’ und konnten somit in zwei 75 cm? Zellkulturflaschen
gesplittet werden. Dazu wurden sie erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und in 20 ml
Medium resuspendiert. Je 10 ml Zellsuspension wurden anschlieRend in die
Zellkulturflaschen Uberfihrt. Insgesamt konnten die Zellen so ca. 10 mal passagiert werden.

Fur die Infektionsversuche zur Bestimmung des immunmodulatorischen Potentials
verschiedener MTBK Stamme in THP1 - Zellen wurden 3,5 x 10° Zellen in
Flachboden - Zellkulturplatten (48 Vertiefungen, Nunc) in einem Volumen von 500 ul
ausgesat. Zunachst wurden die Zellen aus den Zellkulturflaschen in einem 50 ml Falcon -
Roéhrchen Uberfihrt und fir 10 min bei 160 rcf bei 4°C zentrifugiert. Das alte Medium wurde

anschlie3end verworfen und die Zellen in 5 ml neuem Medium resuspendiert.
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Zur Bestimmung der genauen Zellzahl wurde eine 1:10 Verdinnung der Zellsuspension in
einem Gesamtvolumen von 100 pl mit Trypanblau hergestellt. 10 pl wurden anschlie3end in
eine Neubauer Zahlkammer Uberfiihrt und vier GroRRquadrate mikroskopisch ausgezéhlt. Die

Zellzahl ergab sich wie folgt:
Zellen/ml = Zellzahl x Verdinnungsfaktor x Kammerfaktor / Anzahl der Grof3quadrate
(10) (10000) 4)

Fir eine Zellkulturplatte (48 Vertiefungen) wurden insgesamt 1,75 x 10”7 Zellen in 25 ml
Medium bendtigt. Die Zugabe von in PBS vorverdinntem Phorbol - 12 - myristat - 13 - Acetat
(PMA, Endkonzentration 100 ng/ml) ermdglichte die Differenzierung der Zellen.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension in die Zellkulturplatte Uberfuhrt (500 pl/Vertiefung).
Nach einer Inkubationszeit von vier Tagen bei 37°C/5 % CO, konnten die Infektionsversuche

durchgefuhrt werden.

Infektion von THP1 - Zellen mit M. tuberculosis Komplex Stammen

Vor der Infektion wurde bei den mit PMA differenzierten THP1 - Zellen ein Mediumwechsel
vorgenommen. Die Infektion mit unterschiedlichen Bakterienstammen erfolgte mit einer MOI
von 3:1 (multiplicity of infection). Dazu wurden die entsprechenden 1 ml Aliquots der
Bakterienstamme aufgetaut, bei 2200 rcf (Hettich Rotanta 460R) fir 10 min zentrifugiert und
der Uberstand vorsichtig abgenommen. Die einzelnen Bakterienstimme wurden auf einer
Zellzahl von 1,05 x 10° Zellen/5 pl mit PBS - Puffer eingestellt. AnschlieRend wurden jeweils
5 pl Bakteriensuspension zu den THP1 - Zellen gegeben und fur 4 h bei 37°C/5 % CO,
inkubiert. Fir den TNFa - ELISA wurden die Uberstande (je 60 pl) in
Flachboden - Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen, Nunc) Gberfihrt und bei -20°C gelagert.

3.2.2.2 Arbeiten mit murinen Makrophagen

Isolierung und Kultivierung

Die Makrophagen wurden aus den Oberschenkelknochen, den Schienbeinknochen sowie
den Hiftknochen von C57BL/6 Mausen gewonnen. Nach Praparation der einzelne Knochen
wurden diese mit einer mit DMEM Medium geflllten Spritze durchspilt. Die somit
gewonnenen Zellen wurden fir 10 min bei 160 rcf (Beckmann Coulter Allegra 6KR) pelletiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml Makrophagen - Medium
resuspendiert und anschliel3end auf ein Gesamtvolumen von 8,5 ml Medium aufgefllt.

In acht mit 9 ml Makrophagen - Medium gefllliten Petrischalen wurden nun jeweils 1 ml
Zellsuspension gegeben und bei 37°C/5 % CO, inkubiert. Am Tag 3 nach Isolierung wurden

5 ml frisches Medium hinzugefigt.
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Zwischen Tag 7 und Tag 8 zeigten die Kulturen ein konfluentes Wachstum mit einer Zellzahl
von 1 x 10’ Zellen/Petrischale, die nun in einem Verhaltnis 1:4 gesplittet werden konnten. Fiir
das Passagieren der Zellen wurde zunachst das alte Medium abgenommen und die
Makrophagen mit 10 ml auf 4°C vorgekihlten PBS - Puffer versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min bei 4°C wurden die Zellen mit einem Zellschaber von den
Petrischalen geldst und die Zellsuspension in 50 ml Falcon - Réhrchen tberfuhrt. Nach dem
Zentrifugieren fur 10 min bei 160 rcf wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in
einem Gesamtvolumen von 32 ml gepoolt. In insgesamt 32 mit 9 ml Makrophagen - Medium
geflllten Petrischalen wurden nun jeweils 1ml Zellsuspension gegeben und bei 37°C/5 %
CO; inkubiert. Nach ca. vier Tagen zeigten die Kulturen erneut ein konfluentes Wachstum
und konnten fiur intrazellulare Wachstumsstudien bzw. fur die Transkriptomanalysen
verwendet werden. FUr die intrazellularen Wachstumsanalysen von MTBK Stdmmen wurden
die murinen Makrophagen in Zellkulturplatten (24 Vertiefungen, Nunc) mit einer Zellzahl von
ca. 6 x 10° Zellen/Vertiefung iiber Nacht ausgesét. Dazu wurden 1% konfluent bewachsende
Petrischalen pro Zellkulturplatte bendtigt. Die Zellen wurden wie beschrieben mit PBS
gewaschen, zentrifugiert und in 25 ml frischem, antibiotikafreiem Makrophagen - Medium
aufgenommen. AnschlieRend wurde 1 ml Zellsuspension pro Vertiefung in die Zellkulturplatte
Uberfihrt und tGber Nacht bei 37°C/5 % CO; inkubiert. Die Infektion muriner Makrophagen mit
MTBK Stammen fiir die Transkriptomanalysen erfolgte in TPP - Zellkulturflaschen (75 cm?).
Dazu wurden 1Y% konfluent bewachsende Petrischalen pro Zellkulturflasche bendétigt. Die
Zellen wurden wie beschrieben mit PBS gewaschen, zentrifugiert und in 1 ml frischem,
antibiotikafreiem Makrophagen - Medium aufgenommen. In den Zellkulturflaschen wurden
11 ml Medium vorgelegt bevor die Zellsuspension dberfihrt wurde. Nach einer
Inkubationszeit wvon zwei Tagen bei 37°C/5% CO, war ein konfluenter
Makrophagenmonolayer zu erkennen.

Insgesamt wurden bei allen Infektionsversuchen nur Makrophagen verwendet, die nicht mehr

als zwei Passagen durchlaufen sind

Aktivierung von murinen Makrophagen

Die Aktivierung von murinen Makrophagen erfolgte durch die Stimulierung mit IFNy
(100.000 U/ml) und LPS (10 pg/ml). Zundchst wurde mit IFNy fir 24 Stunden stimuliert
(Endkonzentration 100 U/ml). In den Zellkulturplatten (24 Vertiefungen) wurden dazu pro
Vertiefung 10 pl einer 1:10 mit Medium verdinnten Lésung gegeben, in den
Zellkulturflaschen (75 cm?) hingegen 12 ul der unverdiinnten Lésung. Nach 24 h erfolgte der
zweite Stimulationsschritt mit LPS (Endkonzentration 10 ng/ml). Die Zellen inkubierten tber
Nacht bei 37°C/5 % CO,.
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Infektion von murinen Makrophagen mit M. tuberculosis Komplex Stammen

Die Bakterienstdamme wurden fur die Infektionsversuche wie unter 3.2.1.1 (lthaca)
beschrieben als Standkulturen bis zu einer OD von 0,6 (~1 x 10° Zellen/ml) kultiviert.

Fir die intrazellularen Wachstumsanalysen wurden 1 ml Bakteriensuspension (OD 0,6) mit
5 ml Aufnahmepuffer vermengt und 10 min bei 2200 rcf zentrifugiert (Beckmann Coulter
Allegra 6KR). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Bakterienpellet in 1 ml
Aufnahmepuffer resuspendiert. Durch mehrfaches Auf - und Abziehen einer 1 ml Spritze mit
einer 26G - Kanule (10x) wurden die Bakterien vereinzelt.

Die Infektion erfolgte mit einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen/ml. Demnach wurde die
Bakteriensuspension 1:50 mit auf 37°C vorgewarmten Aufnahmepuffer verdiinnt. Von den in
Zellkulturplatten (24 Vertiefungen, Nunc) ausgesédten Makrophagen wurde das Medium
abgenommen und 500 ul Bakteriensuspension je Vertiefung hinzugefligt. Nach 4 h erfolgte
ein Mediumwechsel (antibiotikafreies Makrophagen - Medium).

Fur die Infektionsversuche zur RNA Isolierung intrazellular wachsender Bakterien wurden
3,25 ml der Bakteriensuspension (OD 0,6) fur 10 min bei 2200 rcf zentrifugiert und das
Bakterienpellet anschlie3end in 1 ml PBS/0,05 % Tween 80 resuspendiert. Die Bakterien
wurden durch mehrmaliges Auf - und Abziehen durch eine 1 ml Spritze vereinzelt.
AnschlieRend wurden 1 ml PBS/0,05 % Tween 80 sowie 22 ml auf 37°C vorgewarmter
Aufnahmepuffer hinzugefiigt. Das Makrophagen - Medium wurde aus den Zellkulturflaschen
abgenommen und die Zellen mit 12 ml Bakterienkultur infiziert (MOI ~5:1). Die
verbleibenden 12 ml wurden in eine leere Zellkulturflasche als extrazellulare Kontrollen
Uberfiihrt. Nach 4 h Infektion erfolgte auch hier ein Mediumwechsel (antibiotikafreies

Makrophagen - Medium).

Bestimmung des intrazellularen Wachstumsprofils von M. tuberculosis Komplex Stammen

Die in Zellkulturplatten (24 Vertiefungen, Nunc) ausgesaten murinen Makrophagen wurden
mit MTBK Stammen infiziert (siehe Infektion von murinen Makrophagen mit MTBK Stammen)
und fir 11 Tage in Kultur gehalten. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Die
Lebendkeimzahlen der intrazellular wachsenden Bakterien wurden 4 Stunden sowie am Tag
2,4, 7 und 11 nach Infektion erfasst. Dazu wurde das Makrophagen - Medium abgenommen,
die Zellen mit 500 ul Lysispuffer versetzt und fr 10 min bei 37°C inkubiert. Die Lyse der
Makrophagen wurde durch zusatzliches Abschaben der Zellen mit einer 1000 ul
Pipettenspitze unterstitzt. Das Lysat wurde in einer Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen, Nunc)

Uberfihrt und die Lebendkeimzahl, wie unter 3.2.1.4 (Ilthaca) beschrieben, bestimmt.
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3.2.3 Molekularbiologische Arbeiten
3.2.3.1 DNA - Arbeiten

Isolierung genomischer DNA aus M. tuberculosis Komplex Stdmmen

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte aus Zellen, die durch Zentrifugieren einer 5 ml
Flussigkultur oder alternativ durch Uberfilhren mit einer Impfése von einer
Léwenstein - Jensen - Festkultur gewonnen wurden. Zunadchst wurden die Zellen in 400 pl
TE - Puffer (Carl Roth) resuspendiert und fir 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert. Zum Abbau der
Zellwand wurde die Zellsuspension anschlieZend mit 50 pl Lysozym (10 mg/ml) versetzt und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Zum Lysat wurde ein Mix aus 10 % SDS und 5 pl Proteinase K - Lésung (19,2 mg/ml)
hinzugefiigt und nach kurzem Vortexen fir 10 min bei 65°C inkubiert. Im Anschluss wurden
100 pl 5 M NaCl und 100 pl CTAB - Loésung (vorgewarmt auf 65°C) zugefigt und fir weitere
10 min bei 65°C inkubiert. In diesem Schritt wurden die im Lysat befindlichen Polysaccharide
durch das CTAB komplexiert. Durch Zugabe von 750 pl Chloroform - Isoamylalkohol (24:1)
und kurzem Vortexen wurde die DNA extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte mittels
Zentrifugation fur 5 min bei 15000 rcf (Eppendorf 5430). In der oberen wassrigen Phase
befand sich die DNA, die in ein neues Reaktionsgefald Gberfiihrt wurde. Nach Zugabe von
0,6 Volumen (~ 450 pl) Isopropanol und vorsichtigem Schwenken wurde die DNA fur 30 min
bei -20°C gefallt. Ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 15000 rcf fir 15 min folgte. Der
Uberstand wurde verworfen und die DNA mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen. AnschlieRend
wurde die DNA erneut fiir 5 min bei 15000 rcf zentrifugiert und der Uberstand sehr vorsichtig
abgenommen. Das DNA Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und in 80 ul TE -

Puffer geldst.
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Polymerase - Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Fir die Analyse der genomischen Diversitat von MTBK Stammen wurden 29 Gene fir die
spatere Sequenzanalyse amplifiziert. Der PCR - Ansatz erfolgte unter einer DNA - freien
Werkbank, die Zugabe der DNA hingegen auf3erhalb. Die PCR mit einem Gesamtvolumen

von 25 pl setzte sich zusammen aus:

10x PCR - Puffer (Qiagen) 2,50 ul
25 mM MgCl, (Qiagen) 0,75 ul
20 UM F - Primer 1,25 pl
20 UM R - Primer 1,25 pl
10 mM dNTP - Mix (Roche) 0,50 ul
DMSO 1,25 pl
HotStarTagq®DNA - Polymerase (Qiagen) 0,13 pl
H,O (Carl Roth) 15,37 pl
DNA 2,00 pl

Von den eingesetzten DNAs verschiedener Stamme (Referenzkollektion Anhang A) wurden
1:50 Verdunnungen mit Aqua dest. fur die PCR hergestellt. Eine Ubersicht zu den
analysierten Genen hinsichtlich Funktion, Gengrolie, PCR - Fragmentldnge sowie der
Annealing - Temperatur (T,) befinden sich im Anhang B. Die einzelnen Primersequenzen
und deren Positionen sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Die PCR Reaktion erfolgte in
einem MJ Research PTC - 200™ Thermocycler.

Auf einem intialen Inkubationschritt von 15 min bei 95°C zur Aktivierung der HotStarTaq®
DNA - Polymerase folgten 35 Zyklen nach folgendem Profil, wobei die Annealing -

Temperatur und die Elongationszeit je nach Fragmentlange variierte (siehe Anhang B):

Aktivierung 95°C 15 min

Denaturierung 94°C 30s

Annealing T.°C 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 500 bp/min

Elongation 72°C 10 min

Kihlung 4°C 0

Agaroseqgelelektrophorese

Alle PCR Produkte wurden mittels Gelektrophorese Uberprift. Fiur ein 1 % Agarosegel
wurden 1 g UltraPure™ Agarose in 100 ml 1x TAE - Puffer durch Aufkochen geldst. Unter
einem Abzug wurden 10 pl einer 1 % Ethidiumbromid - Loésung unter Rihren zur geldsten

Agarose hinzugefiigt und in eine Gelvorrichtung luftblasenfrei gegossen.
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Nach ca. 20 Minuten Abkuhlung wurde das feste Agarosegel in eine Elektrophoresekammer
Uberfihrt und die mit Schwerepuffer gemischten PCR - Proben aufgetragen. Dazu wurden
jeweils 3 pl Schwerepuffer mit 2 pl PCR - Produkt gemischt. Als Laufpuffer in der
Elektrophoresekammer wurde 1x TAE - Puffer verwendet. Ein GréRenstandard (100 bp DNA
Leiter, Carl Roth) ist immer mitgefiihrt worden. Die Gelelektrophorese wurde bei einer
konstanten Spannung von ~120 Volt fur 30 - 45 min durchgefuhrt. Danach konnten die PCR
Banden aufgrund der interkalierenden Wirkung des Ethidiumbromids unter UV - Licht

sichtbar gemacht werden.

Aufreinigung von PCR - Produkten mittels ExoSAP - Methode fir die Sequenzanalyse

Die Aufreinigung der PCR Produkte (Abbau von Uberschissigen Desoxynukleotiden und
Primern) erfolgte mit Hilfe der Exonuklease | aus E. Coli und der Alkalischen Phosphatase
aus Schrimps. Dabei greift die Exonuklease | am 3" - Ende einzelstrangiger DNA an und
baut diese ab (93). Die alkalische Phosphatase entfernt Phosphatgruppen am
5" - Ende (137).

Zunachst wurde von der Exonuklease | (20 U/ul) eine 1:20 Verdunnung hergestellt. Dazu
wurden 5 pl Exonuklease | mit 85 pl TE - Puffer (pH 7,5) und 10 pl Glyzerin (87 %)

vermischt. Der Aufreinigungsansatz setzte sich zusammen aus:

PCR - Produkt 5ul
Exonuklease | (1 U/ul) 1u
Alkalische Phosphatase (1 U/pul) 1u

Der Aufreinigungsansatz wurde in einem Thermocycler 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlielRend zur Inaktivierung der Enzyme fir 15 min auf 80°C erhitzt. Das PCR Produkt

konnte nun fir die folgende Sequenzreaktion verwendet werden.

Sequenzreaktion

Fir die Sequenzreaktion wurde das BigDye® Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit (ABI)
mit dem entsprechenden Sequenzierungspuffer verwendet. Ein 20 ul Standardansatz erhielt

folgende Komponenten:

Aqua dest. (Carl Roth) 14,0 ul
Sequenzierungspuffer (ABI) 3,54l
Primer (10 uM) 0,5 ul
BigDye © (ABI) 1,0 ul

Aufgereinigtes PCR Produkt 1,0 pl
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Alle in dieser Arbeit analysierten Gene wurden mit den in Tabelle 3.1 gelisteten F - und R -
Primern sequenziert. Bei groRen Genen wurden zusatzliche Sequenzierprimer (S - Primer,
Tab. 3.1) benétigt. Die Sequenzreaktion erfolgte in einem MJ Research PTC - 200™

Thermocycler:

Denaturierung 96°C 15s
0,5°C/s zu 60°C
Annealing/Elongation 60°C 90 s 25 Zyklen

0,8°C/s zu 96°C

Aufreinigung der Sequenzansatze und Sequenzierung

Die Aufreinigung der Sequenzansatze erfolgte mittels MultiScreen® - HV Filtrationsplatten,
die mit Matrizes aus illustra™ Sephadex G50 beladen wurden. Dazu wurde die benétigte
Menge an Sephadex mit einer Dosierungsplatte abgemessen und in die Filtrationsplatte
Uberfuhrt. Anschlieend wurden 300 upl Aqua dest. (Carl Roth) zu jeder mit Sephadex
beflllten Filtrationseinheit hinzugegeben. Zum Aufquellen des Sephadex wurde die Platte fur
ca. 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Filtrationsplatte mit Hilfe eines
Fixierrahmens auf eine Auffangplatte gelegt und fur 5 min bei 920 rcf (Hettich Universal 32R)
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Platte auf eine neue Mikrotiterplatte
(96 Vertiefungen) uberfuhrt. Anschlie3end wurden 10 pl des Sequenzansatzes mittig auf die
Sephadexmatrix gegeben. Ein erneuter Zentrifugationsschritt fur 5 min bei 920 rcf folgte. Fur
die automatische Kapillargelektrophorese wurden 4 pl des aufgereinigten Sequenzansatzes
in 15 pl Formamid (ABI) in einer MicroAmp® Optical 96well Reaction Plate tiberfiihrt.

Die Analyse erfolgte entsprechend den Instruktionen des Herstellers am ABI PRISM® 3130xI

Genetic Analyzer.

Sequenzanalyse

Zur Analyse der Sequenzdaten wurde die SeqScape Software v.2.6 verwendet. Die

BioNumerics Software v.5.1 erméglichte die phylogenetische Auswertung.

Genotypisierung von M. tuberculosis Komplex Stammen

Alle in dieser Arbeit verwendeten klinischen Isolate sind durch 1S6110 RFLP DNA Fingerprint
Technik, Spoligo - sowie MIRU - VNTR Typisierung charakterisiert worden. Eine detaillierte
Beschreibung aller Genotypisierungsmethoden sowie ausfuhrliche Protokolle stehen unter
der MIRU - VNTRplus Webseite zur Verfligung (http://www.miru-

vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces).
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3.2.3.2 RNA - Arbeiten

Isolierung von RNA aus M. tuberculosis Komplex Stammen

Zur Bestimmung des Transkriptomprofils unterschiedlicher MTBK Stdmme wurden
Genexpressionsanalysen von in Flissigmedium kultivierten sowie von in Makrophagen
intrazellular wachsenden Keimen durchgefiihrt. Dazu wurde mykobakterielle RNA aus
beiden Systemen flr spatere Microarrayanalysen isoliert.

Fur die Isolierung von RNA aus Flussigkulturen wurden 5 ml Bakterienkultur mit einer OD
von 0,6 in 20 ml 4 M GTC - Puffer aufgenommen und fir 30 min bei 2200 rcf (Beckman
Coulter Allegra 6KR) zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das Pellet
in 1 ml 4 M GTC - Puffer resuspendiert und in einem 2 ml Schraubdeckelreaktionsgefaf’
Uberfuhrt. Die Lagerung bei -80°C Uber Nacht erhdhte die spatere RNA - Ausbeute.

Die Isolierung mykobakterieller RNA aus murinen Makrophagen erfolgte 24 h nach Infektion.
Dazu wurde zur Eliminierung extrazellularer Bakterien das Makrophagen - Medium
abgenommen und 25 ml 4 M GTC - Puffer hinzugefligt. Durch Zugabe des Puffers erfolgte
die Lyse des Makrophagenmonolayers. Die Viskositat der Losung wurde durch mehrfaches
Auf - und Abziehen mit einer 25 ml Einwegpipette verringert. Nach dem Uberfilhren der
Losung in einem 50 ml Falconréhrchen wurde die Makrophagen - DNA durch mehrmaliges
Auf - und Abziehen durch eine 25 ml Spritze mit einer 21G - Kanlle zerstort. Die Bakterien
blieben dabei unbeschadet. Zu den Kontrollflaschen wurden direkt 38 ml 4 M GTC - Puffer
gegeben wund die Losung in 50 ml Falconréhrchen Uberfihrt. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 60 min bei 2200 rcf wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen,
das Pellet in 1 m 4 M GTC - Puffer resuspendiert und in einem 2 ml
Schraubdeckelreaktionsgefal® Gberfuhrt. Auch hier erfolgte eine Lagerung bei -80°C uber
Nacht.

Die weitere Prozessierung der RNA war im Folgenden identisch. Die bei -80°C Uber Nacht
gelagerten Aliquots wurden zunéachst fir 5 min bei 15000 rcf (Eppendorf 5430) zentrifugiert
und der Uberstand vorsichtiy abgenommen. Das Pellet wurde mit 1 ml PBS/0,05 %
Tween 80 gewaschen und fiir 5 min bei 15000 rcf zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand
abgenommen. Durch Zugabe von 250 pl Lysozym (5 mg/ml) und einer Inkubation fir 15 min
bei Raumtemperatur wurden die Zellwandbestandteile der Bakterien abgebaut.
AnschlieBend wurden 750 pl auf 65°C erwéarmtes TRIzol® Reagent hinzugegeben und die
Lésung in mit 0,5 ml Ziconia/Silica beads gefillten 2 ml Schraubdeckelreaktionsgefalie
Uberfuihrt. Das Aufbrechen der Bakterienzellen erfolgte im FastPrep FP 120 fir 2 min bei
6000 rcf. Nach einer Abkihlungsphase von 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 pl
Chloroform hinzugefiigt und die Phasen durch mehrfaches Invertieren der Reaktionsgefal3e

miteinander gemischt.
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Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei 15000 rcf fur 15 min bei
Raumtemperatur. Die obere wassrige Phase wurde anschlieBend in ein RNase freies
Reaktionsgefal? tberfihrt und mit 500 ul 100 % Ethanol vermischt. Die Aufreinigung der
RNA wurde anschlieRend mit Hilfe des RNeasy Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Dazu wurden
700 pl der Losung auf die Qiagen RNeasy Miniprep S&ulen gegeben und fir 1 min bei
10000 rcf zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saulen mit der
verbleibenden Lésung erneut beladen. Ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 1 min bei
10000 rcf folgte. Nach Verwerfen des Durchfluss wurden die Saulen mit 700 ul Qiagen RW1
beladen und erneut zentrifugiert (1 min, 10000 rcf). Die Saule wurde dann in ein frisches
Auffanggefafd Gberfuhrt und 2x mit 500 pl Qiagen RPE Puffer gewaschen (1 min, 10000 rcf).
AnschlieBend wurden die Saulen in einem weiteren Zentrifugationsschritt fir 2 min bei
15000 rcf getrocknet und in RNase freie 1,5 ml Reaktionsgefalie tberfuhrt. Die Eluierung der
RNA erfolgte durch Zugabe von 32 pl RNase freies Wasser (Qiagen) (10000 rcf, 1 min). Die
RNA - Ausbeute wurde erhoht durch das erneute Uberfiinren des Durchfluss in die Saule
und einem weiteren sich anschlieRenden Zentrifugationsschritt.

Fir den Verdau von in der Probe befindlicher DNA stand das TURBO DNA™ free Kit der
Firma Ambion zur Verfiigung. Zur RNA wurde dazu 5 pl des im Kit befindlichen Puffers und
1 pl DNase hinzugefuigt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 5 pl
Inaktivator wurde die Enzymreaktion abgebrochen. Nach einer Zentrifugation fir 5 min bei
15000 rcf konnte die sich im Uberstand befindliche RNA in ein neues RNase freies
Reaktionsgefal? Uberfiihrt werden. Die Konzentration sowie die Reinheit der RNA wurden
mittels NanoDrop 1000 bestimmt. Aus den Flussigkulturen konnten durchschnittlich
100 - 200 ng/pl RNA, aus den Makrophagenkulturen 20 - 80 ng/pl RNA isoliert werden.

Amplifizierung der RNA

Die Amplifizierung der RNA erfolgte mit Hilfe des MessageAmp™ Il Bacteria Prokaryotic
RNA Amplification Kit. Die mRNA wurde in mehreren Schritten zu doppelstrangiger cDNA
umgeschrieben, die im Anschluss in RNA transkribiert wurde (amplifizierte RNA, aRNA).

Es wurden 250 ng mRNA in einem Gesamtvolumen von 2,5 ul in ein RNase freies 0,5 ml
Reaktionsgefal? dberfuhrt und fir 10 min bei 70°C inkubiert. Die Mengen wurden durch
Zugabe von RNase freiem Wasser bzw. durch Aufkonzentrierung (Savant Speedvac)

eingestellt. Nach der Inkubation bei 70°C wurden die Proben sofort auf Eis gelagert.
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Zunachst erfolgte die Polyadenylierung des 3" - Endes der mRNA durch Zugabe von 2,5 pl

Polyadenylierungs - Mix. Dieser setzte sich wie folgt zusammen:

Nuklease freies H,O 0,75 pl
10x Poly(A) - Tailing Puffer 0,50 ul
RNase Inhibitor 0,50 pl
Poly(A) Tailing ATP 0,25 ul
PAP 0,50 pl

Die Reaktion erfolgte fir 15 min bei 37°C. Durch die Poly - (A) - Markierung am 3" - Ende
konnte anschlielend die T7 - Polymerase den komplementaren DNA Strang (cDNA) in
5" -3 Richtung synthetisieren. Durch Zugabe von 5 ul des so genannten Reverse
Transkription Mixes und einer Inkubation bei 42°C fliir 2 h lag nun einzelstrangige cDNA vor.

Der Reverse Transkription Mix bestand aus:

Nuklease freies H,O 1,5l
T7 Oligo (dT) VN 0,5 ul
10x First Strand Puffer 0,5 ul
dNTP Mix 2,0u
Array Script 0,5 ul

Die Synthese des zweiten cDNA Stranges erfolgte durch Zugabe von 40 pl Second Strand
Mix:

Nuklease freies H,O 31,5l
10x Seccond Strand Puffer 5,0
dNTP Mix 2,0u
DNA Polymerase 1,0 pl
RNase H 0,5 ul

Nach 2 h bei 16°C konnte die doppelstrangige cDNA aufgereinigt werden. Dazu wurde das
im Kit bereitgestellte Saulensystem verwendet und entsprechend dem Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt. Zur Eluierung wurden 12 ul auf 50°C vorgewéarmtes, nukleasefreies
Wasser verwendet. Bei der sich anschliel3enden in vitro Transkription wurde fir die spatere

Fluoreszenzmarkierung der aRNA Amino - Allyl - UTP (aaUTP) eingebaut.
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Der Transkriptionsansatz bestand aus:

T7 ATP 2,0u
T7 CTP 2,0u
T7 GTP 2,0u
T7 UTP 1,0 pl
aaUTP 1,5 pl
T7 10x Reaktionspuffer 2,04
T7 Enzym Mix 2,04

Zu der aufgereinigten cDNA wurden 12,5 ul Mix hinzugefligt und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die dabei synthetisierte aRNA wurde am néchsten Tag mit Hilfe des MEGAclear™

Kit entsprechend dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt.

Fluoreszenzmarkierung und Hybridisierung

Durch den Einbau von aaUTP in der aRNA konnten die Fluoreszenzfarbstoffe
Alexa Fluor®555 (555 nm) und Alexa Fluor® 647 (647 nm) an die aRNA iber eine
Esterbindung kovalent gebunden werden. Zunachst wurden 10 pg aRNA im Vakuumsystem
(Savant Speed Vac) eingetrocknet und anschliel3end in 10 pl
0,1 M Natriumhydrogencarbonatlésung aufgenommen. Der Alexa Fluor® 647 Farbstoff
definierte die unbekannte Probe. Der Alexa Fluor® 555 Farbstoff markierte die
Referenzprobe.

In dieser Arbeit wurde zum einen die Genexpression unterschiedlicher MTBK Stamme
(647 nm) in Flussigstandkulturen im Verhaltnis zum ebenfalls in Flussigkultur gewachsenen
CDC1551 Referenzstamm (555 nm) untersucht.

Zum anderen wurde das Transkriptionsprofil intrazellular wachsender Keime (aus
Makrophagen isolierte mykobakterielle RNA, 647 nm) im Verhaltnis zu ihrer extrazellularen
Genexpressionsantwort (Makrophagen - freie extrazellulare Kontrollen, 555 nm) analysiert.
Die Farbstoffe wurden in 10 ul DMSO gel6st und mit den entsprechenden Proben vermischt.
Die Bindung erfolgte fir 1,5 h bei Raumtemperatur in einer lichtundurchlassigen Box. Zum
Abfangen ungebundener Farbstoffe wurden 15 ul zu den einzelnen Proben hinzugefiigt und
fur weitere 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben mittels MEGAclear™ Kit gemaR dem Herstellerprotokoll aufgereinigt, in 50 pl eluiert
und bis zu einem Gesamtvolumen von ca. 2,5 ul aufkonzentriert. Danach wurden 50 pl
Hybridisierungpuffer zu den Referenzproben (555 nm) gegeben und gut gemischt. Die
gesamte Ldsung wurde dann in die korrespondierende, unbekannte Probe (647 nm)
Uberfuhrt. Ein Denaturierungsschritt fir 5 min bei 95°C folgte. Die Proben wurden bis zum

Hybridisieren bei 50°C im Dunkeln gelagert.
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Die Microarrays wurden fur 1 h im Prehybridisierungspuffer inkubiert und anschlieRend mit
H,O (NERL Diagnostic) gefolgt von Isopropanol gewaschen. Ein Trocken -
Zentrifugationsschritt bei 700 rcf (Beckman Coulter Allegra 6KR) fir 10 min folgte. Fir die
Hybridisierung der Proben wurden die Microarrays in Hybridisierungskammern tberfihrt und
mit einem Glas - LifterSlip bedeckt. Die Proben wurden seitlich unter dem Glas - LifterSlip
pipettiert und die Hybridisierungskammern wasserdicht verschlossen. Die Hybridisierung
erfolgte fir 16 - 18 h in einem 45°C warmen Wasserbad. AnschlieBend wurden die
Microarrays in Waschpuffer 1 bis 4 fir jeweils 10 min gewaschen. Zuletzt wurden die
Microarrays in deionisiertes, ultrafiltriertes H,O (NERL Diagnostic) getaucht und
anschlie3end bei 700 rcf fir 10 min zentrifugiert. Das Auslesen der Fluoreszenzintensitaten
erfolgte im GenePix 4000B.

Analyse der Transkriptomdaten

Fur die primare Bildverarbeitung, d.h. flr die Bestimmung der Spot - Intensitat und Qualitat
sowie fUr Hintergrundsmessungen und die Markierung nicht auswertbarer Spots, wurde die
ImaGene Software v.6 verwendet. Dabei wurden alle Spots mit einer Intensitéat geringer als
drei Standardabweichungen der Hintergrundmessungen aus der nachfolgenden Analyse
ausgeschlossen. Alle weiteren statistischen Auswertungen und Visualisierungen wurden mit

der GeneSpring GX 7.3 Software durchgefuhrt.
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3.2.3.3 Immunologische Arbeiten

Die THP1 - Zellen wurden wie unter 3.2.2.1 ausgesét und mit MTBK Stammen infiziert. Nach
4 h wurde der Uberstand der infizierten Zellen abgenommen und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20°C gelagert. Der Nachweis von TNFa im Uberstand erfolgte mit Hilfe
eines ELISA. Dazu wurde zunachst eine 1:1000 Verdiunnung des TNFa Antikérper (5 mg/ml)
im Sensibilisierungspuffer hergestellt. In einer Flachboden - Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen,
Nunc) wurden 50 pl/Vertiefung tberfihrt und fir 16 - 24 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Dabei wurde die Platte mit Folie und Parafilm abgedichtet. Anschlieend wurde die Platte
ausgeschlagen und mit H,O (Carl Roth) zweimal gewaschen. Nach einem erneuten
Ausklopfen wurden 200 pl/Vertiefung Abséattigungspuffer hinzugefiigt und erneut fir 24 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde ausgeschlagen, die Proben (1:10) sowie der
TNFa (1 mg/ml) Standard (1:2 im Bereich 500 pg - 7,8 pg) im Verdinnungspuffer vorbereitet
und je 50 pl/Vertiefung Uberfihrt. Vom Detektionsantikdrper wurden 25 pl/Vertiefung
hinzugegeben (Endkonzentration 7,5 ng/ml) und die Platte fir 24 h bei 4°C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Platte ca. 6x mit H,O (Carl Roth) gewaschen und danach gut
ausgeklopft. Eine 1:20 Verdunnung des TMB - Substrats wurde mit Substratpuffer hergestellt
und 50 pl/Vertiefung Uberfihrt. Die Platte wurde 10 - 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert bis ein deutlicher Farbumschlag zu erkennen war. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 50 pl H,SO, abgestoppt und photometrisch bei 450 nm im BioTek Synergy 2

gemessen.
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4 Ergebnisse

4.1 Genetische Diversitat von M. tuberculosis Komplex Stammen

Zur Analyse der genetischen Diversitat von MTBK Stammen wurde eine umfangreiche
Sequenzanalyse von 29 Genen in 58 klinischen Isolaten sowie von den ATCC
Referenzstammen H37Rv, M. bovis und M. africanum durchgefuhrt. Die Auswahl der
Stamme basierte auf einer phylogenetischen Klassifizierung, so dass die Referenzkollektion
reprasentative Vertreter der weltweit am haufigsten vorkommenden Spezies und Genotypen

der Gruppe 1 und 2 bzw. der durch Gagneux et al. definierten sechs Hauptlinien umfasste
(Abb. 4.1, (55)).

M. tubercuiosis X - type
M. tuberculosis Ghana/TB1 M. tuberculosis Haarlem

M. tuberculosis Cameroon

\\" /// %S

M. tuberculosis DehlifCAS

M. tuberculosis Uganda

Gruppe 1

M. tuberculosis Beijing M. tuberculosis S - type

EEEE M. tuberculosis LAM
[2885/03]

2679/00] M. tuberculosis H37Rv

M.canetti G

= v
- \ N
. f-\.. / \

M. caplae
M. pinnipedii

M. microti

Gruppe 2

M. africanum West African 1

M. africanum West African 2

0.1

Abb. 4.1. Phylogenetischer Baum basierend auf MIRU - VNTR (24 Loci) und
Spoligotypisierungsdaten (43 Spacer) (http://www.miru-vntrplus.org). Reprasentative
Vertreter von 18 unterschiedlichen Genotypen wurden in die Sequenzanalyse mit
eingeschlossen. Die Strukturierung in zwei Hauptgruppen (Gruppe 1 und 2) ist deutlich zu
erkennen. Hellblau: M. tuberculosis Linie 2; Dunkelblau: M. tuberculosis Linie 3; Rot: Euro -
American Linie; Hellgrin: Referenzstamm H37Rv; Dunkelgriin: M. aficanum West African l1a
und 1b Stamme; Braun: M. africanum West African 2 Stamme; Gelb: tierpathogene Spezies;
Lila: M. tuberculosis Linie 1; Beige: M. canettii Stamme. CAS: Central Asian Genotyp; EAI:
East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean Genotyp (Neighbour -
Joining tree; DC: Cavalli - Storza und Edwards, 1967).
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Ein Teil der Ergebnisse der Sequenzanalysen sind im Rahmen eines Kooperationsprojekts
mit S. Gagneux (Medical Research Center London) erarbeitet worden und in einer
gemeinsamen Verdffentlichung beschrieben (70).

Von fast allen Stammen (Ausnahme 8885/03 Rv2431c Gen) konnten alle 29 Gene
amplifiziert und sequenziert werden. Insgesamt wurden Sequenzdaten mit einer
GesamtgréfRe von 18598 bp/Stamm generiert, was ca. 0,42 % des mykobakteriellen
Gesamtgenoms (~ 4,4 Mbp) entspricht. Alle DNA - Sequenzen wurden, sofern nicht anders
angegeben, mit der H37Rv Referenzsequenz verglichen, um Sequenzvariationen (SNPs
oder LSPs) zu bestimmen Ein beispielhaftes Sequenzalignment ist in Abbildung 4.2

dargestellt.

GCATCTGGCGTCGCCGGCGCTGCTTGGCTACGHTGGACTCCATGCCGCTCOGCOGCTAGGGRTGC

9679/00
H37Rv il ﬂ O 0 b (ﬁ\
| N | | | ‘ \‘ ’ \ \f\“‘ ﬂ ’ M L“ l{ J[[ ‘ ) ||” & |

EATCTGGCGTCGCCGGCGCTGCTTGGCTACGGTGGACTCCATGCCGCTCGGEGGETAGGGGTGE
GCATCTGOCGTCGCCOGCOGCTOCTTOOCTACGOTEGACTCCATGCCGCTCGOCGOCTAGGGOTGCL

2169/99
Uganda | ||| |
!

EATETGGEGTCGCCGGCGCTGCTTGGCTACGG GGACTCCATGCCGCTCGGEGGET&GGGGTGC
GCATCTGGCGTCGCCGGCGCTGCTTGGCTACGGCGGACTCCATGCCGCTCGGCOGCTAGGGGTGL

12594/02
Beijing

Abb. 4.2 Beispielhaftes Sequenzalignment (Rv0557). Dargestellt sind die
Elektropherogramme zweier klinischer Isolate im Vergleich zur H37Rv Referenzsequenz. An
Position 321 nach Genstart (Codon 107) weist der Beijing Stamm 12594/02 einen Austausch
von T zu C auf, wahrend der Uganda | Stamm 2169/99 der Referenzsequenz entspricht. Der

Einzelbasenaustausch fuhrt zu keiner Veranderung in der Aminosauresequenz.

Insgesamt ergab die Analyse 148 Sequenzvariationen, wobei resistenz - assoziierte
Mutationen nicht gewertet wurden. Daraus resultiert eine Mutationsrate von 7,96 x 10~/bp.
Von den 148 Mutationen traten 44 bei den hoch diversen M. canettii Isolaten auf, woraus
sich fiir M. canettii Stimme eine Mutationsrate/bp von 5,6 x 10 ergibt. Die in dieser Arbeit
analysierten M. canetti Stdimme weisen also untereinander im Durchschnitt 15
Sequenzveranderungen auf, wahrend fur die restlichen MTBK Stamme eine

durchschnittliche Variabilitdt von zwei Sequenzvariationen gezeigt werden konnte.
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Um einen ersten Eindruck Gber den Nutzen der gefundenen Sequenzvariationen fir eine
phylogenetische Stammklassifizierung zu bekommen, wurde basierend auf den
Sequenzdaten ein phylogenetischer Baum berechnet (Abb. 4.3). In dem sequenzbasierten
Stammbaum spiegelt sich die gruppen - und linienspezifische Einteilung sowie die klare
Abgrenzung einzelner Genotypen entsprechend der auf klassischen
Stammtypisierungsdaten basierenden Gruppierungen wider (Vergeich Abb. 4.1 und 4.3).
Allerdings deutet sich an, dass EAI Stamme eine eigene Gruppe (Gruppe 3) bilden und sich

von der phylogenetischen Gruppe 2 abgrenzen.
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10, 100% 0
, ¥ M. canetii
28, 100% O M. can ettii

1,100% & W est African 2

W est African 2
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1, 100%
2, 68% M. microti
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Abb. 4.3 Phylogenetischer Stammbaum basierend auf Multi - Locus - Sequenz -
Typisierungsdaten (MLST). Die Berechnung des Maximum Parsimomy Trees beruhte auf
148 Mutationen, die in 29 Genen nachgewiesen werden konnten. Eine gruppen -, linien - und
genotypspezifische Einteilung von MTBK Stammen konnte bestatigt werden. Beige:
M. canettii Stamme; Braun: M. africanum West African 2 Stamme; Gelb: tierpathogene
Spezies; Dunkelgrin: M. africanum West African la und 1b Stamme; Hellblau:
M. tuberculosis Linie 2; Rot: Stdamme der Euro - American Linie; Hellgrin: Referenzstamm
H37Rv; Dunkelblau: M. tuberculosis Linie 3; Lila: M. tuberculosis Linie 1. CAS: Central Asian
Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean Genotyp
(Bootstrap 200).
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Von den 148 nachgewiesenen Mutationen waren 45 genotypspezifisch und 12
genotypubergreifend. Diese Sequenzveranderungen konnen somit zur Identifizierung
grolRerer phylogenetischer Gruppen verwendet werden (Abb. 4.4). 91 der beschriebenden
Mutationen traten nur in einem oder zwei der untersuchten Stammen des jeweiligen
Genotyps auf. Insgesamt konnte fiir fast alle Genotypen mit Ausnahme von M. pinnipedii und
M. microti sowie M. tuberculosis Uganda und X - type Stammen mindestens eine
definierende Sequenzvariation identifiziert werden.

Am haufigsten zeigten M. canettii Stamme genotypspezifische Veranderungen (14/45),
gefolgt von M. africanum West African 1 (9/45) und West African 2 (5/45) Isolaten (Abb. 4.4).
Die Analyse der M. africanum Stdmme ergab auRerdem eine Vielzahl von Mutationen, die
ebenfalls in einigen tierpathogenen Spezies identifiziert werden konnten. Unter den
tierpathogenen Erregern zeigten M. bovis und M. caprae Isolate insgesamt drei gemeinsame
SNPs. Fur M. pinnipedii und M. microti Stamme konnten ebenfalls drei gemeinsame
Mutationen detektiert werden. (Abb. 4.4). Insgesamt wurden flir M. bovis und M. caprae nur
eine bzw. zwei genotypspezifische Veranderungen nachgewiesen, wéahrend fir M. pinnipedii
und M. microti keine genotypspezifischen Mutationen in den in dieser Arbeit analysierten
Genen gefunden wurden.

Von den insgesamt 57 phylogenetisch informativen Mutationen waren 37 nicht - synonym
und haben somit eine potentielle funktionelle Bedeutung. Daraus ergibt sich eine Rate von
nicht - synonymen zu synonymen Mutationen von 1,85. Unter Ausschluss von M. canettii
Stammen wurden 40 genotyp - assoziierte Sequenzvariationen, von denen 30 zu einer
Veranderung in der Aminosauresequenz fihrten, nachgewiesen. Das Verhaltnis von nicht -
synonymen zu synonymen Mutationen erhdhte sich dadurch auf einen Wert von 3.
Betrachtet man alle gefundenen Sequenzverénderungen konnten insgesamt 87 Mutationen
mit funktioneller Bedeutung und 61 synonyme Variationen detektiert werden. Daraus ergibt
sich eine Rate von nicht - synonymen zu synonymen Mutationen von 1,43. M. canettii
Stamme zeigten 44 Mutationen, wahrend alle restlichen MTBK Isolate 104
Sequenzveranderungen aufwiesen. Von den 104 detektierten Mutationen flhrten 68 zu einer
Veranderung in der Aminosduresequenz, 36 Mutationen hatten keine funktionelle
Bedeutung. Daraus ergab sich ein Verhdltnis von nicht - synonymen zu synonymen
Variationen von 1,89. Im Gegensatz dazu wurden flr M. canettii Stamme 19 funktionelle
Mutationen und 25 synonyme Veranderungen in den untersuchten Genen nachgewiesen.
Daraus ergibt sich eine fir M. canettii spezifische Rate von nicht - synonymen zu synonymen

Mutationen von 0,76.
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Abb. 4.4 Phylogenetisch informative Sequenzvariationen. Es konnten 45
genotypspezifische Mutationen und 12 genotypubergreifende Mutationen identifiziert werden
(blaue Markierungen). Die hochste Variabilitdt zeigten M. canettii Stamme, gefolgt von
West African 1 Stdmme. Eine detaillierte Liste der Sequenzvariationen befindet sich im
Anhang C. CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin -
American - Mediterranean Genotyp.
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Basierend auf den durchgefiihrten Sequenzanalysen konnte ein neuer Algorithmus zur
Differenzierung der wichtigsten phylogenetischen Gruppen des MTBKs durch Analyse von
nur funf Genen (Rv0557, Rv1811, Rv2628, Rv2629, Rv2946c¢) erarbeitet werden. Durch das
Vorhandensein bestimmter Sequenzvariationen konnen fast alle in dieser Arbeit
untersuchten Genotypen eindeutig klassifiziert werden. Eine detaillierte Zusammenfassung
ist schematisch in Abbildung 4.5 dargestellt.

P Rv2946c pks15/1 ~N
Beijing Referenzsequenz 6 Deletion 7 bp Deletion
Beijing West African 2 Haarlem LAM
Dehli/CAS M. pinnipedii Uganda S-type
EAI M. bovis Ghana/TB1 X - type
West African 1 M. caprae Cameroon
=+ Rv2628 A96T ? - == Rv1811 A107V ? - + Rv1811R182H ? -
West African 1 Beijing West African 2 M. pinnipedii Haarlem Uganda
Dehli/{CAS M. bovis Ghana/TB1
EAI M. caprae Cameroon
M. canettii M. microti LAM
S -type
l | <%
-+ Rv1811Cd15 gtT ? - -+ Rv2628 L83W ? - -+ Rv1811 Cd80 atT ? -
M. canettii Beijing M. pinnipedii M. bovis LAM Uganda
Dehli/CAS M. microti M. caprae Ghana/TB1
EAI Cameroon
S-type
X -type

=+ Rv0557 Cd270 gcT ? - -+ Rv0557 Cd350 gtA ? - + Rv0557 R178G ? .
M rae

EAl Beijing . cap: M. bovis Cameroon Uganda
Dehli’CAS Ghana/TB1
S-type

X -type

+ Rv2629 D64A ? - + Rv0557 L153V ? -

Beijing Dehli/CAS S -type Uganda
Ghana/TB1

l X - type
-+ Rv2629 P322L ? -

Ghana/TB1 Uganda
X - type

Abb. 4.5 Algorithmus zur Differenzierung von Stammen des MTBKs basierend auf
Sequenzvariationen. Die Klassifizierung erfolgt nach dem Ausschlussprinzip bestimmter
Mutationen in den entsprechenden Genen. Cd: Codon; +: Mutation vorhanden; -: Mutation
nicht vorhanden; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM:
Latin - American - Mediterranean Genotyp; Einbuchstabencode der Aminosauren siehe
Anhang E.
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Im Folgenden werden die Sequenzierergebnisse detailliert beschrieben. Hierbei werden
Mutationen als Aminoséureaustausch im Einbuchstabencode mit entsprechenden, mittig
zentrierten Codon angegeben. Bei synonymen Mutationen wird nur der Basenaustausch im
Triplettcode dargestellt. Alle Analysen wurden, sofern nicht anders angegeben, im Vergleich

zur H37Rv Referenzsequenz durchgefiihrt.

4.1.1 Mutationen in Zellwand - assoziierten Genen

Die Bedeutung von Genvariationen fir den Aufbau der mykobakteriellen Zellwand und
maogliche spezies - oder genotypspezifische Mutationen sind in der Literatur unzureichend
diskutiert worden. In einem ersten Schritt dieser Arbeit wurde daher die Referenzkollektion
(Anhang A) auf Mutationen in Zellwand - assoziierten Genen im Vergleich zu der H37Rv
Referenzsequenz analysiert. An der Synthese von Lipoarabinomanan (LAM), einen
ubiquitaren Bestandteil der mykobakteriellen Zellwand, und dessen Vorlaufermolekile
Lipomanan (LM) und Phosphatidylinositolmanosid (PIM) sind u.a. Gene des pimA - Operons
(Rv2609c - Rv2613c) beteiligt (Abb. 4.6). Fur alle Stamme der Referenzkollektion konnten

Sequenzdaten generiert werden, die in Tabelle 4.1 zusammengefasst sind.

PPE42 pimA pgsAl thrs

— e =

Rv2611c Rv2613c

«— &

T T T T T
2934000 2936000 2938000 2340000 2342000

bp

Mannosyltransferase

Membranprotein Acyliransferase | Phosphorylase

Phosphatidyl - Inositol -Transferase

Abb. 4.6 Schematische Darstellung des pimA - Operons (Rv2609c - Rv2613c). Gene
des pimA Operons sind maf3geblich an der Synthese von Lipoarabinomanan, ein ubiquitarer
Bestandteil der mykobakteriellen Zellwand, beteiligt. Die angegebenen Positionen in bp
entsprechen der Lage der Gene im H37Rv Genom (http://tuberculist.epfl.ch). Die einzelnen
Funktionen der Gene bzw. die Genprodukte sind im unteren Teil der Abbildung

gekennzeichnet. Farbkodierung: siehe http://tuberculist.epfl.ch.



Ergebnisse 50

In den funf untersuchten Genen konnten insgesamt neun Sequenzveranderungen
nachgewiesen werden, von denen funf phylogenetisch informativ waren. Vier weitere
Mutationen traten in einem bzw. zwei der analysierten Stamme des jeweiligen Genotyps auf
(Tab. 4.1). Unter den neun beschriebenden Sequenzvariationen fuhrten sechs zu einer
veranderten Aminosauresequenz.

Alle analysierten M. africanum Stamme des West African 2 Genotyps zeigten eine synonyme
Veranderung in Codon 262 des Rv2611c Gens (taT>taC). Zusatzlich konnte hier eine H37Rv
spezifische Variante nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur H37Rv Wildtypsequenz
wiesen alle klinischen Isolate und die M. bovis bzw. M. africanum ATCC Referenzstamme
Mutationen in Codon 102 (1102M, atA>atG) sowie in Codon 197 (S197C, tCt>tGt) auf,
welche nicht explizit in der Tabelle 4.1 erwahnt werden. Ein M. tuberculosis Beijing Stamm
zeigte einen tCT>tGC Austausch in Codon 197 (S197C).

In allen M. tuberculosis EAI Stammen konnte eine funktionelle Mutation im Rv2612c Gen
detektiert werden (S2N, aGc>aAc). Ein weiterer synonymer SNP wurde fur alle
M. tuberculosis Dehli/CAS Stamme im Rv2613c Gen identifiziert (Codon 6, cgC>cgT). Neben
den genotypspezifischen Varianten wiesen einige Stdmme zusétzlich stammspezifische

Mutationen auf, die in Tabelle 4.1 zusammengefasst sind.

Tab. 4.1 Mutationen im pimA - Operon.

Genotyp N | Rv2609c Rv2610c Rv2611c Rv2612c | Rv2613c
(%) (%) (%) (%) (%)

H37Rv ATCC

Bovis ATCC

Africanum ATCC

Haarlem

Uganda |

Uganda Il

Ghana/TB1

Cameroon

LAM

S - type

X - type

N W W W[ | WWwWiww(kFk |~k |~
1
1
1
1
1

Dehli/CAS - - - - Codon 6,
cgC>cqT

(100%)

N: Anzahl der untersuchten Stdmme; CAS: Central Asian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean Genotyp.

Die H37Rv spezifischen Varianten in Rv2611c sind nicht explizit dargestellt.




Ergebnisse 51

Fortsetzung Tab. 4.1.

Genotyp N | Rv2609c Rv2610c Rv2611c Rv2612c | Rv2613c
(%) (%) (%) (%) (%)
EAI 3 | MO9T - Codon 210, S2N -
(33,3%) gcC>gcG (100%)
(33,3%)
Beijing 6 |- - - - -
West African1a | 3 | - - - - -
West African 1b | 3 | - - - - -
West African 2 3 - - Codon 262, - -

taT>taC (100%)

M. pinnipedii 2 |- - - - -

M. bovis 3 |- - - - -

M. caprae 3 |- - - - F117Vv
(66,6%);
M35L
(66,6%)

M. microti 2 |- - - - -

M. canettii 3 |- - - -

N: Anzahl der untersuchten Stamme; EAI: East African Indian Genotyp.

Die H37Rv spezifischen Varianten in Rv2611c sind nicht explizit dargestellt.

Die Sequenzanalyse einer weiteren Mannosyltransferase pimB (Rv0557) ergab insgesamt
acht genotypspezifische Mutationen, wovon sechs einen Aminosdureaustausch bedingten
(Tab. 4.2). So zeigten alle M. tuberculosis Haarlem Stamme eine Mutation in Codon 152
(R152P; cGc>cCc), wahrend alle Cameroon Isolate eine Veranderung in Codon 178 trugen
(R178G; Cgg>Ggg). M. tuberculosis S - type Stdmme wiesen einen Leucin zu Valin
Austausch in Codon 153 auf (L153V; Ctg>Gtg). Fur alle M. africanum West African 1
Stamme konnten gleich zwei genotypspezifische Mutationen identifiziert werden (T74M,
aCg>aTg; G304D, gGc>gAc). M. canettii Isolate zeigten eine genotypspezifische Variation in
Codon 356 (P356S, Ccg>Tcg).

In M. tuberculosis EAI Stammen wurde eine nicht - funktionelle Veranderung in Codon 270
(gcC>gcT) nachgewiesen. Eine weitere synonyme, genotypspezifische Variation zeigten alle
M. caprae Isolate (Codon 350, gtG>gtA).
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Zusatzlich wurde in Rv0557 auch eine genotyplbergreifende Mutation nachgewiesen. Die in
Codon 107 beschriebene Veranderung (Tab. 4.2) trat in allen tierpathogenen Stammen
sowie in allen M. africanum und M. canettii Isolaten auf. Weiterhin wiesen diese Mutation
auch alle M. tuberculosis Beijing, EAIl und Dehli/CAS Stamme auf, so dass uUber diesen
phylogenetischen Marker die Euro - American Linie definiert werden kann. Eine Vielzahl von
weiteren nur in einzelnen Stammen gefundenen Mutationen sind ebenfalls in Tabelle 4.2.

zusammengfasst.

Tab. 4.2 Mutationen in pimB (Rv0557).

West African la T74M (100%); Codon 107, ggT>ggC (100%); G304D (100%)

West African 1b T74M (100%); Codon 107, ggT>ggC (100%); G304D (100%)

West African 2 Codon 107, ggT>ggC (100%)

Genotyp N pimB - Rv0557 (%)
H37Rv ATCC 1 |-
Bovis ATCC 1 | Codon 107, ggT>ggC (100%)
Africanum ATCC 1 | Codon 107, ggT>ggC (100%); R148P (100%); H149P (100%)
Haarlem 3 | R152P (100%)
Uganda | 3 | Codon 315, acC>acT (33,3%)
Uganda ll 3 |-
Ghana/TB1 3 |-
Cameroon 4 | R178G (100%)
LAM 3 |-
S - type 3 | L153V (100%)
X - type 3 |-
Dehli/CAS 2 | Codon 107, ggT>ggC (100%)
EAI 3 | Codon 107, ggT>ggC (100%); Codon 270, gcC>gcT (100%)
Beijing 6 | Codon 107, ggT>ggC (100%)
3
3
3
M. pinnipedii 2 | Codon 107, ggT>ggC (100%)

M. bovis 3 | Codon 107, ggT>ggC (100%)

M. caprae 3 | Codon 107, ggT>ggC (100%);Codon 350, gtG>gtA (100%)
M. microti 2 | Codon 107, ggT>ggC (100%)

M. canettii 3 | A87T (66,6%); Codon 107, ggT>ggC (100%); P356S (100%),

Codon 5, cgC>cgT (33,3%)

N: Anzahl der untersuchten Stamme; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -

Mediterranean Genotyp.
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4.1.2 Mutationen in Reaktivierungsgenen (resusciation factors)

Ein besonderes Merkmal des Tuberkuloseerregers ist der Ubergang in einen metabolisch
inaktiven Zustand (Dormanz). An der Reaktivierung sind Reaktivierungsfaktoren beteiligt, die
durch finf so genannte rpf Gene (rpfA - rpfE, resusciation promoting factor) kodiert werden.
In dieser Arbeit wurden Sequenzdaten fir rpfB (Rv1009), rpfC (Rv1884c), rpfD (Rv2389c)
sowie rpfE (Rv2450c) erhoben und hinsichtlich genotypspezifischer Variationen analysiert.
Alle im Folgenden beschriebenen Sequenzdaten sind in Tabelle 4.3 zusammenfassend
dargestellt.

Insgesamt konnten 24 Mutationen, von denen 11 phylogenetisch informativ waren,
identifiziert werden. Dreizehn weitere Mutationen wurden nur in einzelnen Isolaten gefunden.
Von den 24 Mutationen fUhrten 17 zu einer veranderten Aminosauresequenz.

Im rpfB Gen (Rv1009) konnten vorrangig Mutationen in den tierpathogenen Isolaten
nachgewiesen werden. Alle M. bovis und M. caprae Stamme zeigten einen Glycin zu
Glutaminsaure Austausch in Codon 282 (gGa>gAa). Genotypubergreifende Mutationen
konnten auch fur M. microti und M. pinnipedii detektiert werden (Codon 245, ggC>ggT).
Weiterhin zeigten M. bovis Stdmme eine genotypspezifische Veradnderung in Codon 357
(A357V, gCa>gTa). In M. canettii Isolaten konnten drei Verédnderungen in Rv1009
nachgewiesen werden (E275D, gaG>gaC, L345Q); cTg>cAg; Codon 346, cgT>cgC).

Die Analyse des rpfC Gens (Rv1884c) ergab weitaus weniger Variationen. Alle M. canettii
Stdmme zeigten eine genotypspezifische, funktionelle Mutation in Codon 2 (H2Y, Cat>Tat).
Weitere, nur in einzelnen Stdmmen vorkommende Mutationen sind in Tabelle 4.3
zusammengefasst.

Im rpfD Gen (Rv2389c) wurden nur zwei stammspezifische Mutationen detektiert. Ein M.
canettii Stamm zeigte eine Deletion von Codon 1 - 48. Ein weiterer M. tuberculosis Haarlem
Stamm wies eine stille Mutation in Codon 114 auf (ggC>ggA).

Die Analyse des rpfE (Rv2450c) Gens ergab fiur alle klinischen Isolate sowie fur alle
Referenzstamme eine Mutation in Codon 126 (R126Q, cGg>cAg), was auf eine fehlerhafte
Sequenzannotation im H37Rv Genom schlussfolgern lasst und daher nicht explizit in
Tabelle 4.3 erwahnt wird. Zusatzlich konnten genotyp - und stammspezifische Mutationen
detektiert werden. So zeigten alle M. africanum West African 1 Stamme einen synonymen
SNP in Codon 17 (Ttg>Ctg). Weitere stille Mutationen konnten fur alle M. canettii Isolate in
Codon 105 (gcG>gcA) und in Codon 139 (ggG>ggA) beschrieben werden. Einen
genotypspezifischen, funktionellen SNP (T20R, aCg>aGg) zeigten alle Beijing Isolate.
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Tab. 4.3 Mutationen in rpf Genen.

Genotyp N Rv1009 (%) Rv1884c (%) Rv2389c (%) Rv2450c (%)
H37RvATCC |1 |- - - -
Bovis ATCC 1 | G282E (100%)); - - -
A357V (100%)
Africanum 1]- - -
ATCC
Haarlem 3- - Codon 114 -
ggC>ggA (33,3%)
Uganda | 3 |- - - L8P (33,3%)
Uganda Il 3 |- - - -
Ghana/TB1 3 | T39A (33,3%) - -
Cameroon 4 | - - -
LAM 3 |- H16R (66,6%) | - A90V (33,3%)
S - type 3 |- 1158S (33,3%) | - -
X - type 3|- - - 1115V (66,6%);
G169V (33,3%);
R170C (33,3%)
Dehli/CAS 2 |- - - -
EAI 3 |- - - -
Beijing 6 |- - - T20R (100%)
West African 3 - - - Codon 17 Ttg>Ctg
la (100%)
West African 3 - - - Codon 17 Ttg>Ctg
1b (100%)
West African 2 | 3 | - Codon 30 - -
acT>acG
(33,33%)
M. pinnipedii 2 | Codon 245 - - -
ggC>ggT (100%)
M. bovis 3 | G282E (100%); - - -
A357V (100%)
M. caprae 3 | 146V (33,3%); - - -
G282E (100%);
Codon 211 CGTC
Insertion (33,3%)
M. microti 2 | Codon 245 - - -
ggC>ggT (100%)
M. canettii 3 | E275D (100%); H2Y (100%) Deletion Codon Codon 105
L345Q (100%); 1-48(33,3%) gcG>gcA (100%);
Codon 346 Codon 139
cgT>cgC (100%) ggG>ggA (100%)

N: Anzahl der untersuchten Stamme; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean Genotyp
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4.1.3 Mutationen in Stoffwechselgenen

Keating et al. zeigten 2005 in einer umfangreichen Studie, dass die genetische Ursache fur
ein Pyruvat - abhangiges Wachstum bestimmter MTBK Stamme auf Mutationen im glpK
(Rv3696¢) und im pykA (Rv1617) Gen zurtickzufiihren sind (83). Zur Detektion weiterer,
genotypspezifischer Variationen innerhalb des MTBKs wurden Sequenzanalysen von den
publizierten Regionen in glpK und pykA durchgefihrt.

Bei der Analyse des glpK Gens ergab sich, dass der Nachweis der G - Insertion in Codon
191 in Klinischen Isolaten nicht M. bovis, M. microti und M. africanum spezifisch ist. Zum
Beispiel zeigten nur zwei von drei klinischen M. bovis Isolaten eine G - Insertion. Ein
ahnliches Bild ergab sich fir M. pinnipedii und M. microti Stamme. Jeweils ein klinisches
Isolat zeigte eine G - Insertion in Codon 191, ein anderes entsprach jedoch der H37Rv
Wildtypsequenz. G - Insertionen konnten auch fur einige M. africanum West African 1 und
West African 2 Stamme, fir M. africanum ATCC sowie fur einen M. caprae Stamm detektiert
werden. Die Analyse ergab aufRerdem fir zwei Stamme eine G - Deletion in Codon 190
(M. africanum West African 1b und West African 2). Zuséatzlich zeigten fast alle M. africanum
West African 1 Stamme sowie ein M. caprae Isolat eine synonyme Mutation in Codon 208
(taG>taA). Alle Ergebnisse sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.

Sequenzdaten des 315 bp Bereichs im pykA Gen konnten fur alle Stamme der
Referenzkollektion erhoben werden. Dabei entsprachen alle M. tuberculosis und M. canettii
Stamme der H37Rv Referenzsequenz. M. africanum Isolate und alle tierpathogenen Stamme
hingegen zeigten die von Keating et al. beschriebene, funktionelle Mutation in Codon 220
(E220D, gaG>gaT), die demnach fur alle Stamme mit einer RD9 Deletion spezifisch ist.
Einzige Ausnahme stellte dabei der M. bovis ATCC Stamm dar. Codon 220 zeigte hier einen
gaG>gaA Austausch und hatte damit keine funktionelle Bedeutung (Tab. 4.5)

Im Zusammenhang mit dem Resistenzerwerb gegeniber dem neuen, derzeit in klinischen
Studien getesteten Antituberkulotikum PA - 824 steht ein weiteres, mykobakterielles Enzym
(fgdl, Rv0407). Rv0407 kodiert fur eine Glukose - 6 - phosphat - Dehydrogenase, die fir den
Abbau von Glukose Uber den Pentosephosphatweg verantwortlich ist. Die Sequenzanalyse
(Tab. 4.5) ergab eine synonyme Veranderung in Codon 320 (ttT>ttC) in allen tierpathogenen,
M. africanum und M. canetti Stdammen. Da diese Mutation auch zusatzlich in allen
M. tuberculosis Beijing, EAI und Dehli/CAS Stammen nachgewiesen wurde, definiert dieser
phylogenetische Marker die nach Gagneux et al. beschriebene Euro - American Linie (55).
Genotypspezifische Variationen konnten fiir M. tuberculosis Haarlem und M. africanum West
African 2 detektiert werden. Klinische Isolate des Haarlem Genotyps zeigten eine aAg>aTg

Mutation in Codon 270, die in einem Aminosdureaustausch resultiert (K270M).
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Alle M. africanum West African 2 Stamme trugen einen funktionellen SNP in Codon 296
(K296E, Aag>Gag). Auch in Rv407 konnten weitere, in einzelnen Stammen vorkommende

Variationen nachgewiesen werden, die in Tabelle 4.5 zusammengefasst sind.

Tab. 4.4 Mutationen in glpK (Rv3696).

Stammnummer N glpK - Rv3696 (%)

H37Rv ATCC 1 -

Bovis ATCC 1 Codon 191 G - Insertion (100%)

Africanum ATCC 1 Codon 191 G - Insertion (100%)

Haarlem 3 Codon 191 G - Insertion (33,3%)

Uganda | 3 -

Uganda Il 3 -

Ghana/TB1 3 -

Cameroon 4 -

LAM 3 -

S - type 3 -

X - type 3 -

Dehli/CAS 2 -

EAI 3 -

Beijing 6 -

West African 1la 3 Codon 191 G - Insertion (33,3%); Codon 208 taG>taA
(100%)

West African 1b 3 Codon 190 G - Deletion (33,3%); Codon 191 G - Insertion
(33,3%); Codon 208 taG>taA (66,6%)

West African 2 3 Codon 190 G - Deletion (33,3%); Codon 191 G - Insertion
(33,3%)

M. pinnipedii 2 Codon 191 G - Insertion (50%)

M. bovis 3 Codon 191 G - Insertion (66,6%)

M. caprae 3 Codon 191 G - Insertion (33,3%); Codon 208 taG>taA
(33,3%)

M. microti 2 Codon 191 G - Insertion (50%)

M. canettii 3 -

N: Anzahl der untersuchten Stamme; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -
Mediterranean Genotyp
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Tab. 4.5 Mutationen in pykA (Rv1617) und in fgd1 (Rv0407).

Genotyp N pykA - Rv1617 (%) fgdl1 - Rv0407 (%)
H37Rv ATCC 1 |- -
Bovis ATCC 1 | Codon 220 gaG>gaT Codon 320 ttT>ttC (100%)
(100%)

Africanum ATCC 1 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%);
K296E (100%)

Haarlem 3 |- K270M (100%)

Uganda | 3 |- -

Uganda Il 3 |- -

Ghana/TB1 3 |- -

Cameroon 4 |- -

LAM 3 |- -

S - type 3 |- -

X - type 3 |- -

Dehli/CAS 2 |- Codon 320 ttT>ttC (100%);
Codon 234 tcC>tcT (50%)

EAI 3 |- Codon 320 ttT>ttC (100%)

Beijing 6 |- Codon 320 ttT>ttC (100%)

West African 1a 3 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%);
Codon 271 gcC>gcT (66,6%)

West African 1b 3 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%)

West African 2 3 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%);
K296E (100%); G145A (33,3%)

M. pinnipedii 2 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%)

M. bovis 3 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%)

M. caprae 3 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%)

M. microti 2 | E220D (100%) Codon 320 ttT>ttC (100%)

M. canettii 3 |- Codon 320 ttT>ttC (100%);
M208I (33,3%)

N: Anzahl der untersuchten Stdmme; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -

Mediterranean Genotyp
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4.1.4 Mutationen in Antigenen

Zur Analyse der genetischen Diversitdit des MTBKs in Antigenen wurden beispielhaft
Sequenzdaten fir das 10kDa Antigen esxH (Rv0288) sowie Antigen mpt64 (Rv1980c)
erhoben. Beide Gene zeigten wenige Variationen.

Im Rv0288 Gen konnte eine genotypspezifische, funktionelle Mutation in Codon 71 (A71S,
Gcg>Tcg) fur alle M. africanum West African 2 Stamme sowie im M. africanum ATCC Stamm
detektiert werden. Ein M. tuberculosis EAI Stamm zeigte einen nicht - synonymen SNP in
Codon 9 (P9S, Ccc>Tcc). Alle anderen klinischen Isolate entsprachen der H37Rv
Referenzsequenz.

Im Rv1980c Gen konnte eine M. africanum West African 1 genotypspezifische Mutation
(143N, aTt>aAt) nachgewiesen werden. Weiterhin konnte fur alle M. canettii Stamme ein
Aminosaureaustausch in  Codon 45 detektiert werden (M45T, aTg>aCg). Die

Sequenzanalyse aller anderen Stamme ergab die H37Rv Referenzsequenz.
4.1.5 Mutationen in pe und ppe Genen

Abdallah et al. zeigten 2006, dass PPE41/PE25 (Rv2430c - 2431c) sekretiert wird und
immunmodulatorisch wirkt (2). Die Sequenzanalyse von Rv2430c (ppe4l) und Rv2431c
(pe25) ergab keine genotypspezifischen Sequenzvariationen innerhalb des MTBKs. In
Rv2430c zeigten zwei der M. tuberculosis EAI Stamme eine synonyme Mutation in Codon 59
(ccA>ccT). Eine 112 bp Deletion (Codon 2 - Codon 39) konnte in einem M. tuberculosis LAM
Stamm beschrieben werden. Fir einen M. microti Stamm wurde eine funktionelle Variante in
Codon 48 (T48P, Acg>Ccqg) identifiziert.

Die Analyse des Rv2431c Gens ergab eine Mutation in Codon 40 (R40P, cGg>cCg) in einem
M. bovis Isolat. FUr den M. tuberculosis LAM Stamm mit der 112 bp Deletion in Rv2430c
konnten keine Sequenzdaten generiert werden. Alle anderen klinischen Isolate entsprachen
der H37Rv Referenzsequenz.

Ein weiteres, in die Sequenzanalyse mit einbezogenes ppe Gen (Rv0388c, ppe9) wies
ebenfalls wenige Variationen auf. M. bovis Stamme sowie zwei der M. caprae Isolate zeigten
eine Mutation in Codon 142 (E142A, gAa>gCa). In Codon 146 konnte eine T - Deletion und
damit eine Leserasterverschiebung fur alle M. microti Stimme und einem M. pinnipedii Isolat
nachgewiesen werden. Alle klinischen Isolate sowie alle in dieser Analyse untersuchten
Referenzstamme wiesen folgende Mutationen auf, welche auf Fehler in der H37Rv
Sequenzannotation schlieRen lasst: Q122K, Cag>Aag; Codon 127 ggA>ggC; T138A,
Acg>Gcg; H139Q caC>caG; H146Q, caT>caG; L149V, Ttg>Gtg; D152E, gaC>gaG; G159A,
gGg>gCg; Codon 162, tcC>tcG; Codon 165 C - Insertion, Codon 169 C - Insertion.
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4.1.6 Mutationen in Resistenzgenen

Zur
Erstrangmedikamenten (Anhang A) wurden Sequenzanalysen in fir Isoniazid und Rifampicin
beschriebenen Resistenzgenen (INH: katG, fabG1 - inhA, ahpC; RMP: rpoB) durchgefihrt.
Dabei konnten zwei phylogenetische Marker identifiziert werden. Im fabG1 - inhA (Rv1483)

Uberprufung der Ergebnisse der Empfindlichkeitstestung gegeniiber den

Gen zeigten alle M. africanum West African 1 Stdmme einen G zu A Austausch an
Position -102 vor Startcodon. In ahpC (Rv2428) konnte ein G zu A Austausch an Position -88
vor Startcodon fir alle Dehli/CAS Stammen identifiziert werden. Die Ergebnisse fur alle in
Anhang A als INH und RMP resistent beschriebenen Stamme sowie alle weiteren Stamme
mit Mutationen in den entsprechenden Genen sind in Tabelle 4.6 zusammengefasst. Alle

nicht dargestellten Stamme entsprachen der H37Rv Referenzsequenz.

Tab. 4.6 Mutationen in Resistenzgenen.

Nr. Spezie Genotyp katG fabG1 - ahpC rpoB
inhA
2169/99 | M. tuberculosis | Uganda | - - - Codon
432 TTC
Insertion
2201/99 | M. tuberculosis | Uganda | - C>T -15 - D435Y
10493/01 | M. tuberculosis | Ghana/TB1 S3251 | - - -
10469/01 | M. tuberculosis | Ghana/TB1 - - - D435Y
9953/04 | M. tuberculosis | X - type - - Codon 6 | -
atT>atC
7936/01 | M. tuberculosis | Dehli/CAS - - G>A-88 |-
2637/01 | M. tuberculosis | Dehli/CAS - - G>A-88 |-
3256/02 | M. tuberculosis | Beijing S315T | - - H445D
3329/02 | M. tuberculosis | Beijing S315T | - - S450L
4445/02 | M. tuberculosis | Beijing S315T | - - S450L
5434/02 | M. africanum West African 1a | - G>A-102 | - -
1449/02 | M. africanum West African 1la | - G>A-102 |- -
1473/02 | M. africanum West African 1la | - G>A-102 |- -
1443/02 | M. africanum West African 1b | - G>A-102 | - -
10473/01 | M. africanum West African 1b | - G>A-102 | - -
10494/01 | M. africanum West African 1b | - G>A-102 | - -
10514/01 | M. africanum West African 2 - C>T -15 - -

CAS: Central Asian Genotyp
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4.1.7 Virulenz - assoziierte Gene

In der Literatur wurde eine Vielzahl von Genen beschrieben, die im Zusammenhang mit der
Virulenz von MTBK Stammen stehen. Sequenzvariationen in diesen Genen stellen somit
einen interessanten Mechanismus fir die Modulation der Virulenz oder der Wirt - Pathogen
Interaktion dar. Aus diesem Grund wurden sieben Virulenz - assoziierte Gene in die
Sequenzanalyse mit eingeschlossen.
Zum Beispiel kodiert Rv0410c fur eine Proteinkinase G (pknG), die in die Phagosomen von
Makrophagen sekretiert, die Phagosomen - Lysomen - Fusion inhibiert und somit ein
intrazellulares Wachstum des Pathogens ermdglicht. Die Sequenzanalyse (Tab. 4.7)
identifizierte  genotyplUbergreifende  und  genotypspezifische = Mutationen  sowie
Sequenzvariationen in einzelnen Stammen des MTBKSs.
So zeigten alle M. bovis und M. caprae Stdmme eine synonyme Verénderung in Codon 69
(ccG>ccA; Abb. 4.7). M. africanum West African 1 Stdmme trugen eine Variation in
Codon 665 (A665T, Gce>Acc), wahrend fiur alle West African 2 Stdmme eine Mutation in
Codon 736 (T736K, aCg>aAg) identifiziert werden konnte. Fir alle M. tuberculosis EAI
Stamme konnte eine Mutation in Codon 614 (tcG>tcA) detektiert werden. Eine Vielzahl von
Mutationen prasentierte ein M. canettii Isolat, die in Tabelle 4.7 nicht explizit erwahnt werden:
Codon 3 aaA>aaG; Codon 36 ttC>ttG; Codon 269 ctC>ctT; Codon 501 tcA>tcG, Codon 506
ctA>ctG; Codon 510 cgC>cgT; Codon 532 gtT>gtC; K557R, aAA>aGG; Codon 564
gaT>gaC; Codon 575 gcC>gcG; Codon 579 acC>acG; A580V, gCc>gTc; Codon 707
ccG>ccA; Codon 716 ggT>ggC.
ELECEEESECETEIETEUEEDUEEHEEEGaIeeTeE (i ueetinEii&caie Referenzsequenz
T T 3 B v R P P ¥ B R L 6 & G L ¥ E I H37R
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC v
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC M. bovis
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTOGGCGGCGGCCTGGTGGAAATE
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC M. caprae
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCACCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTOGGCGGCGGCCTGGTGGAAATE
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTGGGCGGCGGCCTGGTGGAAATC

ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTOGGCGGCGGCCTGGTORARAATLE
ACCACCAGCCGGGTGCGCCCGCCGGTCAGACGGCTOGGCGGCGGCCTGGTGRARAATE

> M. tuberculosis

Abb. 4.7 Sequenzalignment fur eine genotypubergreifende Mutation in Rv0410c. Alle
M. bovis und M. caprae Stdmme zeigten eine synonyme Sequenzvariation in Codon 69

(ccG>ccA) im Vergleich zur H37Rv Referenzsequenz.
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MgtC (Rv1811), ein weiteres Beispiel fir einen wichtigen Virulenzfaktor, kodiert fir eine
Magnesium - Transport - P - Typ - ATPase, die bei Magnesiummangel unter ATP Verbrauch
Mg® ins Cytosol beférdert. Neben dem von Alix et al. 2006 beschriebenen Haarlem
genotypspezifischen Polymorphismus in Codon 182 (R182H, cGc>cAc) ergab die Analyse
der Referenzkollektion weitere genotypspezifische Variationen (Abb. 4.8 (6)).

Zum Beispiel zeigten alle M. tuberculosis LAM Stamme eine synonyme Mutation in Codon
80 (atC>atT). M. africanum West African 1b Stamme trugen eine funktionelle Mutation in
Codon 95 (T95M, aCg>aTg), wahrend alle West African la Stdmme der H37Rv
Referenzsequenz entsprachen. West African 2 Stamme zeigten eine funktionelle Mutation in
Codon 107 (A107V, gCc>gTc). Fur M. canettii Stdamme konnte eine synonyme Veréanderung
in Codon 15 (gtC>gtT) identifiziert werden. Weiterhin ergab die Sequenzanalyse eine
stammspezifische Mutation in einem M. microti Stamm, der eine A - Insertion in Codon 7

zeigte.

PPE31 PPE33 Rv1813c Rv1815
PPE32 Rv1810 erg3
T T T T T
2048000 2050000 2052000 2054000 2056000 2058000
bp
N

M. canettii M. africanum M. africanum

Codon 15 gtC>gtT West African 1b West African 2
T95M A107V
M. tuberculosis M. tuberculosis
LAM Haarlem
Codon 80 atC>atT R182H

Abb. 4.8 Genotypspezifische Mutationen in Rv1811 (mgtC). Dargestellt ist die Position
des mgtC Gens im mykobakteriellen Genom (http://tuberculist.epfl.ch; Farbkodierung
entsprechend). Es konnten finf phylogenetisch informative SNPs nachgewiesen werden,
von denen drei zu einer verdnderten Aminosauresequenz fuhrten. Die einzelnen Genotypen
mit den entprechenden Sequenzverdnderungen sind im unteren Teil der Abbildung
dargestellt. EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean

Genotyp; (Einbuchstabencode der Aminosauren siehe Anhang E).
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In dieser Arbeit wurden aul3erdem Sequenzanalysen von einigen der von Hershberg et al.
publizierten Genen (Rv2032, Rv2628, Rv3547) mit eingeschlossen (70). In Rv2032 konnten
genotypubergreifende, genotypspezifische sowie Variationen in einzelnen Stammen
detektiert werden. Alle M. bovis und M. caprae Stamme zeigten eine Mutation in Codon 318
(P318L, cCa>cTa). Zusatzlich trugen alle M. caprae Isolate eine Veréanderung in Codon 34
(A34S, Gce>Tcc), wobei einer der Stamme eine weitere Mutation in Codon 108 (E108V,
gAg>gTg) aufwies. Fur alle M. canettii Stamme konnte eine synonyme Veranderung in
Codon 62 (ggG>ggC) detektiert werden. Stammspezifische Mutationen wurden fir
M. africanum ATCC, M. tuberculosis Ghana/TB1 und einen der M. canetti Stamme
nachgewiesen, die in Tabelle 4.7 zusammengefasst sind. Die gréRte Variabilitat zeigte
erneut einer der M. canettii Stamme: S13R agC>agG; Codon 59 gcG>gcA; Codon 62
ggG>ggC; Codon 84 gaA>gaG; R141C, Cgc>Tgc; 1151L, Atc>Ctc; Codon 279 caC>caT;
Codon 297 gcC>gcG; Codon 305 ccG>ccT; M307V, Atg>Gtg.

Im Rv2628 Gen konnten ebenfalls genotypubergreifende und genotypspezifische Mutation
sowie Variationen in einzelnen Isolaten detektiert werden (Tab. 4.8). Alle M. africanum,
M. canettii und tierpathogenen lIsolate sowie M. tuberculosis EAl Stamme zeigten einen
tCg>tTg Austausch in Codon 59 (S59L). Zusatzlich konnte fur alle M. microti und
M. pinnipedii Stamme eine Mutation in Codon 83 (L83W, tTg>tGg) nachgewiesen werden.
M. africanum West African 1 Stamme zeigten eine funktionelle Mutation in Codon 96 (A96T,
Gcg>Acg). Fur M. canettii Stamme konnten zwei genotypspezifische SNPs identifiziert
werden (Codon 26 atA>atC; S49A, Tcc>Gcece). Einzelne Varianten trugen M. africanum
West African 1b, West African 2 sowie M. canettii Stamme. Ein M. africanum West African 1b
Isolat zeigte eine funktionelle Mutation in Codon 6 (P6L, cCg>cTg), der West African 2
Stamm eine Variation in Codon 27 (G27S, Ggc>Agc). Fir die M. canettii Stdmme ergab sich
folgendes Bild: 3040/99: Codon 78 ggT>ggC; T85R, Acc>Gcc; 3041/99: Codon 31
G - Insertion; T85R, Acc>Gcce; Codon 91 gaT>gaC; 3151/08: Codon 31 G - Insertion,
Codon 91 gaT>gaC.

Die Analyse des Rv3547 Gens identifizierte vier genotypspezifische SNPs sowie eine
genotypubergreifende Variation (Tab. 4.8). Alle M. africanum West African 1 Stamme zeigten
eine Veranderung in Codon 48 (ctG>ctT) sowie in Codon 113 (D113N, Gac>Aac). M. canettii
Stamme wiesen Variationen in Codon 69 (gaC>gaT) sowie in Codon 148 (gtT>gtC) auf. Als
gemeinsame Mutation zeigten alle M. microti und M. pinnipedii Stamme einen Ctc>Gtc
Austausch in Codon 90 (L90V). In Rv3547 konnten auch Variationen in einzelnen Isolaten

identifiziert werden, die in Tabelle 4.8 zusammengefasst sind.
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Tab. 4.7 Mutationen in Rv0410c, Rv1811 und Rv2032.

Genotyp N Rv0410c (%) Rv1811 (%) Rv2032 (%)
H37Rv ATCC 1 |- - -
Bovis ATCC 1 | Codon 69 ccG>ccA - P318L (100%)
(100%)
Africanum ATCC | 1 | - - Y179C (100%)
Haarlem 3 |- R182H (100%) | -
Uganda | 3 |- - -
Uganda Il 3 |- - -
Ghana/TB1 3 |- - Codon 186
99G>ggC (33,3%)
Cameroon - - -
LAM - Codon 80 -
atC>atT (100%)
S - type 3 |- - -
X - type 3 |- - -
Dehli/CAS 2 |- - -
EAI 3 | Codon 614 tcG>tcA - -
(100%);
D145H (66,6%); H159Y
(33,3%)
Beijing - - -
West African 1a Codon 132 ggC>ggA - -
(33,3%; A665T (100%)
West African 1b 3 | A665T (100%) T95M (100%) -
West African 2 3 | T736K (100%) A107V (100%) -
M. pinnipedii 2 |- - -
M. bovis 3 | Codon 69 ccG>ccA - P318L (100%)
(100%)
M. caprae 3 | Codon 69 ccG>ccA - P318L (100%); A34S
(100%); Q58H (33,3%) (100%); E108V
(33,3%)
M. microti 2 | E259Q (50%) Codon 7 A - -
Insertion (50%)
M. canettii 3 | Codon 272 Ttg>Ctg Codon 15 Codon 62 ggG>ggC

(100%); Codon 458
gtC>gtG (66,6%), Codon
730 acT>acC (66,6%);
siehe Text (33,3%)

gtC>gtT (100%)

(100%); Codon 271
acG>acC (66,6%);
siehe Text (33,3%)

N: Anzahl der untersuchten Stamme; CAS: Central Asian Genotyp; EAI:

Mediterranean Genotyp

East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -
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Reed et al. beschrieben 2004, dass die Hypervirulenz bestimmter Stamme auf eine
funktionelle Polyketidsynthase (pks15/1, Rv2946c¢) zurtckzufihren ist, die fur die Synthese
des phenolischen Glykolipids verantwortlich ist (129). Stdmme wie der H37Rv
Referenzstamm haben im Vergleich zu den Beijing Stammen eine 7 bp Deletion, die zu einer
Leserasterverschiebung fuhrt und damit die Synthese einer aktiven Polyketidsynthase
ausschliesst. Die Sequenzanalyse der Referenzkollektion (Tab. 4.8) bestatigte die
beschriebene Deletion im Vergleich zur Beijing Referenzsequenz. Alle Kklinischen
M. tuberculosis EAI, Beijing, Dehl/CAS sowie alle M. africanum West African 1 und
M. canettii Isolate entsprachen der Beijing Referenzsequenz und besitzen damit eine
funktionelle Polyketidsynthase. M. africanum West African 2, M. bovis, M. caprae,
M. pinnipedii und M. microti Stamme wiesen eine 6 bp Deletion auf, was zum Verlust zweier

Aminosauren fuhrt, aber nicht zur Inaktivierung der Polyketidsynthase (Abb. 4.9)

EGGCACCATCGACGECCGCEGLCCGCEGCCCECEGTGCTTTCOETCGOETCAACCRELEE Referenzsequenz

R B H R R P R P AL AL P G A F A R L H R R Beijing
CGGCACCATCGACGGCCGLGRCCCGCGECCCCCGETGETTTCCTCGCCTCAACCGECGC M. tuberculosis EAI
CGGCACCATCGACGGCCGCGECCCGLGECCCCCGETGETTTCRCTCGCCTCALCCGECG0 M. tuberculosis Dehli/CAS
CGGCACCATCGACGGCCGCGECCCREGECCCCCEETEOTTTCGCTCRCCTCAACCGECEC M. africanum West African 1
CGGCACCATCGACGGCCGEGECCCBOGECCCCCGETGITTTCCTCGOCTCAACCGEC60 M. canettii
CGGCACCATCGACGGCCGLGRCCT CCCGGTECTTTEGCTCRCCTCAACCEECGE M. africanum West African 2

COGCACCATCOACGGLCOLERCEC CCOOTGCTTTCGCTCECCTCAALCEECEC M tuberculosis Cameroon

Abb. 4.9 Genotypspezifische Variationen in pksl15/1. M. tuberculosis EAI, Dehli/CAS
sowie alle M. africanum West African 1 und M. canettii Isolate entsprachen der Beijing
Referenzsequenz. M. africanum West African 2, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii und
M. microti Stamme zeigten eine 6 bp Deletion. Fir alle anderen M. tuberculosis Isolate wie

z.B M. tuberculosis Cameroon konnte eine 7 bp Deletion nachgewiesen werden.

Ein weiteres Beispiel fir Gene, in denen Sequenzverdnderungen in einen veranderten
Phéanotyp resultieren, bietet die von Wang et al. 2007 veroffentlichte Studie, die eine
Mutation in Codon 64 des Rv2629 Gens mit RMP Resistenz assoziert. Der Studienaufbau
lies jedoch vermuten, dass der Zusammenhang zwischen Mutation und RMP Resistenz auf
dem Genotyp der ausgewdhlten klinischen Isolate beruhte. Die Sequenzanalyse der
Referenzkollektion (Tab. 4.8) sowie weiterer in dieser Arbeit nicht erwdhnter klinischer
Isolate (Homolka et al. 2009 (73)) konnte dies bestéatigen (Abb. 4.10). Eine Verdnderung in
Codon 64 (D64A, gAt>gCt) im Rv2629 Gen ist spezifisch fir Isolate des Beijing Genotyps.
Bei der Analyse konnte aul3erdem ein weiterer phylogenetischer Marker identifiziert werden.
Alle M. tuberculosis Ghana/TB1 Stdmme wiesen eine Mutation in Codon 322 (P322L,

cCg>cTG) auf. Stammspezifische Variationen sind in Tabelle 4.8 zusammengefasst.
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Spoligotype Species Genotype Rv2629
polymorphisms
I - nm W M @ aficanum - West African 1 wi
i il il Wl M- africanum - West African 1 wi
I Hinn i e M africanum - West African 1 wi
HIHH T ] I Ml M aficanum West African 1 wt
11 i ] I 11 M. aficanum West African 1 wt
(i i i M M. africanum - West African 1 wt
OO0 OOOOEREOEE DOORDDNREDNRY QH0 o oricanum  WestAfican 2 w
IEHE DRRRERRRRREE  DRORRRURNRDNRNE BN M. africanum  West African 2 wi
IINEE DORRRRRRREND  NONNRRDRNRREND DO} M. africanum  WestAfrican 2 wt
N DERRERRRRR AR I M. africanum ~ West African 2 (ATCC) ~ wt
LR T I Am M. bovis Bovis (ATCC) wt
LI DO DO v povis Bovis w
00 COROE DOREEE WERDRDORDORMNEONENNEE . bovis Bovis
OO0 O v bovis Bovis wt
| OONI WO vocopse  Caprae by
I (LR M. caprae Caprae wt
I i M. caprae Caprae wt
1] ini ] M. microti llama wi
]| M. microfi vole wt
[{]] I m M. pinnepedii  Seal wt
{11} ni i M. pinnepedii Seal wt
Il M. tuberculosis  Beijing gAt>gCt D64A
I M. tuberculosis  Beijing gAt>gCt DB4A
I M. tuberculosis  Beijing gAt>gCt DB4A
INRRRRRRERRRERRRRREED TN I M. tuberculosis Cameroon wi
INRRRRRRERRRERRRRREED  TOROENE - NI M. tuberculosis Cameroon wi
INERERRRERARERRRRREED T L M- tuberculosis Cameroon wi
i 1 Hanim [ T1]] M. tuberculosis ~ Dehli/CAS wt
i1 INIINL M tuberculosis  Dehli/CAS wt
i I Il M. tuberculosis  DehliiCAS wi
I DORRRRERRRERNRRRRNRRENENED B ID DD M. tuberculosis  EAI wi
I I RRERRRERRRRRERRREENED R IE DD M. fuberculosis  EAI wi
INRRRRRRERRRERREREEE L DI M. tuberculosis  EAI wi
LERRRRRRTRERRRRR i  m M. tuberculosis  Ghana cCg>cTg P322L
IR n M. tuberculosis  Ghana cCg>cTg P322L
HARREERR AR n M. tuberculosis  Ghana cCg>cTg P322L
ILRETRRRERRn i n M. tuberculosis  H37Rv (ATCC) wi
HInmmm. n M. tuberculosis  Haarlem wt
"“ l l “ M. tuberculosis Haarlem wi
I, M. tuberculosis  Haarlem wi
I DRRRRRTRRRRRRRNED Do n M. tuberculosis  LAM wt
(I nn e n M. tuberculosis  LAM wt
IEARRRRRRRRRRRRRRREE  Hn n M. tuberculosis  LAM wt
LERRRRRE O DRRRRRRRRRRRONRNEDE W M. tuberculosis  S-type wt
TN DR n M. tuberculosis  S-type wt
| I RERRERRm n M. tuberculosis  S-type wt
L EETETTEETE T M. tuberculosis  Uganda wt
IARRERRR R n M. tuberculosis  Uganda wt
LR i n M. tuberculosis  Uganda wt
INRRRRRRINN DN DR n M. tuberculosis  Uganda caC>caT Codon 126 silent
LI I M. tuberculosis  Uganda wt
I I M. tuberculosis  Uganda wi
IERRRRRRRRRRRRRRD DO n M. tuberculosis  X-type wt
DERRRRRRRTRNRRRND DORAnm n M. tuberculosis  X-type wt
IR o n M. tuberculosis ~ X-type wt

Abb. 4.10 Ergebnisse zur Studie von Mutationen in Rv2629 und RMP Resistenz.
Dargestellt sind Spoligomuster und die Sequenzdaten des Rv2629 Gens (aus Homolka et al.
2009 (73)).
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Tab. 4.8 Mutationen in Rv2628, Rv2629, Rv2946¢ (pks15/1) und Rv3547.

Genotyp N Rv2628 (%) Rv2629 (%) "Rv2946¢ (%) Rv3547 (%)
H37Rv ATCC 1 |- - 7 bp Del (100%) | -
Bovis ATCC 1 | S59L (100%) - 6 bp Del (100%) | -
Africanum ATCC | 1 | - 6 bp Del (100%) | -
Haarlem 3 |- - 7 bp Del (100%) | -
Uganda | 3 |- - 7 bp Del (100%) | -
Uganda Il 3 |- Codon 126 7 bp Del (100%) | -
caC>caT (33,3%)
Ghana/TB1 3 |- P322L (100%) 7 bp Del (100%) | -
Cameroon 4 |- - 7 bp Del (100%) | -
LAM 3 |- - 7 bp Del (100%) | R23W (33,3%)
S - type 3 |- - 7 bp Del (100%) | -
X - type 3 |- - 7 bp Del (100%) | -
Dehli/CAS 2 |- - - A111T (50%)
EAI 3 | S59L (100%) - - -
Beijing 6 |- D64A (100%) - -
West African la 3 | S59L (100%); - - Codon 48
A96T (100%) ctG>ctT (100%);
D113N (100%)
West African 1b 3 | S59L (100%); - - Codon 48
A96T (100%); ctG>ctT (100%);
P6L (33,3%) D113N (100%)
West African 2 3 | S59L (100%); T2111 (33,3%) 6 bp Del (100%) | -
G27S (33,3%)
M. pinnipedii 2 | S59L (100%); - 6 bp Del (100%) | L90V (100%)
L83W (100%)
M. bovis S59L (100%) - 6 bp Del (100%) | -
M. caprae S59L (100%) - 6 bp Del (100%) | -
M. microti S59L (100%); - 6 bp Del (100%) | L90V (100%)
L83W (100%)
M. canettii 3 | S59L (100%); G8O0R (33,3%); - Codon 69
Codon 26 Codon 271 gaC>gaT
atA>atC gcG>gcA (33,3%) (100%);
(100%); T118S (66,6%); Codon 148
S49A (100%); Codon 178 gtT>gtC (100%);
siehe Text cgC>cgT (66,6%) Codon 23
(33,3%) Cgg>Agg
(66,6%)

N: Anzahl der untersuchten Stdmme; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -

Mediterranean Genotyp; Del: Deletion; *Sequenzvergleich bezieht sich auf M. tuberculosis Beijing Stdamme (Beijing entspricht

der Wildtypsequenz)
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4.2 Biologische Diversitat von M. tuberculosis Komplex Stammen

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte eine Vielzahl von funktionellen (nicht - synonymen)
Mutationen bei klinischen MTBK Isolaten beschrieben werden. Ob diese genetische
Diversitat jedoch tatsachlich Auswirkungen auf die (Patho) - Biologie der Stamme hat, lasst
sich anhand der reinen Sequenzdaten nicht belegen. Daher sollte in den folgenden Teilen
die biologische Diversitat von klinischen Isolaten in verschiedenen Modellsystemen
analysiert werden.

Um einen ersten Eindruck von der biologischen Variabilitat von MTBK Stammen zu
bekommen, wurden Wachstumsanalysen in Flussigkulturmedium wund in murinen
Makrophagen sowie entsprechende Genexpressionsanalysen mittels Microarray -
Technologie durchgefihrt. Insgesamt wurden 15 klinische Isolate sowie die Referenzstamme
H37Rv und CDC1551 in die Analyse mit einbezogen. Die klinischen Isolate reprasentieren
eine Auswahl von funf Genotypen (M. tuberculosis Haarlem, Uganda, Beijing, EAI,
M. africanum West African 2), die zu unterschiedlichen nach Gagnheux et al. definierten
Linien bzw. nach Wirth et al. publizierten phylogenetischen Gruppen gehdéren (55,177). Eine
Darstellung der phylogenetischen Gruppierung der Stamme ist in Abbildung 4.11 gezeigt.

CDC1551
Haarlem

Beijing %

| Gruppe 1 | \

- T, o

\‘\'\? West African 2

| Gruppe 2

AN S
EAI

0.1

Abb. 4.11 Phylogenetischer Baum basierend auf MIRU - VNTR Typisierung und
Spoligotypisierungsdaten von 17 Stammen, die fur die entsprechenden Analysen
verwendet wurden. (http://www.miru-vntrplus.org). M. tuberculosis Haarlem, Uganda und
Beijing Isolate sowie die Referenzstdmme H37Rv und CDC1551 gehdren zu der nach Wirth
et al. definierten phylogenetischen Gruppe 1. M. tuberculosis EAIl und M. africanum West
African 2 Stamme gruppieren sich zu einer zweiten Einheit (177). EAI: East African Indian

Genotyp; (Neighbour - Joining Tree, DC: Cavalli - Storza und Edwards, 1967).
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4.2.1 Wachstums - und Transkriptionsanalysen in Flussigkulturmedium - in vitro

In einem ersten Schritt wurden Wachstums - und Transkriptionsprofile von 15 klinischen

Isolaten sowie den Referenzstammen H37Rv und CDC1551 in 7H9/OADC
Flissigkulturmedium erstellt.

Die Analyse ergab keine signifikanten Wachstumsunterschiede klinischer Isolate (Abb. 4.12)
im Vergleich zu den H37Rv und CDC1551 Referenzstammen. Lediglich ein M. tuberculosis

Uganda Stamm (2169/99) zeigte ein verzdgertes Wachstum. Der Anstieg der Wuchskurve

entsprach jedoch dem der Referenzstamme (Abb. 4.12).

Tag

M. africanum \West African 2

2.0+

299 - CDC1551 - CDC1551
—e— 9679/00 H37Rv —e— 9679/00 H37Rv
—a— 9532/03 —e— 2333/99
154 —=—2336/02 154 —=—2169/99
—— 4130/02 —e— 2191/99
E E
S 5
[ 1.04 2 1.04
a =
o o
0.04 0.04
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tag Tag
M. tuberculosis Haarlem M. tuberculosis Uganda
2.0+ 2.0+
- CDC1551 - CDC1551
—e— 9679/00 H37Rv —a— 9679/00 H37Rv
—a— 1934/03 —tr— 4850/03
154 == 1500/03 IA 154 =—w— 1797/03 T T@
—— 12594/02 ; —— 947/01
E E
S s
2 1.04 S 1.0
o o
o o
0.5+ 0.54
0.04 0.0
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 o 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20
Tag Tag
M. tuberculosis Beijing M. tuberculosis EAI
Abb. 4.12 Wuchskurven klinischer Isolate
2.0+
o S674/00 HETRY in  Flussigkulturmedium. Uber einen
—t— 10517/01 .
154 —v—5468/02 Zeitraum von 20 Tagen wurde das
—e— 10514/01 T
g i Wachstumsprofil tGber die Optische Dichte
8 101 . . .
3 (OD) bestimmt. Dargestellt sind die
054 Mittelwerte und Standardfehler von drei
unabhangigen Experimenten. Es konnten
0.04
I I T I e e s s keine signifikanten genotypspezifischen

Wachstumsunterschiede festgestellt werden.

EAIl: East African Indian Genotyp.



Ergebnisse 69

Nachfolgend wurden fur alle klinischen Isolate und dem H37Rv Referenzstamm
Genexpressionsprofile mittels Microarrayanalysen erstellt. Die Normalisierung erfolgte auf
den CDC1551 Referenzstamm. Die folgenden Ergebnisse resultieren aus der Analyse von
drei unabhangigen Experimenten pro Stamm. Da jedes Gen pro Microarray zweifach
gespottet ist, ergibt sich fur jedes Gen eine 6 fache Auflosung. Die ldentifizierung statistisch
signifikanter, gruppen - oder genotypspezifischer Genexpressionsunterschiede sowie
Genexpressionsvarianten einzelner Stamme erfolgte mittels Varianzanalysen (ANOVA,
analysis of variance).

Die Transkriptomanalyse zeigte im Gegensatz zu den Wachstumsprofilen eine deutlich
groRere Variabilitdt. Um zu prifen, ob sich fir bestimmte phylogenetische Gruppen
spezifische Genexpressionssignaturen definieren lassen, wurde in einem ersten Schritt ein
Ahnlichkeitsstammbaum (condition tree) berechnet. In die Analyse wurden alle Gene (1069),
die 1,5 fach im Verhdaltnis zum CDC1551 Referenzstamm in mindestens einem von 16
Isolaten reguliert und in 42 von 48 Stammen (16 Stdmme, drei unabhéngige Experimente)
vorhanden waren, eingeschlossen (Abb. 4.13). Das daraus resultierende Dendogramm
entspricht dem durch molekulare Typisierungsmethoden definierten Ahnlichkeitsstammbaum
(Vergleich Abb. 4.11 und 4.13). Eine Klassifizierung in Gruppe 1 und 2 sowie die

phylogenetische Einteilung der untersuchten klinischen Isolate in Genotypen wurde bestatigt.
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Abb. 4.13 Ahnlichkeitsstammbaum basierend auf Genexpressionsdaten aus drei
unabhangigen Experimenten in Flissigkulturmedium. Dargestellt sind alle Gene (1069),
die mindestens 1,5 fach im Verhaltnis zum CDC1551 Referenzstamm in einem von 16
reguliert und in 42 von 48 untersuchten Stammen vorhanden waren. Die Einteilung in zwei
Hauptgruppen und in die verschiedenen Genotypen ist deutlich zu erkennen. EAI: East

African Indian Genotyp.
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Mittels Varianzanalyse konnten 156 gruppenspezifische Gene identifiziert werden
(Abb. 4.14). Bei dieser Analyse wurden alle Gene betrachtet, die signifikant (p<0,01) hoher
oder niedriger in Kklinischen Isolaten der Gruppe 1 im Vergleich zu Isolaten der Gruppe 2
exprimiert wurden.

Zum Beispiel zeigten alle Stamme der phylogenetischen Gruppe 1 eine hdhere Expression
des narGHIJ Operons (Rv1164 - 1166). Dieses Operon kodiert Gene fir die Nitratreduktion,
die dem Pathogen ermdglicht unter anaeroben Bedingungen Nitrat zur Energiegewinnung zu
nutzen. Ein Beispiel fur gruppenspezifische Genexpressionsmuster von Stammen der
phylogenetischen Gruppe 2 stellt der mce4 Locus (Rv3494c - 3499c) dar. Gruppe 2 Stamme
zeigten eine hthere Expression als Vertreter der Gruppe 1. Der mce4 Locus kodiert flr einen

wichtigen Steroid - Transporter, der dem Bakterium ermdglicht, Cholesterin ins Innere zu

transportieren.
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Abb. 4.14 Ahnlichkeitsstammbaum basierend auf 156, mittels ANOVA (Benjamini and
Hochberg false discovery rate, p<0,01) identifizierten Genen, fir die statistisch
signifikante Genexpressionsunterschiede zwischen den phylogenetischen Gruppen 1
und 2 in Flussigkulturmedium nachgewiesen werden konnten. Die Einteilung klinischer
MTBK Isolate in zwei Hauptgruppen (Gruppe 1 wund 2) wurde durch die

Genexpressionsanalyse bestatigt. EAl: East African Indian Genotyp.
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AulRerdem ergab die Varianzanalyse basierend auf allen Genen, die in 42 von 48
Datenpunkten (16 Stamme, drei unabhéangige Experimente) vorhanden waren, 364 Gene mit
signifikanten (p<0,01), genotypspezifischen Expressionsunterschieden (Abb. 4.15).
Beispielhaft konnte in M. tuberculosis EAI Stammen eine erh6hte Expression im virs - mymA
Operon (Rv3082c - Rv3089) nachgewiesen werden. Die erhéhte Expression des
2 - Komponenten Regulators dosRS (Rv3132c - Rv3133c) in allen Beijing Stammen ist ein
weiteres Beispiel genotypspezifischer Genexpression. Alle M. tuberculosis Haarlem Stamme
zeigten ein signifikantes Genexpressionsmuster im Rv2619c - Rv2622 Operon. Die Funktion

dieses Operons ist unbekannt.
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oy Uganda )
2 3
0] =
Haarlem §
[0]
5
Beijing
N
Q EAI
o
e
O | WestAfrican 2
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Abb. 4.15 Paarweiser Vergleich von Genen mit signifikanten genotypspezifischen
Genexpressionsunterschieden. Die Genexpressionsdaten aller Stamme eines Genotyps
aus drei unabhangigen Experimenten wurden zunéchst zusammengefasst. In die Analyse
wurden alle Gene eingeschlossen, die in 42 von 48 Datenpunkten (16 Stamme; drei
unabhangige Experimente) nachgewiesen werden konnten. Die Varianzanalyse (Benjamini
and Hochberg false discovery rate, p<0,01) ergab 364 Gene mit signifikanten
Genexpressionsunterschieden. Die anschlieRende Tukey post hoc test Analyse der ANOVA
Ergebnisse definierte eine Matrix (Tukey - Matrix), die den direkten Vergleich von
Genexpressionsunterschieden zwischen zwei Genotypen erlaubte. Rot unterlegt ist die
Anzahl der Gene, die zwischen den einzelnen Genotypen unterschiedlich exprimiert werden.
Blau hinterlegte Werte definieren die Anzahl der Gene mit gleicher Genexpression zwischen

zwei Genotypen. EAI: East African Indian Genotyp.
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Neben genotypspezifischen Genexpressionsunterschieden konnten auch gemeinsame
Genexpressionsmuster zum Beispiel bei Stammen zweier Genotypen identifiziert werden.
Alle M. tuberculosis Haarlem und Beijing Stamme zeigten beispielhaft eine erhohte
Expression des moa Operons (Rv3322c - 3324c). AulBerdem konnte ein gemeinsames
Genexpressionsmuster in Haarlem und Uganda Stammen sowie im H37Rv Referenzstamm
nachgewiesen werden. So zeigten diese klinischen Isolate im Vergleich zu M. tuberculosis
Beijing, EAlI oder M. africanum Stdmmen eine erhtéhte Expression des Rv3612c - 3616¢c
Operons (Abb. 4.16 (A)).

Eine weitere Varianzanalyse identifizierte 195 Gene, die statistisch signifikante
Genexpressionsunterschiede (p<0,01) in einzelnen Stammen aufwiesen. Zum Beispiel zeigte
ein M. africanum West African 2 Stamm (10514/01) eine erhohte Expression des
fabGl - inhA - hemZ Operons (Abb. 4.16 (B)). Vergleicht man diese Daten mit den
Sequenzierungsergebnissen des fabG1 - inhA Gens (Rv1483, siehe 4.1.6) konnte fir diesen
Stamm ein C zu T Austausch an der Position -15 im Promotorbereich des fabG1 - inhA Gens
detektiert werden. Weitere Beispiele fur Genexpressionsvarianten in einzelnen Stammen
sind die Rv3612c - 3616¢ (Abb. 4.16 (A)) und 1S6110 regulierten Gene (Abb. 4.16 (C)), die

eine geringere Expression in einem der M. tuberculosis EAI (1797/03) Stamme zeigten.
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Abb. 4.16 Genotyp - und stammspezifische Genexpressionsmuster. (A) M. tuberculosis
Haarlem und Uganda Stdmme sowie der H37Rv Referenzstamm weisen eine ahnlich hohe
Genexpression im Rv3612c - 3616¢c Operon auf. (B) Uberexpression des
fabG1 - inhA - hemZ Operon in einem M. africanum West African 2 Stamm (10514/01). (C)
erniedrigte Expression von Genen in einem M. tuberculosis EAI Stamm (1797/03). Rot:

erhdhte Genexpression; Blau: erniedrigte Genexpression; EAI: East African Indian Genotyp.
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4.2.2 Wachstums - und Transkriptionsanalysen in murinen Makrophagen - in vivo

Die unter 4.2.1 beschriebene Transkriptionsanalyse unterschiedlicher, in Flissigmedium
kultivierter, klinischer Isolate zeigte gruppen - und genotypspezifische
Genexpressionsmuster aber auch Genexpressionsunterschiede bei einzelnen Stammen. Bei
den Experimenten in Flassigkulturmedium handelt es sich allerdings um ein sehr artifizielles
System, das die eigentliche Infektionssituation nicht widerspiegelt. Um sich dieser zu nahern,
wurden intrazellulare Wachstums - und Transkriptionsanalysen von den ausgewahlten
Stammen der Referenzkollektion in ruhenden und in aktivierten, murinen Makrophagen im
Vergleich zu den Referenzstammen H37Rv und CDC1551 durchgefihrt.

Im Gegensatz zu den Wuchskurven im Flussigkulturmedium wiesen die Stamme deutliche
Unterschiede in ihrer Fahigkeit auf, in Makrophagen zu wachsen. Erstaunlicherweise traten
diese Unterschiede im Besonderen in Abhangigkeit des Aktivierungzustandes der
Makrophagen auf (Abb. 4.17 und Abb. 4.18).

In nicht aktivierten Makrophagen zeigten alle zur Gruppe 1 gehérenden Stdmme ein
ahnliches Wachstumsprofil wie die Referenzstamme H37Rv und CDC1551. Im Gegensatz
dazu war bei M. africanum West African 2 und in zwei der M. tuberculosis EAI Stamme ein
deutlich schlechteres Wachstum zu erkennen (Abb. 4.17). Am Tag 11 wiesen M. africanum
West African 2 und M. tuberculosis EAI Stamme geringere koloniebildende Einheiten auf als
M. tuberculosis Stamme der phylogenetischen Gruppe 1.

Die gruppen - und genotypspezifischen Wachstumsunterschiede wurden in aktivierten
Makrophagen noch deutlicher (Abb. 4.18). Vergleicht man die beiden Referenzstamme
H37Rv und CDC1551 untereinander, zeigte der CDC1551 Stamm ein deutlich verringertes
Wachstum. M. tuberculosis Haarlem Stdmme wiesen ein @hnliches Wachstumsprofil wie der
H37Rv Referenzstamm auf, wuchs also deutlich besser als CDC1551. Die Wuchskurven fur
M. tuberculosis Beijing sowie zwei der Uganda Stamme zeigten ein besseres Wachstum als
CDC1551, jedoch ein geringeres Wachstum als H37Rv.

Fur alle Stamme der phylogenetischen Gruppe 2 waren deutliche Wachstumdefizite im
Vergleich zu Gruppe 1 Stammen in aktivierten Makrophagen nachweisbar. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen in ruhenden Makrophagen war ab Tag 7 ein deutlicher Wachstumsanstieg
zu erkennen. Die CFU Werte am Tag 11 entsprachen denen des CDC1551
Referenzstamms. Ein besonderes Wachstumsprofil zeigte ein M. tuberculosis Uganda
Stamm (2169/99). Hier konnte ein starker Abfall der Lebendkeimzahl bis zum Tag 7

verzeichnet werden.
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Wie die Wachstumsanalysen zeigten, weisen klinische Isolate bei der Adaption an die
intraphagosomale Umgebung zu spateren Zeitpunkten eine grofR3e Variabilitat auf. Daher
wurden die nachfolgenden Genexpressionsstudien 24 h nach Infektion von ruhenden und
aktivierten Makrophagen durchgefuhrt. Bei der Analyse wurde im Gegensatz zu den
Transkriptionsanalysen in Flussigkulturmedium die intrazellulare Genexpressionsantwort
eines Stammes auf sein extrazellulares Genexpressionsprofil und nicht auf CDC1551
normalisiert. Die nachfolgenden Ergebnisse resultieren aus der Analyse von jeweils zwei
unabhangigen Experimenten pro Stamm.

In einem ersten Schritt sollte die zentrale Frage nach einem so genannten universellen oder
auch Core Transkriptom beantwortet werden. Dabei handelt es sich um Gene, die
unabhangig vom Aktivierungsstatus der Makrophagen in allen Stammen reguliert sind. Die
Analyse aller Gene, die mindestens 1,5 fach in 8 von 17 und mindestens 1,2 fach in 15 von
17 Stammen unabhangig vom Aktivierungstatus der Makrophagen reguliert waren, ergab
280 Gene mit signifikanten Genexpressionsunterschieden. Von den 280 Genen zeigten beim
intrazellularen versus extrazellularen Vergleich 168 Gene eine erhthte und 112 Gene eine
erniedrigte Expression (Abb. 4.19). Darlber hinaus wurden 99 Gene nachgewiesen, die nur
in ruhenden Makrophagen (57 1, 42 |) reguliert waren (Abb. 4.19). Zusatzlich traten in
aktivierten Makrophagen 271 Gene (119 1, 152 |) mit statistisch signifikanten
Genexpressionsunterschieden auf (Abb. 4.19).

Uberexpression T

168 119

Ruhende Makrophagen Aktivierte Makrophagen

Unterexpression i

Ruhende Makrophagen Aktivierte Makrophagen

hrd

Abb. 4.19 Venn Diagramm basierend auf allen Genen (650), die 1,5 fach in 8 von 17 und
mindestens 1,2 fach in 15 von 17 Stammen in ruhenden und/oder in aktivierten
Makrophagen reguliert sind. Die gemeinsamen Schnittmengen geben die Anzahl der vom
Aktivierungsstatus unabhéangigen Gene an. Die insgesamt 280 Gene definieren das so

genannte universelle oder Core Transkriptom.
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Viele der im Phagosom universell regulierten Gene mit erhdhter Expression spielen u.a. eine
wichtige Rolle bei Hypoxie, bei der oxidativen Stressantwort sowie beim Zellwandumbau und
im Fettsduremetabolismus, was auf eine stressinduzierende, intraphagosomale Umgebung
schlieBen lasst (Abb. 4.20 (A)). Es konnten zum Beispiel neun fad Gene nachgewiesen
werden (Rv0244c, Rv1185c, Rv2590, Rv2930, Rv3061c, Rv3139, Rv3504, Rv3544c,
Rv3546), die alle verschiedene Funktionen im Fettsaurestoffwechsel ausiiben. Unter den
112 Genen mit erniedrigter Genexpression befanden sich Gene, die an der Modulation der
Zellwand (Rv2244 - 2246) oder am Cholesterintransport (Rv0169) beteiligt sind (Abb. 4.20
(B)). Fur ca. 40 % der universell regulierten Genen (114 von 280) sind die Funktionen noch
unbekannt.

(A) (B)

Rv3dtdc

R4 M. africanum West African 2
rosto M. tuberculosis EA

M. tuberculosis Beijing

Ra1 M. tuberculosis Haarlem
piar  H37Rvund CDC1551

M. tuberculosis Uganda
R2246  Ruhende Makrophagen

JURERETRD

re2e1  Aktivierte Makrophagen

Abb. 4.20 Beispiele von universellen, vom Aktivierungsstatus der Makrophagen
unabhéangigen, 1,5 fach in 8 von 15 und mindestens 1,2 fach in 15 von 17 Stammen
regulierten Genen. (A) Gene mit Uberexpression. (B) Gene mit erniedrigter Expression.
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Im nachsten Schritt wurde die intrazelluldare Genexpressionsantwort Klinischer Isolate in
Abhéangigkeit des Aktivierungsstatus der Makrophagen genauer untersucht. Unter
Anwendung einfaktorieller ANOVA (Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01)
konnten 719 Gene (18 % aller Gene) mit signifikanten Genexpressionsunterschieden in
Abhangigkeit des Aktivierungsstatus identifiziert werden (Abb. 4.21).

(A) |Ac1ivation ANOV....

Aktivierte Makrophagen > Ruhende Makrophagen
317 Gene

( B) IAclivation ANOV....

Aktivierte Makrophagen < Ruhende Makrophagen
402 Gene

Abb. 4.21 Ahnlichkeitsstammb&ume basierend auf allen Genen, die in Abhangigkeit
des Aktivierungsstatus der Makrophagen universell exprimiert werden. ANOVA
(Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) identifizierte 719 Gene mit
signifikanten Genexpressionsunterschieden. (A) 317 Gene zeigten eine erhthte Expression
in aktivierten Makrophagen. (B) 402 Gene waren in ruhenden Makrophagen hoher
exprimiert. Rot: erhdhte Genexpression; Blau: erniedrigte Genexpression.
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Insgesamt waren 317 Gene in aktivierten Makrophagen hoher induziert als in nicht
aktivierten (Abb. 4.22). Als bekannte Beispiele sind das dosRS (Rv3132c - 3133c) Regulon
oder das Mycobactin Operon (Rv2377c - 2386¢) zu nennen. Weitere Beispiele fur eine
erhbhte Expression in aktivierten Makrophagen schliel3en Transkriptionsregulatoren (z.B
Rv3416) und Antigene (Rv0287 - 0288) ein. Von 109 der 317 (34 %) in aktivierten

Makrophagen induzierten Genen ist die Funktion unbekannt.
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Rv0824c
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Lok B o e
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Rv2919c
Rv2069
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3 B r Rv0288
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|
Rv1163

BN | qll Rv1404
Rv2377c

[ Rv2380c

Rv2379¢c

Aktivierte Makrophagen > Ruhende Makrophagen

Abb. 4.22 Auswahl von Genen, die in aktivierten Makrophagen hoher exprimiert waren
als in ruhenden Makrophagen. Rot: erhOhte Genexpression; Blau: erniedrigte

Genexpression.

In ruhenden Makrophagen konnten 402 Gene mit erhdhter Expression im Vergleich zu nicht
aktivierten Makrophagen identifiziert werden (Abb. 4.23). Zum Beispiel impliziert eine hdhere
Induktion von rpl (Rv0056, Rv0652, Rv0716, Rv0720) und rps Genen (Rv0055, Rv0683,
Rv0700), die fur ribosomale Proteine kodieren, eine erhdhte Proteinbiosynthese und damit
besseres Wachstum in ruhenden Makrophagen. Ein weiteres Beispiel ist die erhohte
Expression von Eisenspeicherungsgenen (Rv1876, Rv3841). Auch Gene wie grpE, groEL1,
groEL2, und groES (Rv0351, Rv0440, Rv3417c, Rv3418c) werden in ruhenden
Makrophagen hoher exprimiert als in aktivierten Makrophagen. Zusatzliche Beispiele
befinden sich in Abbildung 4.23.
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Abb. 4.23 Auswahl von Genen, die in ruhenden Makrophagen hoher exprimiert waren
als in aktivierten Makrophagen. Rot: erhdohte Genexpression; Blau: erniedrigte

Genexpression.

Neben der  hier  beschriebenen, universellen und aktivierungsabhangigen
Genexpressionsantwort  unterschiedlicher klinischer Isolate zeigten sich bei den
Infektionsexperimenten Genexpressionsprofile, die die phylogenetische Verwandschaft der
Stamme  widerspiegelt. So konnten  gruppen - und  genotypspezifische
Genexpressionssignaturen nachgewiesen werden. Zum Beispiel zeigten alle M. tuberculosis
EAI und M. africanum West African 2 Stamme eine erniedrigte Expression von ribosomalen
Genen. Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen der intrazellularen
Wachstumsanalyse, bei der Isolate der phylogenetischen Gruppe 2 innerhalb der ersten 48
Stunden eine starke Reduzierung in der Lebendkeimzahl demonstrierten. Auf3erdem wiesen
Stamme desselben Genotyps eine hohere Ahnlichkeit im Genexpressionsmuster auf als

Stamme unterschiedlicher Genotypen (Abb. 4.24).



Ergebnisse 81

® / /
; / 4 ; . S
4 (] 4 "o 7 /
o . ,/a,‘ _»// - t// S
c o4 B % .
g 3 N / 0 00 / g g ¥ £ ’7',/ ,/
E /// // / %. // // //
2 m z Y- /
"g ™ of oa; / - O hAER o ///
o -~ 0
g = o = /
E@ ’ / / | / 8 § : / e
[§]
w0 o 1
=8 Wi § B
o 08 i / 3 :? // / /
o
:{“ g; / / 2 i /‘ ” /
- ’ / Lot I g ap? % WY 1] )H/ ¢ X9
= 0.5 Vi o e e [
S s/ X4 Al
0.4 N LI
. /. // ,/ Strain 1g 10514-01 , Genoype A2 mo resting (ormalzed 10§14-01 , Gey O resting {normalized)
: 03 04 0506 08 1 H i 1 5678 03 04 050607 091 z 7 4 5 676¢8
M. afncanum WestAfncan 2 M. afncanum West Afncan2
10514/01 10314/01

Abb. 4.24 Vergleichende Darstellung (Scatter Plot) von Genexpressionsprofilen zweier
Stamme. (A) desselben Genotyps und (B) unterschiedlicher Genotypen. Die Streuung der
Datenpunkte in Abbildung B ist gréf3er als in Abbildung A. Stamme desselben Genotyps sind

einander ahnlicher als Stamme unterschiedlicher Genotypen.

Die Varianzanalyse (Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) ergab beim
paarweisen Vergleich von Genotypen 625 Gene mit signifikanten, genotypspezifischen
Genexpressionsunterschieden in ruhenden und in aktivierten Makrophagen (Abb. 4.25). Zum
Beispiel zeigten alle M. africanum West African 2 Stamme eine erniedrigte Expression des
Phthiolcerol - Dimycocerat Locus (PDIM), der an der Synthese von PDIM, einem komplexen
mykobakteriellen Zellwandlipid und Virulenzfaktor, beteiligt ist.

Zusatzlich konnten mittels Varianzanalyse 293 Gene in einzelnen Stammen mit signifikanten
Genexpressionssignaturen (Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) in
aktivierten und ruhenden Makrophagen nachgewiesen werden. Zum Beispiel zeigte ein
M. africanum  West African 2 Stamm (10517/01) eine Dysregulation von
Hitzeschockproteinen (Rv0350 - 0353, Rv0384c, Rv2710, Rv3223c).
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Abb. 4.25 Paarweiser Vergleich von Genen mit signifikanten, genotypspezifischen
Genexpressionsunterschieden. Die Genexpressionsdaten aller Stamme eines Genotyps
aus vier unabhangigen Experimenten (2x ruhende, 2x aktivierte Makrophagen) wurden
zunachst zusammengefasst. In die Analyse wurden alle Gene eingeschlossen, die in 50 von
68 Datenpunkten (17 Stamme; vier unabhé&ngige Experimente) nachgewiesen werden
konnten. Die Varianzanalyse (Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) ergab
625 Gene mit signifikanten Genexpressionsunterschieden. Die anschlie3ende
Tukey post hoc test Analyse der ANOVA Ergebnisse definierte eine Matrix (Tukey - Matrix),
die den direkten Vergleich von Genexpressionsunterschieden zwischen zwei Genotypen
erlaubte. Rot unterlegt ist die Anzahl der Gene, die zwischen den einzelnen Genotypen
unterschiedlich exprimiert werden. Blau hinterlegte Werte definieren die Anzahl der Gene mit
gleicher Genexpression zwischen zwei Genotypen. EAI: East African Indian Genotyp.

Insgesamt zeigten die Analysen zur biologischen Diversitat klinischer Isolate im murinen
Makrophagenmodellsystem eine Vielzahl von gruppen - und genotypspezifischen
Unterschieden, die die auf genetische Variationen basierende, phylogenetische Einteilung
von Stammen des MTBKs bestéatigt. Es konnte nicht nur ein unterschiedliches
Wachstumsverhalten klinischer Isolate nachgewiesen werden, sondern auch spezifische
Genexpressionsprofile. Die in dieser Arbeit untersuchten phanotypischen Eigenschaften,
Wouchsverhalten und Genexpression, stehen in Abhangigkeit zum Aktivierungsstatus der
Wirtszelle. Umso bedeutender ist die gleichzeitige Identifizierung einer universellen
Transkriptionsantwort klinischer Isolate in der intrazellularen Umgebung. Umfangreiche

Analysen sind zurzeit noch in Bearbeitung.
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4.3 Analyse des immunmodulatorischen Potentials von M. tuberculosis

Komplex Stammen

In einem weiteren Schritt dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die gefundene Diversitat
der Stamme auf Genom und Transkriptomebene auch Bedeutung fir das
immunmodulatorische Potential nach Infektion der Wirtszelle hat. Um diese Frage zu
analysieren, sollte zunachst das TNFa induzierende Potential von 48 klinischen Isolaten
sowie von den ATCC Referenzstammen H37Rv, M. africanum und M. bovis in THP1 - Zellen
mittels ELISA 4 h nach Infektion gemessen werden.

Fur die standardisierte Durchfihrung dieser Versuche musste ein Anzuchtsverfahren zur
Herstellung von Gefrierstockldsungen mit definierten Zellzahlen etabliert werden. Besonders
schwierig erwies sich hierbei die Anzucht der klinischen Isolate in dem bendtigten Volumen
von 100 ml (siehe 3.2.1.1). Nach ausgiebigen Vorversuchen erfolgte die Kultivierung tber
zwei Schritte. Zunachst wurden Vorkulturen angelegt, die stehend inkubiert wurden. Aus
Sicherheitsgrinden wurden keine Zellkulturflaschen mit Filter verwendet, was eine
kontinuierliche Sauerstoffzufuhr auschloss. Daher war es von grofRer Bedeutung, das
Medium - Sauerstoff Volumenverhaltnis von 1 zu 3 nicht zu Uberschreiten. Ein weiterer
wichtiger Punkt war die Herstellung einer komplett homogenen Zellsuspension. Kleinste,
sichtbare Verklumpungen in der initialen Vorkultur fihrten zur verstarkten Auspragung von
Verklumpungen in der Hauptkultur und damit zum Wachstumsstillstand.

Die Hauptkulturen wurden in Rollflaschen angelegt, die ebenfalls aus Sicherheitsgrinden
keinen Verschluss mit Filter besaRen. Daher war es auch hier von grofRer Bedeutung, das
Medium - Sauerstoff Volumenverhaltnis von 1 zu 3 nicht zu Uberschreiten. Aul3erdem
mussten die Vorkulturen in mindestens 20 ml Ausgangsmedium Uberfuhrt werden, da sonst
die Oberflache der Rollflaschen im rollenden Zustand nicht vollstandig bedeckt war und
somit sich einzelne Kolonien an der Rollflascheninnenseite bildeten. Ein weiterer
entscheidener Punkt war die kontinuierliche Mediumzufuhr. Mediumuiberschuss fiihrte zum
Wachstumsstillstand. Bei Zugabe von zu wenig Medium bestand ein erhdhtes Risiko von
Verklumpungen.

Von den Bakterienkulturen, die eine OD von 0,2 - 0,4 aufwiesen, wurden 1 ml
Gefrierstocklosungen hergestellt. Das Ernten der Bakterienzellen bei einer geringen OD
ergab sich aus den Ergebnissen initialer Wachstumskurven (Daten nicht gezeigt), die
zeigten, dass im Rollflaschensystem die stationdren Wachstumsphasen fir klinische Isolate
bereits bei einer OD von 0,6 - 0,8 (ELISA Reader Sunrise) erreicht wurden. Fir die

Infektionsversuche wurden Stamme in der logarithmischen Wachstumsphase verwendet.
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Zusatzlich zu dem beschriebenen Kultivierungsverfahren wurde eine Vielzahl von
MalBnahmen zur Qualitatskontrolle, die im Zuge der Methodenetablierung erarbeitet und
unter 3.2.1.1 ausfihrlich erklart sind, durchgefthrt.

Von grofRer Bedeutung war dabei der Sterilitdtsnachweis Uber die Ziehl - Neelsen Farbung.
Abbildung 4.26 zeigt einen Kontaminationssnachweis im Vergleich zu einem mikroskopisch
sauberen Praparat. Die Kontamination zeigte sich in keiner der anderen Sterilitatskontrollen
Zum Beispiel konnten keine Bakterienkolonien auf Blutagarplatten nachgewiesen werden.
Auch eine Tribung des LB - Mediums war nach Beimpfung mit der kontaminierten
Bakterienkultur nicht zu erkennen. Dieses Beispiel zeigte, dass bei der Kultivierung von
klinischen MTBK Stammen die Durchfiihrung einer Vielzahl von Sterilitatskontrollen (siehe

3.2.1.1) zwingend erforderlich ist.

Abb. 4.26 Ziehl - Neelsen Praparate. (A) Die mikroskopische Aufnahme zeigt
Mykobakterien als rote, saurefeste Stabchen. (B) In der Mikroskopie waren keine
saurefesten Stabchen nachweisbar. Nicht mykobakterielle Keime wurden durch

Methylenblau blau gefarbt.

Trotz erheblicher initialer Probleme mit der Anzucht wie der unterschiedlichen Auspragung
von Verklumpungen bei klinischen Isolaten in Flissigkulturmedium, ist es gelungen fast alle
Stamme der Referenzkollektion (Anhang A) mit Ausnahme von M. microti Stammen
standardisiert im groRen Volumen zu kultivieren.

Die Infektion von THP1 - Zellen und die anschlieBende Bestimmung der TNFa -
Konzentrationen wurde insgesamt in drei unabhangigen Experimenten durchgefihrt. Eine
erste Analyse der TNFa - Konzentrationen ergab gruppenspezifische Unterschiede in der
Induktion von TNFa. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.27 zusammengefasst. Stamme der
phylogenetischen Gruppe 1 flhrten durchschnittlich zu héheren TNFa - Konzentrationen als
Stamme der Gruppe 2. M. canettii Stamme wurden aus der Analyse ausgeschlossen, da

diese im THP1 - Zellkulturmedium replizierten.
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Abb. 4.27 MTBK Stiamme induzieren eine unterschiedliche TNFa Antwort in
THP1 - Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von drei unabhéangigen
Experimenten. Die TNFa - Konzentrationen vom Referenzstamm M. bovis ATCC sowie die
Werte der unstimulierten und LPS Kontrolle sind in beiden Abbildungen aufgetragen. (A)
Stamme der phylogenetischen Gruppe 1. (B) Stamme der phylogenetischen Gruppe 2. CAS:
Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -
Mediterranean Genotyp; LPS: Lipopolysaccharid.
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Die gruppen - aber auch genotypspezifischen Unterschiede wurden noch deutlicher durch
die Normalisierung der TNFa - Konzentrationen auf die des M. bovis ATCC Stamms
(9564/00) (Abb. 4.28). Alle tierpathogenen Erreger sowie M. africanum und M. tuberculosis
EAI Isolate induzierten weniger TNFa in THP1 - Zellen als Stamme der phylogenetischen
Gruppe 1. Aber auch innerhalb der phylogenetischen Gruppe 1 konnten deutliche
Unterschiede detektiert werden. Zum Beispiel zeigten M. tuberculosis Cameroon, LAM,
S - type und X - type Stdmme eine héhere Induktion von TNFa im Vergleich zu M. bovis
ATCC als M. tuberculosis Haarlem, Uganda oder Ghana/TB1l Isolate. Stamme der
Euro - American Linie besitzen also im THP1 - Zellsystem ein unterschiedliches,

immunmodulatorisches Potential.
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Abb. 4.28 TNFa Induktion von klinischen MTBK Isolaten in THP1 - Zellen. Die TNFa -
Konzentrationen aus drei unabhangigen Experimenten sind prozentual im Vergleich zum
M. bovis ATCC (100 %) Stamm als Scatter Plot dargestellt. Eine Klassifizierung in Gruppe 1
und Gruppe 2 ist deutlich zu erkennen. Stamme der phylogenetischen Gruppe 1 bewirken
eine starkere Induktion von TNFa als Stamme der Gruppe 2. Innerhalb der Euro - American
Linie (rot) konnten genotypspezifische Unterschiede identifiziert werden. Rot:
Euro - American Linie; Dunkelblau: M. tuberculosis Linie 3; Hellblau: M. tuberculosis Linie 2;
Lila: M. tuberculosis Linie 1; Braun: M. africanum West African 2; Grin: M. africanum West
African 1; Gelb: Tierpathogene; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian

Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterrarean Genotyp.

Die hier beschriebenen Ergebnisse geben einen ersten Hinweis auf immunmodulatorische
Unterschiede innerhalb des MTBKs. Es konnte bestétigt werden, dass der genetische
Hintergrund des Pathogens in ph&notypischen Unterschieden resultiert. Weitere Analysen

hinsichtlich der Induktion von Zytokinen sind derzeit in Bearbeitung.
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5 Diskussion

Jahrzehnte war die Aufklarung der Pathogenese der Tuberkulose und die Entwicklung neuer
antituberkuldser Medikamente und Testsysteme auf die Analyse klinischer Laborstdmme wie
CDC1551 und H37Rv fokussiert. Diese Referenzstamme reprasentieren jedoch nur einen
kleinen Teil der genetischen und biologischen Diversitét klinischer Isolate (52). In den letzten
Jahren sind daher Untersuchungen zur natirlichen Variabilitat von MTBK Stammen in den
Fokus intensiver Forschung gerickt (20,111,119). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
genetische und biologische Diversitat Klinischer Isolate der weltweit am haufigsten
vorkommenden Genotypen des MTBKs analysiert. Dabei konnten erste Erkenntnisse
hinsichtlich der Bedeutung des genetischen Hintergrunds eines Stammes fiir die Regulation
der Genexpression im Flussigkultur - und Makrophagen - Modell gewonnen werden. Darlber
hinaus zeigte sich, dass die genetische Variabilitat nicht nur die transkriptionelle Regulation
mafgebend beeinflusst, sondern auch ein unterschiedliches, immunmodulatorisches

Potential bedingt.
5.1 Genetische Diversitat

Sequenzvariationen des Genoms und die daraus resultierende genetische Diversitat
innerhalb eines Genus sind Ergebnisse von Mutations - und Rekombinationsereignissen. Im
Gegensatz zu vielen anderen Bakterien weisen Stamme des MTBKs eine geringere
Sequenzvariabilitat auf und werden daher als genetisch monomorph bezeichnet (3).
Aufgrund der strikten Klonalitat und den vergleichsweise geringen Sequenzunterschieden
wurde die genetische Diversitdt von Stammen des MTBKs und ihre phéanotypischen
Konsequenzen viele Jahre als vernachlassigbar betrachtet (108,151). Neue Studien deuten
jedoch an, dass Kklinische Isolate eine groRere genetische Diversitat aufweisen als
urspriinglich angenommen und diese funktionelle Konsequenzen hat (70,177).

Um diese Frage weiter zu analysieren, wurden in dieser Arbeit vergleichende
Sequenzanalysen von 29 Genen in 58 klinischen Isolaten sowie in den Referenzstammen
M. tuberculosis H37Rv, M. bovis ATCC und M. africanum ATCC durchgefihrt. Einige
Ergebnisse dieser Analysen sind in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von S. Gagneux
entstanden und in einer gemeinsamen Publikation beschrieben (vier der hier analysierten
Stamme, 11 der hier beschriebenen Gene (70)).

Die in dieser Arbeit untersuchten Gene reprasentieren eine Auswahl unterschiedlicher
Genklassen, die zum Beispiel Gene verschiedener Stoffwechselwege, Gene mit funktioneller
Bedeutung bei der Reaktivierung latenter M. tuberculosis Erreger oder Gene der PE und

PPE Gruppe (Prolin - Glutaminsaure, Prolin - Prolin - Glutaminsaure) einschliel3en.
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Insgesamt konnten Sequenzdaten mit einer Gro3e von 18598 bp/Stamm generiert werden.
Dabei wurden 148 Mutationen identifiziert, von denen 87 zu einer verdnderten
Aminoséauresequenz fiinrten. Daraus ergab sich eine Mutationsrate von 7,96 x 10°/bp. Diese
Daten korrelieren mit der von Hershberg et al. publizierten Studie, in der 488 Mutationen bei
einem Sequenzdatensatz von 65829 bp/Stamm nachgewiesen werden konnten
(7,41 x 10%bp, (70)). Die hier gefundene Mutationsrate fir MTBK Stamme erscheint im
Vergleich zu Mutationsraten anderer, genetisch monomorpher Bakterien deutlich erhdht.
Roumagnac et al. beschrieben zum Beispiel fur Salmonella enterica Typhi basierend auf der
Analyse von 200 Genen, die konstitutiv exprimierte Gene, Strukturgene, Virulenz -
assoziierte Gene, Pseudogene und Regulatoren einschlossen, eine Mutationsrate von
0,924 x 10%bp (132). Im Vergleich zu vielen anderen, nicht genetisch monomorphen
Bakterien wie Heliobacter pylori (466 x 107/bp) ist die in dieser Arbeit definierte
Mutationsrate fur MTBK Stamme jedoch sehr gering (3,95).

Die Sequenzanalyse unter Ausschluss der hoch diversen M. canettii Stammen ergab eine
geringere Mutationsrate von 5,44 x 10%bp. Auch dieser Wert entsprach den von
Hershberg et al. veréffentlichen Daten (5,60 x 10°/bp), liegt jedoch um Faktor 6 héher als die
beschriebenen Werte in Salmonella enterica Typhi (70,132). Ob sich die in dieser Arbeit
gefundenen Mutationsraten fur das gesamte mykobakterielle Genom bestatigen, missen
allerdings zukiinftige Genomsequenzierungen zeigen.

Von den 148 identifizierten Mutationen besaf3en 87 (58,78 %) eine funktionelle Bedeutung,
wahrend 61 (41,22 %) zu keiner Veranderung in der Aminoséuresequenz fuhrten. Daraus
ergibt sich ein Verhaltnis von nicht - synonymen zu synonymen Veréanderungen von 1,43.
Dieser Wert korreliert mit den in der Literatur beschriebenen Sequenzdaten fir M. bovis
(1,52) und CDC1551 (1,69) im Vergleich zum H37Rv Referenzstamm (48,58). Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen somit die Hypothese einer reduzierten purifying selection
in Klinischen MTBK Isolaten aufgrund der geringen effektiven Populationsgrofe und der
durch den Ubertragungsmodus vielféltigen bottleneck Ereignissen, die letztendlich in einer
hohen Rate an funktioneller Diversitat resultiert.

M. canettii Stamme zeigten in den untersuchten Genen die grofdte genetische Variabilitat.
Insgesamt konnten 19 funktionelle und 25 synonyme Mutationen nachgewiesen werden, von
denen 17 phylogenetisch informativ waren (Abb. 4.4). Das Verhdltnis von nicht - synonymen
zu synonymen Mutationen fir die in dieser Arbeit untersuchten M. canettii Isolate betragt
0,76 und ist damit im Vergleich zu anderen Stammen des MTBKs um den Faktor 2 geringer.
Die hohe Sequenzvariabiltat und die geringere Rate von nicht - synonymen Mutationen
belegen ein deutlich hdéheres, evolutionéres Alter von M. canettii Stdmmen im Vergleich zu

anderen Stammen des MTBKs.
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Diese Daten korrelieren mit der von Gutierrez et al. 2005 verdffentlichten Studie von sechs
konstitutiv exprimierten Genen, in der gezeigt werden konnte, dass M. canettii Stamme
zusammen mit anderen smooth tubercle bacilli zur so genannen pre - bottleneck Linie
(M. prototuberculosis) gehoren, aus der die heutigen MTBK Stamme wie z.B.
M. tuberculosis, M. africanum und M. bovis hervorgingen (68). Dieses evolutionare Szenario
konnte in weiteren Studien basierend auf der Diversitat von MIRU - VNTR Markern (177)
oder MLSA Daten (70) validiert werden.

Darlber hinaus bestéatigen die Ergebnisse dieser Arbeit zum ersten Mal basierend auf
Sequenzdaten die in der Literatur beschriebene Populationsstruktur von MTBK Stammen,
d.h. die Einteilung von klinischen Isolaten in zwei phylogenetischen Gruppen, sechs
Hauptlinien und einer Vielzahl von Genotypen (siehe Abb. 4.3; (55,70,177)).
Genotypspezifische und genotyplbergreifende Sequenzvariationen traten z.B. in
M. africanum Stammen oder in den tierpathogenen Erregern auf (Abb. 4.4) und belegen
deren nahe Verwandschaft. Diese Ergebnisse korrelieren mit der von Wirth et al.
vertffentlichten, auf MIRU - VNTR Analysen basierende Studie von 355 Isolaten, in der
ebenfalls zwei phylogenetische Gruppen identifiziert werden konnten (clade 1, clade 2).
M. africanum und alle tierpathogenen Erreger sind der Gruppe 2 zuzuordnen (177). Alle
M. tuberculosis Isolate mit Ausnahme von M. tuberculosis EAI Stdmmen gehdren zur
phylogenetischen Gruppe 1. Gemeinsame Mutationen in allen M. africanum, M. canettii und
tierpathogenen Erregern sowie in allen M. tuberculosis EAI, Beijing und Dehli/CAS Stammen
definieren die von Gagneux et al. beschriebene Euro - American Linie (55).

Insgesamt konnten in dieser Arbeit 57 phylogenetisch informative Mutationen nachgewiesen
werden, von denen 45 als genotypspezifische und 12 als genotypibergreifende
Sequenzvariationen beschrieben wurden (Abb. 4.4). Basierend auf diesen Daten ist es
erstmalig gelungen, einen Algorithmus zu erarbeiten, der Uber die Sequenzierung von nur
funf Genen eine eindeutige Differenzierung fast aller in dieser Arbeit untersuchten
Genotypen ermoglicht (Abb. 4.5).

Als so genannte gold standards kommen heutzutage vorrangig Spoligo - und MIRU - VNTR
Typisierungmethoden zur Differenzierung von MTBK Stammen zum Einsatz, da eine
sequenzbasierte Genotypisierung klinischer Isolate durch z.B MLSA bislang eine zu geringe
Auflésung besal3. Wie jedoch die von Comas et al. kirzlich veréffentlichte Studie zeigte,
weisen im Gegensatz zu den klassischen Typisierungsmethoden sequenzbasierte Methoden
wie SNP Assays einen geringeren Homoplasieindex auf und eignen sich daher deutlich
besser fur phylogenetische Untersuchungen (29), da sie einen bestimmten Genotyp sicher
definieren. Der beschriebene, sequenzbasierte Assay kdnnte somit als schnelle und
kostengiinstige Methode fir die valide Identifizierung von MTBK Genotypen in zuklnftigen

epidemiologischen Studien Anwendung finden.
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Daruber hinaus bieten die in dieser Arbeit gefundenen Sequenzvariationen die Basis fur die
Etablierung von Hochdurchsatz - Assays z.B. basierend auf dem SNPPlex™ System von
ABI, welches die simultane Analyse von bis zu 50 SNPs aus einer Probe erméglicht.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fur einzelne Genklassen ausfuhrlich diskutiert.
5.1.1 Diversitat in Strukturgenen

An der Synthese von Lipoarabinomanan (LAM) und dessen Vorlaufermolekile sind unter
anderem Gene des pimA Operons (Rv2609c - Rv2613c) beteiligt. Die Sequenzanalyse
ergab wenige Sequenzvariationen. Insgesamt konnten drei genotypspezifische Mutationen
nachgewiesen werden, von denen nur eine in einer veradnderten Aminosauresequenz
resultierte. Auch die Anzahl von Sequenzvariationen in einzelnen Stammen war
vergleichsweise gering. Demnach ist die Lipoarabinomannansynthese Uber den pimA
Syntheseweg hoch konserviert. Diese Beobachtung korreliert mit den von Sreevatsan et al.
1997 und von James Musser 2001 publizierten Daten, die ergaben, dass Strukturgene
wenige Sequenzvariationen zeigen (108,151). Dem gegeniber stehen jedoch die in dieser
Arbeit identifizierten Mutationen in pimB, welches als Mannosyltransferase ebenfalls an der
Synthese bzw. Modifizierung von LAM beteiligt ist. Es wurden acht genotypspezifische
Mutationen nachgewiesen, von denen sechs zu einer veranderten Aminosauresequenz
fuhrten. Welche Bedeutung der Austausch von Aminosauren fir die Funktion der
Mannosyltransferase hat und welche Folgen sich fir die LAM - Synthese daraus ergeben,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. Dass Verdnderungen von
Zellwandbestandteilen jedoch erhebliche klinische Konsequenzen haben kdnnen, zeigen die
Mutationsstudien zur Ethambutol Resistenz, bei der Sequenzveranderungen im embB Gen
Zu einer veranderten transmembranen Arabinosyltransferase fihren und damit Resistenz
vermitteln (125,126). Die Analyse der funktionellen Bedeutung von genotypspezifischen

Polymorphismen in pimB fir die LAM Synthese ist Gegenstand zukuinftiger Arbeiten.

5.1.2 Diversitat in Reaktivierungsgenen

Die Analyse der rpf Gene ergab nicht nur eine Vielzahl von phylogenetisch informativen
Sequenzvariationen, sondern identifizierte auch zahlreiche Mutationen in einzelnen
Stammen. Insgesamt fihrten 18 der 24 beschriebenen Mutationen zu einem
Aminosaureaustausch. Der hohe Anteil von Sequenzvariationen mit funktioneller Bedeutung
korreliert mit Studien, die rpf Gene als funktionell redundant beschreiben (39,79), d.h.
Sequenzveranderungen, die zu Struktur - oder Funktionsveranderungen fiihren, kénnen

toleriert werden, da diese Gene und ihre Produkte nicht essentiell sind (139).
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Rpfs kodieren fur Pepdidoglykan - hydrolisierende Enzyme (79,84,157). Durch die Spaltung
von B - 1,4 - glykosidischen Bindungen im Peptidoglykan - Rlckgrat wird die
Zellwandstruktur gelockert und auf diese Weise das Wachstum erleichtert (80).
Koltunov et al. zeigten fur Micrococcus luteus, dass Rpfs eine lysozym - ahnliche Doméne
besitzen, die Uber eine Linkersequenz mit einem so genannten LysM Motiv verbunden sind.
Sequenzvariationen traten vorrangig in der Linkersequenz auf. Die lysozym - &hnliche
Doméne und das LysM Motiv zeigten hingegen nur wenige Veranderungen (88). Weiterhin
postulierten Koltunov et al., dass diese Linkerbereiche eine bedeutende Rolle bei der
Adaption an bestimmten Umweltbedingungen spielen (88). Die rpf Gene von Isolaten des
MTBKs weisen eine ahnliche Struktur wie in Micrococcus luteus auf (84,133). Ob die in
dieser Arbeit beschriebenen Mutationen ebenfalls vorangig in so genannten Linkerbereichen
auftreten und welche Bedeutung sie fir die Adaption an Umweltbedingungen oder der
Wirt - Pathogen Interaktion haben, wird zurzeit in Zusammenarbeit mit dem EMBL Hamburg

(The European Molecular Biology Laboratory) untersucht.

5.1.3 Diversitat in Stoffwechselgenen

Keating et al. beschrieben 2005, dass Mutationen in Rv3696¢ und in Rv1617 zu einem
Pyruvat - abhangigen Wachstum bestimmter Spezies des MTBKs in Flussigkulturmedium
fuhren (83). Rv3696¢ kodiert fur eine Glycerolkinase (glpK), die die Phosphorylierung von
Glycerol zu Glycerol - 3 - Phosphat katalysiert und somit die Synthese von Pyruvat aus
Glycerol initiert. Eine G - Insertion in Codon 191 verursacht eine Leserasterverschiebung,
woraus eine inaktive Gylcerolkinase resultiert. Stamme, die diese Mutation tragen, bendétigen
daher fur ein effizientes Wachstum zusétzlich Pyruvat im Kulturmedium. G - Insertionen
wurden u.a. fur M. bovis, M. microti und M. africanum Stamme nachgewiesen (83).

Die in dieser Arbeit erhobenen Sequenzdaten fur Rv3696c zeigten eine Vielzahl von
Sequenzvariationen in tierpathogenen und in M. africanum Stammen. Neben der
beschriebenen G - Insertion in Codon 191 konnten zusétzlich G - Deletionen in Codon 190
nachgewiesen werden, die ebenfalls zu einer Leserasterverschiebung und damit zur
Inaktivierung der Glycerolkinase fuhrten. Einige der untersuchten M. africanum und M. bovis
Stamme entsprachen jedoch der H37Rv Wildtypsequenz. Daher sind die beschriebenen
Mutationen nicht genotypspezifisch, sondern treten stammspezifisch nur bei bestimmten
klinischen Isolaten auf. Diese Beobachtung korreliert mit der von Keating et al. publizierten
Studie, in der fur ein klinisches M. bovis Isolat ebenfalls keine Insertion nachgewiesen

werden konnte (83).
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Rv1617 kodiert fir eine Pyruvatkinase (pykA), die die Herstellung von Pyruvat aus
Phosphoenolpyruvat katalysiert. Mutationen in Codon 220 (E220D) in M. bovis, M. microti
und M. africanum fiihren zu einem Aminosaureaustausch im aktiven Zentrum und somit zur
Inaktivierung des Enzyms (83). In dieser Arbeit wurde eine Sequenzverdnderung in
Codon 220 fur alle tierpathogenen und M. africanum Stdmme bestétigt. Neben den von
Keating et al. untersuchten M. microti und M. bovis Stdmmen zeigten auch alle M. caprae
und M. pinnipedii Isolate die Sequenzvariation (83). Einzige Ausnahme stellte der M. bovis
ATCC Referenzstamm dar, fir den eine synonyme Verdnderung in Codon 220
nachgewiesen werden konnte. Diese Beobachtung korreliert mit der in der Literatur
beschriebenen Adaption von Referenzstammen an Kultivierungsbedingungen (52). Es ist
denkbar, dass der M. bovis ATCC Referenzstamm aufgrund der haufigen Kultivierung eine
weitere Mutation erwarb, die die Funktionsweise der Pyruvatkinase wiederherstellte.

Insgesamt lasst sich aus dem Nachweis von Mutationen in allen tierpathogenen und
M. africanum Stammen schlussfolgern, dass die Sequenzveranderung in Codon 220 des
pykA Gens die genetische Ursache fir ein Pyruvat - abhangiges Wachstum Klinischer Isolate
in  Flussigkulturmedium ist und nicht die Mutationen in Rv3696¢c, die zu

Leserasterverschiebungen fiihren.
5.1.4 Diversitat in Genen mit immunmodulatorischer Bedeutung

Genetische Variationen von Antigenen ermdglichen Pathogenen, die immunmodulatorische
Antwort des Wirts zu beeinflussen. Sequenzveranderungen treten daher in diesen Genen
haufiger auf als in anderen Genklassen (34). Die Sequenzanalyse von Rv0288 und Rv1980c
ergab drei genotypspezifische Mutationen und eine stammspezifische Variation. Insgesamt
wiesen also die in dieser Arbeit untersuchten Gene im Gegensatz zu Antigenen anderer
Pathogene eine geringe genetische Diversitat auf. Diese ersten Ergebnisse lassen vermuten,
dass Antigene in MTBK Stammen wie Strukturgene hoch konserviert sind.

Ahnliche Beobachtungen konnten von Holt et al. 2008 fiir Salmonella enterica Typhi
publiziert werden (72). Auch bei diesem Organismus traten wenige Sequenzvariationen in
Antigenen auf. Weitere Analysen in MTBK Stammen zur genetischen Variabilitat von
Antigenen und ihre immunmodulatorische Bedeutung kdnnten daher eine zentrale
Fragestellung fur zuktnftige Arbeiten sein.

Die PE und PPE Genfamilie umfasst 10 % der kodierenden Regionen des mykobakteriellen
Genoms (26). Die Funktionen vieler dieser Gene sind derzeit nicht bekannt, werden aber
immer haufiger mit pathogenen Eigenschaften von Stammen des MTBKSs in Verbindung
gebracht. Zum Beispiel induziert der in der Literatur beschriebene Proteinkomplex

PE25/PPEA41 eine verstarkte humorale und zellvermittelte Immunantwort (2,24,163).
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Die Sequenzanalyse von Rv2430c (ppe4l) und Rv2431c (pe25) ergab wenige Variationen.
Die Gene sind demnach hoch konserviert. Diese Daten entsprechen den Beobachtungen fir
Antigene, die ebenfalls eine geringe genetische Variabilitat aufwiesen. Es ist zu vermuten,
dass Mutationen, die zu immunmodulatorischen Veranderungen fihren, nicht toleriert
werden und einem selektiven evolutiondren Druck unterliegen. Diese Beobachtung ist fir die
Entwicklung von neuen diagnostischen Tests von grof3er Bedeutung. Ein universelles
Antigenrepertoire von Stammen des MTBKSs fiihrt zu einem universellen Antikérperepertoire

im Wirt, die den Nachweis von MTBK Stammen Uber bestimmte Antikorper erleichtert.

5.1.5 Diversitat in Virulenz - assoziierten Genen

Gegenwartig wird die Assoziation verschiedener Genotypen mit einem virulenten Phanotyp
in der Literatur intensiv diskutiert (32,111,119,165). Die Bedeutung der genetischen
Diversitat hinsichtlich pathogener Eigenschaften bestimmter Kklinischer Isolate wurde
hingegen kaum untersucht. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob klinische
Isolate in beschriebenen Virulenzgenen variabel sind.

Eines der wenigen bekannten Beispiele ist das Virulenz - assoziierte phenolische Glykolipid
(PGL), das durch die Polyketidsynthase pksl5/1 (Rv2946c) synthetisiert wird (129).
Deletionen in pksl15/1 fuhren zur Inaktivierung des Enzyms und inhibieren somit die PGL
Synthese. Es wurde gezeigt, dass Stamme der Euro - American Linie eine 7 bp Deletion
aufweisen und dadurch PGL nicht synthetisieren kdnnen (129). Stamme des Beijing oder
EAl Genotyps besitzen hingegen eine funktionelle Polyketidsynthase. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte Sequenzanalyse bestétigte die in der Literatur beschriebene 7 bp Deletion in
Stdmmen der Euro - American Linie sowie eine 6 bp Deletion in allen RD9" Stammen
(Ausnahme M. africanum West African 1).

Sinsimer et al. zeigten 2008, dass PGL die Zytokinantwort in humanen Monozyten
modulieren kann (146). Im Gegensatz zu friheren Arbeiten, die eine geringere TNFa - und
IL12 - Induktion durch PGL - synthetisierenden Stammen postulierten (100), konnte ein
immunmodulatorischer Effekt nicht fir alle PGL synthetisierende Stamme nachgewiesen
werden (146). Zusatzlich konnte ein Zusammenhang zwischen der Modulation der
Zytokinantwort Uber PGL und dem genetischen Hintergrund eines Stammes gezeigt werden
(146). Die Synthese von PGL fuhrt also nicht zwangslaufig zu einem hypervirulenten
Phanotyp. Die von Sinsimer et al. veroffentlichten Daten beruhen auf der Analyse weniger
klinischer Isolate (146). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das TNFa induzierende Potential
von 48 pks15/1" und pks15/1, klinischen Isolaten, die 17 unterschiedliche Genotypen
reprasentieren, untersucht und ein Zusammenhang zwischen dem genetischen Hintergrund

eines Stammes und seinem immunmodulatorischen Potential bestatigt.
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Es konnten gruppen - und genotypspezifische Unterschiede in der TNFa Induktion
nachgewiesen werden (siehe 4.3 und 5.4).

Ein weiteres Beispiel fur Virulenz - assoziierte Gene ist das mgtC Gen, das eine Magnesium
- Transport - P - Typ - ATPase kodiert und in vielen Organismen als wichtiger Virulenzfaktor
beschrieben wurde. Zahlreiche Studien zu intrazellularen Pathogene wie Yersinia pestis,
Brucella melitensis, Salmonella enterica oder M. tuberculosis zeigten, dass MgtC fir das
intrazellulare Uberleben im Makrophagen von entscheidener Bedeutung ist (5,13,127,131).
Phagosomen weisen eine geringe Magnesiumkonzentration auf (18), die intrazellulare
Pathogene durch einen erhdhten Magnesiumtransport tUber MgtC zum Erhalt wichtiger
Zellfunktionen ausgleichen versuchen. Wie z.B. fir Salmonellen beschrieben, fihrt eine
Inaktivierung von MgtC zur Inhibierung der intraphagosomalen Replikation und ist daher von
grof3er Klinischer Bedeutung (13,131).

Alix et al. beschrieben 2006 eine M. tuberculosis Haarlem genotypspezifische
Sequenzvariation in mgtC (Rv1811) (6). Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Sequenzanalyse
konnte dartber hinaus auch genotypspezifische Mutationen fir M. tuberculosis LAM,
M. africanum West African 1a und West African 2 sowie fir M. canettii Stamme identifizieren.
Eine Vielzahl von phylogenetisch informativen Mutationen sowie Sequenzvariationen in
einzelnen Stammen konnte auch im pknG Gen (Rv0410c) nachgewiesen werden, das die
Proteinkinase G kodiert. Walburger et al. zeigten 2004, dass PknG sekretiert, die
Phagosomen - Lysosomen Fusion tUber Phosphorylierung von Wirtsproteinen inhibiert und
somit ein intrazellulares Uberleben des Pathogens ermdglicht wird (170). Stamme mit einer
inaktiven Proteinkinase G kdnnen die Phagosom - Lysosom Fusion nicht inhibieren und
werden abgebaut (170). Acht der 26 in dieser Arbeit identifizierten genotyp - oder
stammspezifischen Mutationen flihrten zu einem Aminosaureaustausch.

Wie diese Beispiele zeigen, weisen Virulenz - assoziierte Gene eine Vielzahl von Mutationen
auf, die oftmals zu einer veranderten Aminosauresequenz fuhren. Ob diese
Sequenzvariationen jedoch in verdnderten, biologischen Merkmalen oder virulenten
Eigenschaften von Stammen resultieren, soll in zukinftigen Arbeiten thematisiert werden.
Einen ersten Anhaltspunkt bieten jedoch die im Folgenden diskutierten Wachstumsanalysen
klinischer Isolate (5.2). Zum Beispiel zeigten Haarlem Stamme, die eine funktionelle Mutation
in mgtC aufweisen, ein deutlich besseres Wachstum in aktivierten, murinen Makrophagen als
die Referenzstdmme H37Rv und CDC1551.
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Im Gegensatz dazu ergaben die Wachstumsanalyse von M. tuberculosis EAI und
M. africanum West African 2 Stammen, die funktionelle, genotypspezifische Mutationen in
pknG aufweisen, ein eingeschranktes Wachstum im murinen Makrophagen - Modellsystem.
Ob die beschriebenen Mutationen im direkten, urséachlichen Zusammenhang mit einem
veranderten Wachstumsverhalten stehen und damit fiir das intraphagosomale Uberleben

von MTBK Stammen von Bedeutung sind, missen zuklnftige Arbeiten zeigen.
5.2 Wachstumsanalysen klinischer M. tuberculosis Komplex Stamme

Die wenigen, in der Literatur beschriebenen Wachstumstudien klinischer MTBK Isolate
zeigten einen ersten Zusammenhang zwischen bestimmten Genotypen und
Wachstumsprofilen in verschiedenen Modellsystemen (23,122,160,178). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden Wachstumsanalysen von Stdmmen funf verschiedener Genotypen in
Flissigkulturmedium sowie in murinen, ruhenden und aktivierten Makrophagen durchgeftihrt.
Unter Flussigkulturbedingungen konnten keine signifikanten Wachstumsunterschiede in
klinischen Isolaten nachgewiesen werden.

Dem gegeniber stehen die Ergebnisse der Wachstumsanalysen in murinen Makrophagen.
Dabei zeigten M. africanum und M. tuberculosis Stamme der phylogenetischen Gruppe 2
deutliche Wachstumsdefizite im Vergleich zu M. tuberculosis Isolaten der phylogenetischen
Gruppe 1. Die beschriebenen Wachstumsunterschiede wurden durch die Aktivierung der
Makrophagen noch deutlicher. Die verstéarkte, stressinduzierende Umgebung in aktivierten
Makrophagen akzentuiert die Virulenzunterschiede Kklinischer Isolate. So zeigten
M. tuberculosis Haarlem Stdmme in aktivierten Makrophagen ein besseres Wachstum als
M. tuberculosis Beijing Isolate und sind, in dem hier genutzten Zellsystem, die Stamme mit
der hochsten Virulenz. Diese Beobachtung steht im Widerspruch mit vorherigen Studien
(94,180), in denen ein verstarktes Wachstum und eine damit verbundene Hypervirulenz von
Beijing Stammen beschrieben wurden.

Diese diskrepanten Ergebnisse kdnnten zum einen auf unterschiedliche Modellsysteme
beruhen, zum anderen auf die von Theus et al. 2007 beschriebenen,
subgruppenspezifischen Wachstumsunterschiede innerhalb eines Genotyps in THP1 - Zellen
(159).

In jedem Fall bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Bedeutung des genetischen
Hintergrunds eines Stammes fiir sein intrazellulares Wachstum und Uberleben. Generelle
Schlussfolgerungen zur Virulenz Klinischer Isolate basierend auf Analysen in
Modellsystemen erscheinen im Hinblick auf die diskrepanten Ergebnisse derzeit verfriht.
Eine vertiefende Analyse genotypspezifischer Wachstumsunterschiede in verschiedenen
Modellsystemen wie z.B. humanen und murinen Makrophagen soll daher in zukinftigen

Studien thematisiert werden.
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5.3 Transkriptionsanalysen

Die in der Literatur beschriebenen Genexpressionsstudien basieren fast auschlieBlich auf
der Analyse von M. tuberculosis und M. bovis Referenzstammen unter verschiedenen
Laborbedingungen (50,60,86,143,169). Vergleichende Analysen von Patientenisolaten, die
die transkriptionelle Diversitat von MTBK Stammen beschreiben, sind hingegen kaum
vorhanden.

Gao et al. verdffentlichten 2005 eine erste Genexpressionsstudie zu klinischen Isolaten und
den Referenzstammen H37Rv, H37Ra und CDC1551, die in Flussigkulturmedium kultiviert
wurden (57). Eine genotypspezifische Charakterisierung der untersuchten Stdmme fehlte
jedoch. Genexpressionsdaten hinsichtlich bestimmter Genotypen wurden zum Beispiel von
Reed et al. 2007 beschrieben, die basierend auf Real Time PCR Daten die Uberexpression
des DosR Regulons in W - Beijing Stammen zeigen konnten (130). Beide Studien liel3en
einen Zusammenhang zwischen der genetischen Diversitat klinischer MTBK Isolate und ihrer
transkriptionellen Regulation vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher
Transkriptionsanalysen von Stammen funf verschiedener Genotypen in Flissigkulturmedium

und in murinen Makrophagen durchgefihrt.
5.3.1 Transkriptionsanalysen in Flussigkulturmedium

In einem ersten Schritt wurden Genexpressionsprofile von 15, in Flissigkultur gewachsenen,
klinischen Isolaten funf verschiedener Genotypen sowie des Referenzstammes H37Rv
erstellt. Die Analyse erlaubt die Beschreibung von gruppen -, genotyp - und
stammspezifischen, transkriptionellen Unterschieden und gewdhrte damit einen ersten
Einblick in die transkriptionelle Diversitat klinischer MTBK Isolate.

Die Transkriptionsmuster reflektieren die beschriebene Phylogenie von MTBK Stammen.
Insgesamt identifizierten die Varianzanalysen 156 gruppen -, 364 genotyp - und 195
stammspezifische Gene mit signifikanten Genexpressionsunterschieden.

Unter den gruppenspezifischen, tberexprimierten Genen konnte das narGHIJ Operon in
Stammen der phylogenetischen Gruppe 1 nachgewiesen werden. Stamme der
phylogenetischen Gruppe 2 zeigten keine erhdhte Expression. Das narGHIJ Operon kodiert
Proteine fur die Nitratreduktion, die dem Pathogen ermdoglicht, unter anaeroben Bedingungen
Nitrat zur Energiegewinnung zu nutzen (150). Unter aeroben Bedingungen sind nur einige
Mykobakterien in der Lage, Nitrat zu verstoffwechseln (168), worauf der auch heute noch in
der Diagnostik verwendete Nitratreduktaseaktivitattest beruht. M. africanum West African 2
und alle tierpathogenen Erreger sind Nitratreduktase negativ, wahrend in M. tuberculosis und

M. africanum West African 1 Stamme eine Nitratreduktaseaktivitdt nachzuweisen ist.
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Als molekulare Ursache wurde ein Einzelbasenaustausch im Promotorbereich des narGHIJ
Operons beschrieben (59,152,153). Fir die Referenzstdmme H37Rv und Erdmann sowie fur
klinische M. tuberculosis Isolate konnten im Vergleich zu M. africanum, M. bovis, M. bovis
BCG sowie M. microti Stimmen Mutationen in der Promotorregion (C zu T -215)
nachgewiesen werden (152,153). Eine genotypspezifische Klassifizierung der
M. tuberculosis und M. africanum Isolate erfolgte hierbei nicht. Goh et al. detektierten in ihrer
2005 verdffentlichten Studie auch keine Sequenzverdnderung an Position -215 in
M. pinnipedii, M. canettii und M. tuberculosis EAI Stammen (59). Die beschriebene Mutation
stellt also einen phylogenetischen Marker von Stammen der Gruppe 1 dar.

Erste vergleichende Genexpressionsanalysen von M. tuberculosis H37Rv und M. bovis
sowie M. bovis BCG Pasteur zeigten eine erhéhte Expression der narGHIJ Operons in
M. tuberculosis (149). Demnach resultiert die identifizierte Mutation in einer erhdhten
Genexpression und damit in einer erhdhten Nitratreduktaseaktivitdt in M. tuberculosis
H37Rv. Die in dieser Arbeit untersuchten M. africanum West African 2 und M. tuberculosis
EAl Isolate gehdren wie M. bovis Stdmme zur phylogenetischen Gruppe 2 (177). Am Beispiel
des narGHIJ Operons konnte folglich ein direkter Zusammenhang zwischen genetischer und
biologischer Diversitdt hergestellt werden. Warum M. tuberculosis EAI Stamme trotz
fehlendem Polymorphismus und geringerer Genexpression Nitratreduktaseaktivitat
aufweisen, ist derzeit nicht bekannt. Kompensatorische Mechanismen, die die
Nitratreduktaseaktivitdt wiederherstellen, aber in Tierpathogenen und M. africanum
West African 2 Stammen fehlen, sind denkbar.

In Stdmmen der phylogenetischen Gruppe 2 konnte eine erhdhte Expression des mce4
Locus nachgewiesen werden. Mce4 kodiert Untereinheiten eines
Cholesterintransportsystems, welches fur das Uberleben in aktivierten Makrophagen von
entscheidener Bedeutung ist (77,120). Cholesterin kann zum einen als Kohlenstoffquelle zur
Energiegewinnung dienen. Zum anderen kann die C - 26 Seitenkette als Bestandteil von
Zellwandlipiden wie PDIM genutzt werden (105,120). Die erhdhte Expression des mce4
Locus in Flussigkulturmedium kénnte einen ersten Hinweis auf eine veranderte Synthese
von Zellwandbestandteilen in Stammen der phylogenetischen Gruppe 2 geben, da der
Abbau von Cholesterin zur Energiegewinnung aufgrund anderer Kohlenstoffquellen in
Flissigkulturmedium nicht essentiell ist.

Zu den Genen mit genotypspezifischen Genexpressionsmuster zahlt das virs - mymA
Operon, welches eine erhdhte Expression in allen M. tuberculosis EAI Stammen aufwies.
VirS (Rv3082c) kodiert einen Transkriptionsfaktor, der das mykobakterielle
Monooxygenase A (mymA) Operon reguliert (144), wobei VirS tber Phosphorylierung durch
die Proteinkinase K (pknK, Rv3080c) reguliert wird (92).
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Das mymA Operon ist fir den Erhalt der Mykolsdurestruktur und der Permeabilitat der
Zellwand bei Ansauerung im Phagosom verantwortlich (144). Bei Inaktivierung von mymA
kommt es zum Abbau der Pathogene in aktivierten Makrophagen (145). Die erhéhte
Genexpression des virS - mymA Operons konnte zu einer veranderten Zellwandstruktur in
M. tuberculosis EAI fuhren.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Varianzanalyse ergab auRerdem einen héheren Anteil
genotypspezifischer Genexpressionsmuster in M. africanum und M. tuberculosis EAI Isolaten
im Vergleich zu Stammen der phylogenetischen Gruppe 1. Diese Daten korrelieren mit den
Ergebnissen der unter 5.1 beschriebenen Sequenzanalyse. Stamme der phylogenetischen
Gruppe 2 weisen im Vergleich zu Stammen der phylogenetischen Gruppe 1 eine gréRere
genetische Distanz zu den Referenzstammen auf, die sich auf Transkriptionsebene
widerspiegelt.

Als Beispiel stammspezifischer Genexpressionsregulation ist das fabGl - inhA - hemZzZ
Operon zu nennen. In einem M. africanum West African 2 Stamm konnte eine erhdhte
Expression nachgewiesen werden. Die Sequenzanalyse der Promotorregion des
fabG1 - inhA Gens identifizierte einen C zu T Austausch an Position -15, die die erh6hte
Genexpression erklart. InhA kodiert fir eine NADH - abhangige Enoyl - ACP - Reduktase,
die an der Biosynthese von Mykolsdure beteiligt und Zielstruktur des Erstrangmedikaments
INH ist (107). Eine erhthte Expression fuhrt zur Resistenz gegeniber INH. Die
Empfindlichkeitstestung dieses Stammes bestétigte einen resistenten Phénotyp. Die
durchgefuhrten molekularbiologischen Analysen korrelieren folglich mit der ph&notypischen
Charakterisierung.

Weitere Sequenzanalysen von Promotorbereichen differentiell exprimierter Gene sind in
zuklnftigen Arbeiten geplant, um weitere Zusammenhéange zwischen
Sequenzveranderungen, Genexpressionsvariationen und phanotyischen Eigenschaften von

Stammen zu erklaren.
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5.3.2 Transkriptionsanalysen in murinen Makrophagen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Genexpressionsanalysen in Flussigkulturmedium geben
einen ersten Einblick Gber die transkriptionelle Diversitat klinischer MTBK Isolate. Jedoch
reflektieren diese Experimente nicht die eigentliche Infektionssituation im Menschen. Um
sich dieser Situation anzundhern, wurden in einem weiteren Schritt Transkriptionsanalysen
im murinen Makrophagen - Modellsystem durchgefihrt.

Makrophagen sind die Wirtszellen mykobakterieller Erreger. Bei priméarer Infektion des
Menschens mit pathogenen Mykobakterien werden diese zunachst von in den Alveolen
persistierenden Makrophagen phagozytiert. Nach Aktivierung der adaptiven Immunantwort
erfahren die intrazellularen Pathogene aufgrund verstarkter antimikrobieller Aktivitaten eine
erhdhte stressinduzierende, intraphagosomale Umgebung. Die Pathogene treffen somit im
Verlauf der Infektion auf unterschiedliche Wirtszellen, an die sie sich entsprechend anpassen
missen. Zur Analyse der Genexpression in den verschiedenen Stadien, wurden in dieser
Arbeit Transkriptomstudien in ruhenden und in aktivierten Makrophagen durchgefihrt.

Durch diese Analysen ist es erstmalig gelungen, ein so genanntes Core Transkriptom zu
beschreiben, das 280 Gene umfasst, die unabhangig vom Aktivierungsstatus der
Makrophagen in fast allen untersuchten Stdmmen reguliert werden. Viele dieser Gene
(~ 25 %) sind am Lipidstoffwechsel und an der Zellwandmodifizierung beteiligt. Fur Gber
40 % diese Gene sind derzeit die Funktionen noch nicht bekannt. Die durch das Core
Transkriptom definierten Gene scheinen jedoch eine entscheidene Rolle fir das
intrazellulare Uberleben zu spielen. Als Virulenzfaktoren stellen sie potentielle Zielstrukturen
fur die Entwicklung neuer Medikamente oder Impfstoffe dar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zusatzlich, dass klinische Isolate ein individuelles
intrazellulares Genexpressionsprofil aufweisen. Mehr als 15 % aller Gene wurden
genotypspezifisch reguliert. Sie reprasentieren den variablen Teil des intrazellularen
Transkriptoms und haben eine deutlich geringere Bedeutung als potientielle Drug Targets.
Zielstrukturen, die nicht in allen klinischen Isolaten vorkommen oder gleichermaf3en reguliert
werden, konnten in einer fehlerhaften Diagnostik oder sogar in einer ineffektiven Therapie
resultieren. Zum Beispiel beschrieben Aagaard et al. 2004 zwei neue Antigene (Rv2653,
Rv2654), die fur die Entwicklung neuer diagnostischer Testsyteme genutzt werden
kénnten (1). Diese Gene gehéren jedoch zu der RD11 Region und sind daher in bestimmten
klinischen Isolaten nicht nachweisbar (55,162). Ein auf diesen Genen basierendes
Testsystem wiirde eine Vielzahl von Erregern nicht identifizieren. Auch das von Cohen et al.
2008 veroffentlichte, mathematische Modell zur Stammdiversitat beschreibt eindrucksvoll die
maglichen, diagnostischen Folgen, wenn die natirliche Variabilitat von Stammen des MTBKs

bei der Entwicklung neuer Testsysteme und Impfstoffe nicht berticksichtigt wird (25).
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Neben dem im Rahmen dieser Arbeit definierten Core Transkriptom und den variablen
Genexpressionsprofil verschiedener Genotypen konnten auch vom Aktivierungszustand der
Makrophagen abhangige Genexpressionsunterschiede in klinischen Isolaten nachgewiesen
werden. Diese Gene scheinen bei der Adaption der Stdmme an unterschiedlichen
intrazellul&ren Bedingungen eine entscheidene Rolle zu spielen.

Unter den in ruhenden Makrophagen héher exprimierten Genen konnten rpl und rps Gene
nachgewiesen werden, die eine verstarkte Proteinbiosynthese und ein damit verbundenes
gesteigertes Wachstum in nicht aktivierten Makrophagen signalisieren. Diese Beobachtung
korreliert mit den unter 5.2 diskutierten Wachstumsanalysen. In ruhenden Makrophagen
waren Wachstumsdefizite weniger stark ausgepragt als in aktivierten Makrophagen.

Ein weiteres Beispiel fir eine erhthte Genexpression in ruhenden Makrophagen sind
Eisenspeicherungsgene. Im Gegensatz zu ruhenden Makrophagen nutzen aktivierte
Makrophagen zur Wachstumskontrolle von Erregern die Reduktion der intraphagosomalen
Eisenversorgung (141,142,171). Eine erhthte Speicherung von Eisen in nicht aktivierten
Makrophagen scheint ein mykobakterielles Pathogenitatsmerkmal darzustellen, das einen
Eisenmangel vorbeugt und somit ein intraphagosomales Wachstum auch in aktivierten
Makrophagen gewahrleistet.

Zu den Genen, die eine erhdhte Induktion in aktivierten Makrophagen zeigten, zéhlen Gene
des Mycobactin Operon (mbt). Mbt Gene kodieren Siderophore, die dem Pathogen
ermdglichen, in einer eisenmangelhaften Umgebung wie z.B dem Phagosom zu uberleben
(33,141). Eine erhodhte Expression dieser Gene zeigt ebenfalls die bereits beschriebene
schlechtere Eisenversorgung in aktivierten Makrophagen.

Insgesamt bestétigen die Transkriptomdaten im murinen Makrophagen - Modellsystem auch
die in vorherigen Studien postulierte Adaption der verschiedenen, phylogenetischen MTBK
Gruppen an bestimmte humane Populationen (55,75). Die genetische Diversitat klinischer
Isolate spiegelt sich in der transkriptionellen Regulation wider. MTBK Stdmme passen sich in
Abhangigkeit vom Aktivierungsstatus der Makrophagen genotypspezifisch an die
intrazellulare Umgebung an.

Diese Beobachtung korreliert mit den erhohten Ubertragungsraten klinischer Stamme in
sympathischen Wirtspopulationen (z.B. Stamme der Euro - American Linie in Amerikanern,
(55)). Auch eine kurzlich verdffentlichte Studie, in der gezeigt werden konnte, dass
verschiedene Linien des MTBKs an bestimmte ethnische Gruppen angepasst sind und
Genvariationen im Wirt vor Infektion mit bestimmten mykobakteriellen Erregern schiitzen,
bestétigen einen Zusammenhang zwischen charakteristischen Eigenschaften der Wirtszelle
und pathobiologischen Merkmalen des Keims (75). Basierend auf diesen Daten soll in

zukinftigen Arbeiten die Wirt - Pathogen Interaktion weiter analysiert werden.
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5.4 Immunmodulatorisches Potential von M. tuberculosis Komplex

Stammen

TNFa, eines der wichtigsten Zytokine der inflammatorischen Immunantwort, ist an einer
Vielzahl immunmodulatorischer Zellprozesse wie der Aktivierung, Rekrutierung und
Differenzierung von Zellen des Immunssytems sowie an der Apoptose beteiligt (42). TNFa
wird primar von Makrophagen als immunologische Antwort auf pathogene Stimuli
ausgeschuttet. Aber auch aktivierte T - und B - Zellen sowie nattrliche Killerzellen sind in der
Lage, TNFa zu produzieren (117). Als trimeres Molekll kann TNFa als I6sliche Form oder als
transmembraner Faktor auftreten (4).

Bei der Tuberkuloseinfektion spielt TNFa eine herausragende Rolle (49). Zum einen ist es
mafdgeblich an der Granulombildung durch Induzierung einer schitzenden T - Helfer -
Zellantwort (Th1) beteiligt. Zum anderen kann es bei sehr hohen TNFa - Mengen zu starken
Gewebeschadigungen kommen (89,106). Die schwerwiegenden Folgen einer verédnderten
TNFa Antwort zeigten Studien zu chronischen Erkrankungen. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Patienten, die mit einer anti - TNFa Therapie behandelt wurden, ein erhéhtes
Risiko der Reaktivierung einer latenten Tuberkulose aufweisen (81,116). Es besteht
demnach ein direkter Zusammenhang zwischen der Induktion von TNFa und dem Verlauf
der Tuberkuloseinfektion, woraus sich die Frage ergibt, ob die Modulation der TNFa Antwort
als potentieller Virulenzmechanismus klinischer MTBK Isolate betrachtet werden kann.

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit das TNFa induzierende Potential von 48 klinischen
Isolaten in der THP1 - Zelllinien untersucht. Interessanterweise zeigten sich Unterschiede in
der TNFa Induktion in Abhangigkeit des Genotyps eines Stammes. So wurden in Stdmmen
der phylogenetischen Gruppe 2 eine geringere TNFa Induktion als in Stdmmen der Gruppe 1
nachgewiesen. Auch innerhalb der phylogenetischen Gruppe 1 konnten deutliche
Unterschiede detektiert werden.

Zum Beispiel wiesen einige Stamme der Euro - American Linie ein hdheres TNFa
induzierendes Potential auf als M. tuberculosis Beijing oder Dehli/CAS Isolate. Diese
Beobachtung korreliert mit der von Tanveer et al. kirzlich veréffentlichten Studie, in der sie
eine reduzierte TNFa Antwort in THP1 - Zellen nach Infektion mit klinischen Isolaten des
Beijing und CAS1 Genotyps zeigten (156). Auch die von Sinsimer et al. beschriebene
Modulation der TNFa Induktion Uber PGL (siehe 5.1.5) korreliert mit den in dieser Arbeit
gezeigten Daten (146). Die Sequenzanalyse der untersuchten Beijing und Dehli/CAS
Stamme ergab keine Deletion in pksl15/1, so dass diese Isolate vermutlich PGL

synthetisieren und somit eine geringere TNFa Antwort induzieren.
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Die Ergebnisse stehen jedoch im Widerspruch zu der von Chacén - Salinas et al. 2005
veroffentlichten Studie, in der eine héhere TNFa Induktion durch Beijing Stdmme im
Vergleich zu Nicht - Beijing Stammen in murinen Makrophagen nachgewiesen wurde (21).
Diese Unterschiede kdnnten zum einen mit der Verwendung verschiedener Zellsysteme,
zum anderen durch die unterschiedlichen Messzeitpunkte der Studien erklart werden.
Insgesamt zeigte die durchgeflihrte Analyse, dass Stamme unterschiedlicher Genotypen des
MTBKs eine unterschiedliche TNFa Antwort induzieren kénnen. Welche Rolle diese
Unterschiede fir die Modulation der Erkrankung und der Adaption an verschiedene Wirte
spielen, ist bislang nicht bekannt.

Erste Studien zeigten, dass eine frlhe TNFa Induktion ein besseres intrazellulares
Wachstum der Pathogene ermdglicht (45). Vergleicht man die in dieser Arbeit
durchgeflihrten Wachstumsanalysen in murinen Makrophagen mit den TNFa Daten in
THP1 - Zellen, konnte bei Stammen mit geringerer TNFa Induktion ein verschlechtertes
Wachstum in den ersten Tagen nach Infektion bestatigt werden. Dem gegeniber stehen die
von Theus et al. 2005 verdffentlichten Daten, die eine erhéhte TNFa Induktion mit einem
verlangsamten Wachstum korrelierten (160). Der Zusammenhang zwischen TNFa Induktion
und intrazellularem Wachstum bleibt somit kontrovers diskutiert.

Wie Marquina - Castillo et al. 2008 anhand Klinischer Isolate zeigten, ist eine frihe Induktion
von TNFa nicht zwangslaufig an einem virulenten Phanotyp gebunden (103). Vielmehr ergibt
sich die Virulenz, Immunpathologie und die Ubertragungsfahigkeit klinischer Isolate aus dem
Zusammenspiel von pro - und anti - inflammatorischen Faktoren, die diese Pathogene
individuell induzieren (103). Eine umfangreiche Analyse weiterer Zytokine ist daher derzeit in

Bearbeitung.
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5.5 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die genetische Diversitat von Stdmmen des
MTBKSs von groR3er biologischer Bedeutung ist. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse gaben
einen ersten Einlick Uber die Vielzahl funktioneller Mutationen, die die unterschiedlichen
phanotypischen Merkmale  klinischer  Isolate  erklaren  kdnnten. Zukunftige
Genomsequenzierungen von MTBK Stammen unterschiedlicher Genotypen sind jedoch
dringend erforderlich, um die molekularen Ursachen phéanotypischer Merkmale von
klinischen Isolaten noch genauer zu analysieren. Insbesondere sollte eine umfangreiche,
genetische Analyse von so genannten hypervirulenten Stammen im Vergleich zu weniger
virulenten Erregern durchgefihrt werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Genexpressionsanalysen zeigen, dass sich die
genetische Variabiltat in der transkriptionellen Diversitat von MTBK Stammen widerspiegelt.
Von besonderer Bedeutung ist der Nachweis eines intrazellularen Core Transkriptoms
klinischer Isolate. Dabei handelt es sich um Gene, die in allen untersuchten Stammen
unabhangig vom Aktivierungsstatus der Makrophagen reguliert werden. Von ca. 40 % dieser
Gene ist die Funktion zurzeit unbekannt. Daher missen Analysen zur Bedeutung dieser
Gene in zukinftigen Arbeiten thematisiert werden, um potentielle Zielstrukturen fir die
Entwicklung neuer Medikamente, Diagnostika oder Impfstoffe zu identifizieren.

Wie in dieser Arbeit aulerdem gezeigt werden konnte, weisen klinische Isolate ein
unterschiedliches TNFa induzierendes Potential auf. Die Bedeutung dieser Unterschiede
hinsichtlich virulenter Eigenschaften von Stdmmen ist nicht bekannt. Weiterflhrende
Analysen zu Unterschieden klinischer Isolate hinsichtlich ihrer Zytokininduktion und ihres

Apoptose - induzierenden Potentials sind daher derzeit in Bearbeitung.
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Abb. 4.2 Beispielhaftes Sequenzalignment (Rv0557). Dargestellt sind die
Elektropherogramme zweier klinischer Isolate im Vergleich zur H37Rv Referenzsequenz. An
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Typisierungsdaten (MLST). Die Berechnung des Maximum Parsimomy Trees beruhte auf
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Abb. 4.4 Phylogenetisch informative Sequenzvariationen. Es konnten 45
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Anhang C. CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin -

American - Mediterran@an GENOLYP. ......c.ovvvuiiiiiiiiie e et e e e e et e e e e e e e e e eaeeeees 47

Abb. 4.5 Algorithmus zur Differenzierung von Stammen des MTBKs basierend auf
Sequenzvariationen. Die Klassifizierung erfolgt nach dem Ausschlussprinzip bestimmter
Mutationen in den entsprechenden Genen. Cd: Codon; +: Mutation vorhanden; -: Mutation
nicht vorhanden; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM:
Latin - American - Mediterranean Genotyp; Einbuchstabencode der Aminosauren siehe
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Abb. 4.6 Schematische Darstellung des pimA - Operons (Rv2609c - Rv2613c). Gene
des pimA Operons sind maf3geblich an der Synthese von Lipoarabinomanan, ein ubiquitarer
Bestandteil der mykobakteriellen Zellwand, beteiligt. Die angegebenen Positionen in bp
entsprechen der Lage der Gene im H37Rv Genom (http://tuberculist.epfl.ch). Die einzelnen
Funktionen der Gene bzw. die Genprodukte sind im unteren Teil der Abbildung

gekennzeichnet. Farbkodierung: siehe http://tuberculist.epfl.ch...........ccccooviiiiiii. 49
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Abb. 4.7 Sequenzalignment fur eine genotyptlbergreifende Mutation in Rv0410c. Alle
M. bovis und M. caprae Stdmme zeigten eine synonyme Sequenzvariation in Codon 69

(ccG>ccA) im Vergleich zur H37Rv Referenzsequenz.............oooeevieeiiiiee e 60

Abb. 4.8 Genotypspezifische Mutationen in Rv1811 (mgtC). Dargestellt ist die Position
des mgtC Gens im mykobakteriellen Genom (http://tuberculist.epfl.ch; Farbkodierung
entsprechend). Es konnten finf phylogenetisch informative SNPs nachgewiesen werden,
von denen drei zu einer verdnderten Aminosauresequenz fuhrten. Die einzelnen Genotypen
mit den entprechenden Sequenzverdnderungen sind im unteren Teil der Abbildung
dargestellt. EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean

Genotyp; (Einbuchstabencode der Aminosauren siehe Anhang E)..........cccceiiiiiiiiiiiiiennn. 61

Abb. 4.9 Genotypspezifische Variationen in pksl15/1. M. tuberculosis EAI, Dehli/CAS
sowie alle M. africanum West African 1 und M. canettii Isolate entsprachen der Beijing
Referenzsequenz. M. africanum West African 2, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii und
M. microti Stamme zeigten eine 6 bp Deletion. Fir alle anderen M. tuberculosis Isolate wie

z.B M. tuberculosis Cameroon konnte eine 7 bp Deletion nachgewiesen werden................. 64

Abb. 4.10 Ergebnisse zur Studie von Mutationen in Rv2629 und RMP Resistenz.
Dargestellt sind Spoligomuster und die Sequenzdaten des Rv2629 Gens (aus Homolka et al.
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Abb. 4.11 Phylogenetischer Baum basierend auf MIRU - VNTR Typisierung und
Spoligotypisierungsdaten von 17 Stdmmen, die fir die entsprechenden Analysen
verwendet wurden. (http://www.miru-vntrplus.org). M. tuberculosis Haarlem, Uganda und
Beijing Isolate sowie die Referenzstdmme H37Rv und CDC1551 gehdren zu der nach Wirth
et al. definierten phylogenetischen Gruppe 1. M. tuberculosis EAIl und M. africanum West
African 2 Stdmme gruppieren sich zu einer zweiten Einheit (177). EAI: East African Indian
Genotyp; (Neighbour - Joining Tree, DC: Cavalli - Storza und Edwards, 1967). ................... 67

Abb. 4.12 Wuchskurven klinischer Isolate in Flussigkulturmedium. Uber einen Zeitraum
von 20 Tagen wurde das Wachstumsprofil Gber die Optische Dichte (OD) bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von drei unabhangigen Experimenten. Es
konnten keine signifikanten genotypspezifischen Wachstumsunterschiede festgestellt

werden. EAL: East African INdian GeNOLYP. .......oviiieeiiieiiiiiee e 68
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Abb. 4.13 Ahnlichkeitsstammbaum basierend auf Genexpressionsdaten aus drei
unabhangigen Experimenten in Flissigkulturmedium. Dargestellt sind alle Gene (1069),
die mindestens 1,5 fach im Verhaltnis zum CDC1551 Referenzstamm in einem von 16
reguliert und in 42 von 48 untersuchten Stammen vorhanden waren. Die Einteilung in zwei
Hauptgruppen und in die verschiedenen Genotypen ist deutlich zu erkennen. EAI: East
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Abb. 4.14 Ahnlichkeitsstammbaum basierend auf 156, mittels ANOVA (Benjamini and
Hochberg false discovery rate, p<0,01) identifizierten Genen, fir die statistisch
signifikante Genexpressionsunterschiede zwischen den phylogenetischen Gruppen 1
und 2 in Flissigkulturmedium nachgewiesen werden konnten. Die Einteilung klinischer
MTBK Isolate in zwei Hauptgruppen (Gruppe 1 wund 2) wurde durch die

Genexpressionsanalyse bestatigt. EAI: East African Indian Genotyp. .......cccoooveeevveviiiiiiinnnnn. 70

Abb. 4.15 Paarweiser Vergleich von Genen mit signifikanten genotypspezifischen
Genexpressionsunterschieden. Die Genexpressionsdaten aller Stamme eines Genotyps
aus drei unabhangigen Experimenten wurden zunéchst zusammengefasst. In die Analyse
wurden alle Gene eingeschlossen, die in 42 von 48 Datenpunkten (16 Stamme; drei
unabhangige Experimente) nachgewiesen werden konnten. Die Varianzanalyse
(Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) ergab 364 Gene mit signifikanten
Genexpressionsunterschieden. Die anschlieRende Tukey post hoc test Analyse der ANOVA
Ergebnisse definierte eine Matrix (Tukey - Matrix), die den direkten Vergleich von
Genexpressionsunterschieden zwischen zwei Genotypen erlaubte. Rot unterlegt ist die
Anzahl der Gene, die zwischen den einzelnen Genotypen unterschiedlich exprimiert werden.
Blau hinterlegte Werte definieren die Anzahl der Gene mit gleicher Genexpression zwischen

zwei Genotypen. EAI: East African Indian Genotyp. ........ccoovvvviiiiiiiiii e 71

Abb. 4.16 Genotyp - und stammspezifische Genexpressionsmuster. (A) M. tuberculosis
Haarlem und Uganda Stdmme sowie der H37Rv Referenzstamm weisen eine ahnlich hohe
Genexpression im Rv3612c - 3616¢c Operon auf. (B) Uberexpression des
fabG1 - inhA - hemZ Operon in einem M. africanum West African 2 Stamm (10514/01). (C)
erniedrigte Expression von Genen in einem M. tuberculosis EAI Stamm (1797/03). Rot:

erhdhte Genexpression; Blau: erniedrigte Genexpression; EAI: East African Indian Genotyp.
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Abb. 4.17 Wuchskurven klinischer Isolate in nicht aktivierten, murinen Makrophagen.
Uber einen Zeitraum von 11 Tagen wurde das Wachstumsprofil tiber die Koloniebildenen
Einheiten (CFU) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von zwei
unabhangigen Experimenten. M. tuberculosis EAI und M. africanum West African 2 Stamme
zeigten ein schlechteres Wachstum als die griin dargestellten Referenzstamme H37Rv und
CDC1551. EAI: East African Indian GeNOLYP. ........vvuviiiiii e 74

Abb. 4.18 Wuchskurven klinischer Isolate in aktivierten, murinen Makrophagen. Uber
einen Zeitraum von 11 Tagen wurde das Wachstumsprofil tber die Koloniebildenen
Einheiten (CFU) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von zwei
unabhangigen Experimenten. Fir alle Stamme der phylogenetischen Gruppe 2
(M. tuberculosis EAI und M. africanum West African 2) waren deutliche Wachstumsdefizite

im Vergleich zu Gruppe 1 Stammen nachzuweisen. EAI: East African Indian Genotyp. ....... 75

Abb. 4.19 Venn Diagramm basierend auf allen Genen (650), die 1,5 fach in 8 von 17 und
mindestens 1,2 fach in 15 von 17 Stammen in ruhenden und/oder in aktivierten
Makrophagen reguliert sind. Die gemeinsamen Schnittmengen geben die Anzahl der vom
Aktivierungsstatus unabhdngigen Gene an. Die insgesamt 280 Gene definieren das so

genannte universelle oder Core TransKriptom. . ... ... 76

Abb. 4.20 Beispiele von universellen, vom Aktivierungsstatus der Makrophagen
unabhangigen, 1,5 fach in 8 von 15 und mindestens 1,2 fach in 15 von 17 Stammen

regulierten Genen. (A) Gene mit Uberexpression. (B) Gene mit erniedrigter Expression....77

Abb. 4.21 Ahnlichkeitsstammbaume basierend auf allen Genen, die in Abhangigkeit
des Aktivierungsstatus der Makrophagen universell exprimiert werden. ANOVA
(Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) identifizierte 719 Gene mit
signifikanten Genexpressionsunterschieden. (A) 317 Gene zeigten eine erhhte Expression
in aktivierten Makrophagen. (B) 402 Gene waren in ruhenden Makrophagen hoher

exprimiert. Rot: erhdhte Genexpression; Blau: erniedrigte Genexpression. .............c.c..uveennn.. 78

Abb. 4.22 Auswahl von Genen, die in aktivierten Makrophagen hdher exprimiert waren
als in ruhenden Makrophagen. Rot: erhdhte Genexpression; Blau: erniedrigte
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Abb. 4.23 Auswahl von Genen, die in ruhenden Makrophagen hdher exprimiert waren
als in aktivierten Makrophagen. Rot: erhohte Genexpression; Blau: erniedrigte
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Abb. 4.24 Vergleichende Darstellung (Scatter Plot) von Genexpressionsprofilen zweier
Stamme. (A) desselben Genotyps und (B) unterschiedlicher Genotypen. Die Streuung der
Datenpunkte in Abbildung B ist grof3er als in Abbildung A. Stdmme desselben Genotyps sind

einander ahnlicher als Stamme unterschiedlicher Genotypen. ...........ccccccveiiiiiiiiiiiiiiieens 81

Abb. 4.25 Paarweiser Vergleich von Genen mit signifikanten, genotypspezifischen
Genexpressionsunterschieden. Die Genexpressionsdaten aller Stamme eines Genotyps
aus vier unabhangigen Experimenten (2x ruhende, 2x aktivierte Makrophagen) wurden
zunéchst zusammengefasst. In die Analyse wurden alle Gene eingeschlossen, die in 50 von
68 Datenpunkten (17 Stdmme; vier unabhangige Experimente) nachgewiesen werden
konnten. Die Varianzanalyse (Benjamini and Hochberg false discovery rate, p<0,01) ergab
625 Gene mit signifikanten Genexpressionsunterschieden. Die anschlie3ende
Tukey post hoc test Analyse der ANOVA Ergebnisse definierte eine Matrix (Tukey - Matrix),
die den direkten Vergleich von Genexpressionsunterschieden zwischen zwei Genotypen
erlaubte. Rot unterlegt ist die Anzahl der Gene, die zwischen den einzelnen Genotypen
unterschiedlich exprimiert werden. Blau hinterlegte Werte definieren die Anzahl der Gene mit

gleicher Genexpression zwischen zwei Genotypen. EAI: East African Indian Genotyp......... 82

Abb. 4.26 Ziehl - Neelsen Praparate. (A) Die mikroskopische Aufnahme zeigt
Mykobakterien als rote, saurefeste Stabchen. (B) In der Mikroskopie waren keine
saurefesten Stabchen nachweisbar. Nicht mykobakterielle Keime wurden durch
Methylenblau blau gefarbt. ... 84

Abb. 4.27 MTBK Stiamme induzieren eine unterschiedliche TNFa Antwort in
THP1 - Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von drei unabhéangigen
Experimenten. Die TNFa - Konzentrationen vom Referenzstamm M. bovis ATCC sowie die
Werte der unstimulierten und LPS Kontrolle sind in beiden Abbildungen aufgetragen. (A)
Stamme der phylogenetischen Gruppe 1. (B) Stamme der phylogenetischen Gruppe 2. CAS:
Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American -
Mediterranean Genotyp; LPS: Lipopolysaccharid. ...........cccccoeiiiieeiiiiiiiiiie e 85
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Abb. 4.28 TNFa Induktion von klinischen MTBK Isolaten in THP1 - Zellen. Die TNFa -
Konzentrationen aus drei unabhangigen Experimenten sind prozentual im Vergleich zum
M. bovis ATCC (100 %) Stamm als Scatter Plot dargestellt. Eine Klassifizierung in Gruppe 1
und Gruppe 2 ist deutlich zu erkennen. Stimme der phylogenetischen Gruppe 1 bewirken
eine starkere Induktion von TNFa als Stamme der Gruppe 2. Innerhalb der Euro - American
Linie (rot) konnten genotypspezifische Unterschiede identifiziert werden. Rot:
Euro - American Linie; Dunkelblau: M. tuberculosis Linie 3; Hellblau: M. tuberculosis Linie 2;
Lila: M. tuberculosis Linie 1; Braun: M. africanum West African 2; Grun: M. africanum West
African 1; Gelb: Tierpathogene; CAS: Central Asian Genotyp; EAI: East African Indian
Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterrarean Genotyp. .......cccoevveeeiviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiviinnn 86
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Abklrzungsverzeichnis

A Adenin oder Alanin

aaUTP Amino - Allyl - Uridintriphosphat

Aqua dest. destilliertes Wasser (lat: aqua destillata)

aRNA amplifizierte RNA

BCG Bacille Calmette Guerin

BHI brain heart infusion

bp Basenpaare (base pair)

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

C Cytosin oder Cystein

CaCl, Kalziumchlorid

CAS Central Asian (Genotyp von Mycobacterium tuberculosis)
cDNA komplementéare DNA (complementary DNA)

CFU Kolonie bildende Einheiten (colony forming units)

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

EAI East African Indian (Genotyp von Mycobacterium tuberculosis)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme - linked - Immunosorbent Assay

EMB Ethambutol

EtOH Ethanol

FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

G Guanin (bei DNA) oder Glycin (bei Aminoséauren)

GTC Guanidinisothiocyanat

HEPES 2 - (4 - (2 - Hydroxyethyl) - 1-piperazinyl) - ethansulfonsaure
HCI Chlorwasserstoff, Salzséure

H,O Wasser

H,SO, Schwefelsaure

IACUC Cornell University Animal Care and Use Committee

IFNy Interferon y

INH Isoniazid

LAM Latin - American - Mediterranean (Genotyp von

Mycobacterium tuberculosis) oder Lipoarabinomanan
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LPS
. africanum
. bovis

. canettii

M

M

M

M. caprae
M. microti
M. pinnipedii
M

. tuberculosis

MOl
MTBK
Mo

NacCl
Na,HPO,
NaH,PO,
NaOH
nm

Nr.
OADC

oD
PBS
PCR
PDIM
PE
PGL
Pl
PIM
PMA
PPE

Luria Bertani

Loéwenstein - Jensen

Lipomanan

Lipopolysaccharid

Mycobacterium africanum

Mycobacterium bovis

Mycobacterium canettii

Mycobacterium caprae

Mycobacterium microti

Mycobacterium pinnipedii

Mycobacterium tuberculosis

Magnesiumchlorid

Multi - Locus - Sequenzanalyse (multi locus sequencing
analysis)

Multi - Locus - Sequenztypisierung (multi locus sequencing
typing)

Infektionsverhaltnis (multiplicity of infection)

Mycobacterium tuberculosis Komplex

Makrophagen

Natriumchlorid

Di - Natriumhydrogenphosphat

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Sl - Einheit fir Nanometer

Nummer

Olsaure (oleic acid), Rinderserumalbumin (bovine albumin),
Dextrose (dextrose), Katalase (catalase)

Optische Dichte

Phosphat gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phthiolcerol - Dimycocerat

Gene mit Prolin - Glutaminsaure Motiv

Phenolisches Glykolipid

Phosphatidylinositol

Phosphatidylinositolmanosid

Phorbol - 12 - myristat - 13 - Acetat

Gene mit Prolin - Prolin - Glutaminséure Motiv
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PZA
rcf
RMP
RNA
RPMI

SDS
Sl
SM
SNP
SSC

Ta
TAE
TB
TE
THP1
TMB
TNFa

Tris

viv
Wt
wiv
z.B.

Pyrazinamid

relative Zentrifugalkraft (relative centrifugal forces)
Rifampicin

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Zellkulturmedium, das Mitte der 1960er Jahre am Roswell Park
Memorial Institute entwickelt wurde

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
internationales Einheitensystem

Streptomycin

Einzelbasenaustausch (single nucleotide polymorphism)
Natriumchlorid - Natriumcitrat (sodium chloride sodium citrate)
Thymin oder Threonin

Annealing - Temperatur

Tris - Acetat - EDTA

Tuberkulose

Tris - EDTA

human acute monocytic leukemia cell line
Tetramethylbenzidin

Tumor Nekrose Faktor a

Tris(hydroxymethyl) - aminomethan

S| - Einheit fur Volt

volume/volume

Wildtyp

weight/volume

zum Beispiel
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A Referenzkollektion

Stammnummer Spezie Genotyp SM | INH | RMP | EMB | PZA
9679/00 M. tuberculosis | H37Rv ATCC S S S S S
CDC1551 M. tuberculosis | CDC1551 S S S S S
9564/00 M. bovis Bovis ATCC S S S S R
9550/00 M. africanum Africanum ATCC S S S S S
9532/03 M. tuberculosis | Haarlem S S S S S
2336/02 M. tuberculosis | Haarlem S S S S S
4130/02 M. tuberculosis | Haarlem S S S S S
4850/03 M. tuberculosis | EAI S S S S S
1797/03 M. tuberculosis | EAI S S S S S
947/01 M. tuberculosis | EAI S S S S S
2333/99 M. tuberculosis | Uganda | S S S S S
2169/99 M. tuberculosis | Uganda | S S R S S
2201/99 M. tuberculosis | Uganda | R R R S S
2191/99 M. tuberculosis | Uganda ll S S S S S
2253/99 M. tuberculosis | Uganda Il S S S S S
2176/99 M. tuberculosis | Uganda Il S S S S S
10493/01 M. tuberculosis | Ghana/TB1 R R S S S
2570/02 M. tuberculosis | Ghana/TB1 S S S S S
10469/01 M. tuberculosis | Ghana/TB1 R R S R S
5390/02 M. tuberculosis | Cameroon S S S S S
5400/02 M. tuberculosis | Cameroon S S S S S
1428/02 M. tuberculosis | Cameroon S S S S S
1417/02 M. tuberculosis | Cameroon S S S S S
7968/03 M. tuberculosis | LAM S S S S S
8885/03 M. tuberculosis | LAM S S S S S
946/03 M. tuberculosis | LAM S S S S S
2151/03 M. tuberculosis | S —type S S S S S
2318/06 M. tuberculosis | S —type S S S S S
6411/05 M. tuberculosis | S —type S S S S S

EAI: East African Indian Genotyp; LAM: Latin - American - Mediterranean Genotyp; SM: Streptomycin; INH: Isoniazid; RMP:

Rifampizin; EMB: Ethambutol; PZA: Pyrazinamid; S: sensibel; R: resistent
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Fortsetzung Referenzkollektion

Stammnummer Spezie Genotyp SM INH | RMP | EMB | PZA
4412/04 M. tuberculosis | X - type S S S S S
9953/04 M. tuberculosis | X - type S S S S S
8431/05 M. tuberculosis | X - type S S S S S
7936/01 M. tuberculosis | Dehli/CAS S S S S S
2637/02 M. tuberculosis | Dehli/CAS S S S S S
1934/03 M. tuberculosis | Beijing S S S S S
1500/03 M. tuberculosis | Bejing S S S S S
12594/02 M. tuberculosis | Beijing S S S S S
3256/02 M. tuberculosis | Beijing R R R R S
3329/02 M. tuberculosis | Beijing R R R R S
4445/02 M. tuberculosis | Beijing R R R R S
10517/01 M. africanum West African 2 S S S S S
5468/02 M. africanum West African 2 S S S S S
10514/01 M. africanum West African 2 S R S S S
5434/02 M. africanum West African la R S S S S
1449/02 M. africanum West African la S S S S S
1473/02 M. africanum West African l1a S S S S S
1443/02 M. africanum West African 1b S S S S S
10473/01 M. africanum West African 1b S S S S S
10494/01 M. africanum West African 1b R S S S S
7011/02 M. pinnipedii Seal S S S S S
7739/01 M. pinnipedii Seal S S S S S
4258/00 M. bovis Bovis S S S S R
751/01 M. bovis Bovis S S S S R
7540/01 M. bovis Bovis S S S S R
9577/99 M. caprae Caprae S S S S S
1694/00 M. caprae Caprae S S S S S
8986/99 M. caprae Caprae S S S S S
417/01 M. microti Llama S S S S S
1479/00 M. microti Vole S S S S S
3040/99 M. canettii Canettii S S S S S
3041/99 M. canettii Canettii S S S S S
3151/08 M. canettii Canettii S S S S S

CAS: Central Asian Genotyp;

sensibel; R: resistent

SM: Streptomycin; INH: Isoniazid; RMP: Rifampizin; EMB: Ethambutol; PZA: Pyrazinamid; S:




Anhang 138
B Ubersicht der fir die Sequenzanalyse verwendeten Gene

Rv Genname Funktion/Produkt Gesamtes | Gen | PCR | T,
Nummer Gen (bp) | (bp) | (°C)
Rv0288 | esxH 10kDa Antigen X 291 | 788 |62
Rv0388c | ppe9 Unbekannt X 543 | 713 |64
Rv0407 | fgdl Glukose - 6 - phosphate - X 1011 | 1606 | 62

Dehydrogenase

Rv0410c | pknG Proteinkinase G X 2253 | 2620 | 68
Rv0557 | mtfB Mannosyltransferase X 1137 | 1340 | 68
Rv0667 | rpoB RNA Polymerase (B - Untereinheit) - 3519 | 158 |62
Rv1009 | rpfB Resusciation Faktor B X 1089 | 1360 | 62
Rv1483 | fabG1 3 - Oxoacyl — Reduktase - 744 | 248 |64
Rv1617 | pykA Pyruvatkinase - 1419 | 315 | 64
Rv1811 | mgtC Mg?" Transport P - type ATPase X 705 |880 |62
Rv1884c | rpfC Resusciation Faktor C X 531 | 689 |64
Rv1908 | katG Katalase — Peroxidase - 2223 | 210 | 67
Rv1980c | mpt64 Antigen MPT64 X 687 |858 |60
Rv2032 | acg Nitroreduktase X 996 | 1359 | 64
Rv2389c | rpfD Resusciation Faktor D X 465 | 836 |62
Rv2428 | ahpC Alkyl - Hydroperoxid - Reduktase - 588 | 237 |66
Rv2430c | ppe4l Antigen X 585 | 796 |64
Rv2431c | pe25 Antigen X 300 | 649 |64
Rv2450c | rpfE Resusciation Faktor E X 519 | 938 |62
Rv2609c | - Membranprotein X 1056 | 1314 | 66
Rv2610c | pimA Mannosyltransferase X 1137 | 1302 | 66
Rv261lc | - Acyltransferase X 951 | 1175 | 66
Rv2612c | pgsAl Phosphatidyl - Inositol - Synthase X 654 | 815 |66
Rv2613c | - Phosphorylase X 588 | 830 |66
Rv2628 | - Antigen X 363 | 521 |62
Rv2629 | - hypothetisches Protein X 1125 | 1575 | 64
Rv2946¢ | pks1/15 Polyketidsynthase - 1616 | 144 | 64
Rv3547 | - F420 - abhangige Nitroreduktase X 456 | 846 |64
Rv3696¢ | glpK Glycerolkinase - 517 | 240 |64
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C Ubersicht der genotypspezifischen Mutationen aus Abbildung 4.1

Nr. Rv - Nummer Codon Basenaustausch

1 Rv0288 A71S Gcg>Tcg
2 Rv0407 K296E Aag>Gag
3 Rv0407 K270M aAg>aTg
4 Rv0410c ABG5T Gcece>Acc
5 Rv0410c T736K aCg>aAg
6 Rv0410c Codon 614 tcG>tcA
7 Rv0557 T74M aCg>aTg
8 Rv0557 G304D gGc>gAc
9 Rv0557 R178G Cgg>Ggg
10 Rv0557 P356S Ccg>Tcg
11 Rv0557 Codon 350 gtG>gtA
12 Rv0557 Codon 270 ggC>ggT
13 Rv0557 R152P cGce>cCc
14 Rv0557 L153V Ctg>Gtg
15 Rv1009 A357V gCA>gTA
16 Rv1009 E275D gaG>gaC
17 Rv1009 L3450 cTg>cAg
18 Rv1009 Codon 346 cgT>cgC
19 Rv1483 - G>A -102
20 Rv1811 A107V gCc>gTc
21 Rv1811 Codon 15 gtC>gtT
22 Rv1811 R182H cGce>cAc
23 Rv1811 Codon 80 atC>atT
24 Rv1884c H2Y Cat>Tat
25 Rv1980c 143N aTt>aAt
26 Rv1980c M45T aTg>aCg
27 Rv2032 Codon 62 ggG>ggC
28 Rv2032 A34S Gcee>Tcce
29 Rv2428 - G>A -88
30 Rv2450c Codon 17 Ttg>Ctg
31 Rv2450c T20R aCg>aGg
32 Rv2450c Codon 105 gcG>gcA
33 Rv2450c Codon 139 ggG>ggA
34 Rv2611c Codon 262 taT>taC
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Fortsetzung Anhang C

Nr. Rv - Nummer Codon Basenaustausch
35 Rv2612c S2N aGc>aAc
36 Rv2613c Codon 6 cgC>cgT
37 Rv2628 A96T Gcg>Acg
38 Rv2628 Codon 26 atA>atC
39 Rv2628 S49A Tce>Gece
40 Rv2629 D64A gAt>gCt
41 Rv2629 P322L cCg>cTyg
42 Rv3547 Codon 48 ctG>ctT
43 Rv3547 D113N Gac>AaC
44 Rv3547 Codon 69 gaC>gaT
45 Rv3547 Codon 148 gtT>gtC
46 Rv0407 Codon 320 ttT>ttC
47 Rv0410c Codon 69 ccG>ccA
48 Rv0557 Codon 107 ggT>ggC
49 Rv1009 G282E gGa>gAa
50 Rv1009 Codon 245 ggC>ggT
51 Rv1617 E220D gaG>gaT
52 Rv2032 P318L cCA>CTA
53 Rv2946¢c - 7 bp Deletion
54 Rv2946¢c - 6 bp Deletion
55 Rv2628 S59L tCg>tTg
56 Rv2628 L83W tTg>tGg
57 Rv3547 L9oV Ctc>Gtc
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D Materialien
Tab. D - 1: Medium und Zusétze.
Medium/Zusatze Best. - Nr. Hersteller Standort
BD BBL™ Brain Heart Infusion | 299070 geliefert durch Otto Hamburg
Broth Nordwald
BD BBL™ Brain Heart Infusion | 221610 geliefert durch Otto Hamburg
Agar Nordwald
BD BBL™ Tripticase™ Soy 254087 geliefert durch Otto Hamburg
Agar with 5 % Sheep Blood Nordwald
BD Middlebrook 7H9 Broth 2713310 geliefert durch Otto Hamburg
Nordwald
BD Middlebrook 7H10 Agar 262710 geliefert durch Otto Hamburg
Nordwald
BD Middlebrook OADC 212351 Becton Dickison GmbH | Heidelberg
DMEM 10- 017 - CV | Mediatech, Inc. Manassas,
Virginia, USA
Fotales Kalberserum (THP1) S0113/50115 | Biochrom Berlin
Fotales Kalberserum (M®) SH30070.03 | HyClone Uber Thermo Waltham,
Scientific Massachusetts,
USA
LB Medium (Lenox) X964.2 Carl Roth Karlsruhe
L - Glutamin (THP1) K0283 Biochrom Berlin
L - Glutamin (M®) 25 -005 - CV | Mediatech, Inc. Manassas,
Virginia, USA
L - Zell - Medium eigene Herstellung in Ithaca, New
Ithaca durchs York, USA
technische Personal
Natriumpyruvat 25-000 - Cl | Mediatech, Inc. Manassas,
Virginia, USA
Penicillin/Streptomycin (THP1) | A2213 Biochrom Berlin
Penicillin/Streptomycin (M®) 30-002 - Cl | Mediatech, Inc. Manassas,
Virginia, USA
PMA 524400 Calbiochem Schwalbach
Rinderserum S0250 Biowest Nuaille,
Frankreich
TB Medium nach Léwenstein - 1.05400.0500 | Merck Darmstadt
Jensen Basis
VLE - RPMI - 1640 Medium F 1415 Biochrom Berlin
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Tab. D - 2: Reagenzien fiir die PCR.

Produkt Best. - Nr. Hersteller Standort
HotStarTaq DNA Polymerase Kit 203205 Qiagen Hilden
Dimethylsulfoxid 1.02952.1000 | Merck Darmstadt
100 mM dNTP Set 1196906400 | Roche Mannheim
Tab. D - 3: Reagenzien und Materialien fur die Sequenzierung.

Produkt Best. - Nr. Hersteller Standort
BigDye® Terminator v.1.1 Cycle 4337451 Applied Biosystems Darmstadt
Sequencing Kit
BigDye® Terminator v.1.1/v3.1 4336701 Applied Biosystems Darmstadt
Sequencing Buffer (5x)
Hi - DI"™ Formamide 4311320 Applied Biosystems | Darmstadt
LiChrosolv® Wasser fiir die 1.5333.2500 | Merck Darmstadt
Chromatographie
MicroAmp® Optical 96 - Well Reaction N8010560 Applied Biosystems Darmstadt
Plate
Plate Septa 96 - Well 4315933 Applied Biosystems Darmstadt
10x Analysis Buffer with EDTA 402824 Applied Biosystems Darmstadt
3130 Pop - 7™ Performance Optimized | 4352759 Applied Biosystems Darmstadt
Polymer
Tab. D - 4: Reagenzien fur die RNA Aufarbeitung und Microarray Prozessierung.

Produkt Best.- Nr. Hersteller Standort
Casco - Nerl Wasser 9800 -5 NERL Diagnostic Fremont,

Kalifornien,
USA

MEGAclear™ Kit AM1908 Ambion Darmstadt
MessageAmp'™ Il - Bacteria Prokaryotic | AM1790 Ambion Darmstadt
RNA Amplification Kit
Tuberculosis Genome Oligo Set 4295 Qiagen Hilden
RNeasy Mini Kit 74104 Qiagen Hilden
Salmon Sperm DNA AM9680 Invitrogen Karlsruhe
TRIzol°Reagent 15596 - 018 | Invitrogen Karlsruhe
TURBO DNA - free™ AM1907 Ambion Darmstadt
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Tab. D - 5: Farbstoffe und Farbelésungen.

Produkt Best. - Nr. Hersteller Standort
Alexa Fluor ®555 A32756 Invitrogen Karlsruhe
Alexa Fluor ®647 A32757 Invitrogen Karlsruhe
Karbolfuchsin - Lésung 1.09215.2500 | Merck Darmstadt
Lofflers Methylenblau 1.01287.2500 | Merck Darmstadt
Trypanblau L6323 Biochrom Berlin
TMB 87748 Sigma - Aldrich® (Fluka) | Steinheim
Tab. D - 6: Enzyme, Antikorper, Stimulatoren.

Produkt Best. - Nr. Hersteller Standort
Detektionsantikdrper | Polyclonal (Harald Galatti) | INTEX Pharmazeutica | Muttenz,
AG Schweiz
Exonuklease | M0293S New England Biolabs Frankfurt
Interferon y 315-05 PreptoTech GmbH Hamburg
Lipopolysaccharid L9641 Sigma - Aldrich® Steinheim
Lysozym 10837059001 Roche Mannheim
Proteinase - K 03115801001 Roche Mannheim
Shrimp Alkaline E70092X USB Amersham Otelfingen
Phosphatase
TNFa 300 - 01A PreptoTech GmbH Hamburg
TNFa Antikorper Klon 6B (Harald Gallati) INTEX Pharmazeutica | Muttenz,
AG Schweiz
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Tab. D - 7: Chemikalien.

Produkt Best.- Nr. Hersteller Standort
Aceton 14.25000 Merck Darmstadt
Bovines Serum Albumin 85041C Sigma - Aldrich® Steinheim
Braunwasser Ecotainer® Aqua B. | 75/1260405.2050 | B. Braun Melsungen Melsungen

3 AG
Bromophenolblau 108122 Merck Darmstadt
Cetyltrimethylammoniumbromid A0805.0100 AppliChem Darmstadt
Chloroform 1.02445.1000 Merck Darmstadt
Dimethylsulfoxid 1.02952.1000 Merck Darmstadt
Di - Natriumhydrogenphosphat - | 6580.1000 Merck Darmstadt
Dihydrat
Essigsaure, = 99% 100063.1011 Merck Darmstadt
Ethanol 1.00983.1000 Merck Darmstadt
Ethidiumbromid 1.11608.0030 Merck Darmstadt
Ethylendiamintetraacetat - Na, - 152522 MP Biomedicals Eschwege
Dihydrat
Formamid 04800686 MP Biomedicals Eschwege
Gelantine G93991 Sigma - Aldrich® Steinheim
Glukose 170080010 Fisher Scientific Schwerte
Glyzerin wasserfrei 1.04093.1000 Merck Darmstadt
Glyzerin 87%, zur Analyse 1.04094.2500 Merck Darmstadt
Guanidinisothiocyanat 0017.2 Carl Roth Karlsruhe
HEPES Puffer H3375 Sigma - Aldrich® Steinheim
Hydroxlamin H2391 Sigma - Aldrich® Steinheim
illustra™ Sephadex G50 Fine 170573-02 GE Healthcare Miinchen
DNA grade
Isopropanol 6752.3 Carl Roth Karlsruhe
Kaliumhydroxid Platzchen 1.05021.0250 Merck Darmstadt
Kalziumchlorid 1020830250 Merck Darmstadt
Magnesiumchlorid 8.14733.0500 Merck Darmstadt
Natriumchlorid 1.06400.500 Merck Darmstadt
Natriumcitrat 71402 Sigma - Aldrich® Steinheim
(Fluka)

Natriumdihydrogenphosphat - 1.06345.1000 Merck Darmstadt
Dihydrat
Natriumhydrogencarbonat 1.06329.0500 Merck Darmstadt
Natriumhydroxidlésung 9137.1000 Merck Darmstadt
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Fortsetzung Tab. D - 7:

Produkt Best.- Nr. Hersteller Standort
N - Lauroylsarcosin - Natrium L9150 Sigma - Aldrich® Steinheim
Salz
PBS - Puffer 10010031 Invitrogen Karlsruhe
Phenol 1.00206.0250 Merck Darmstadt
Roti® - Stock 100x TE - Puffer 1052.1 Carl Roth Karlsruhe
Salzsaure, rauchend 37 % 1.00317.2500 Merck Darmstadt
Saponin 16109 Riedel - de Haen Seelze
Tris - Base 819623 MP Biomedicals Eschwege
Tween® 80 zur Synthese 8.22187.0500 Merck Darmstadt
UltraPure™ Agarose 15510 - 027 Invitrogen Karlsruhe
UltraPure™ 20x SSC 15557 - 036 Invitrogen Karlsruhe
Wasser fur die Molekularbiologie | T143.1 Carl Roth Karlsruhe
DEPC - behandelt
Wasserstoffperoxid 1.07209.1000 Merck Darmstadt
Zitronensaure 8.18707.1000 Merck Darmstadt
10 % SDS - Lésung AM 9822 Ambion Darmstadt
100 bp DNA Leiter Extended T840.1 Carl Roth Karlsruhe
2 - B - Mercaptoethanol M3148 Sigma - Aldrich® Steinheim
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Tab. D - 8: Verbrauchsmaterialien.
Produkt Best.- Nr. Hersteller Standort
Corning® Rollerflaschen 490 cm® | 5380149 Omnilab Hamburg
Einmalimpfdse (10 pl) 1612 - 9498 VWR Darmstadt
Glas - LifterSlip Microarray EN - MA - Erie Scientific Wilmington,
Coverslip 22X44124774 Delaware
USA
Hybridisierungskammer Corning | 732 - 5503 VWR Darmstadt
Millipore Multiscreen® - HV - MAHVN4550 | Millipore Schwalbach
Platten
Microarray - Center for Gene Ithaca, New
Expression Profiling York, USA
(CGEP), Boyce
Thompson Institute for
Plant Research
Neubauer Zahlkammer - Optik Labor Friedrichsdorf
Nunclon™ Surface 24 well 142475 Nunc Langenselbold
Nunclon™ Surface 48 well 150687 Nunc Langenselbold
Nunclon™ Surface 96 well 167008 Nunc Langenselbold
O - Ring fir 732 - 5552 VWR Darmstadt
Hybridisierungskammer
Steritop™ SCGPTO2RE | Millipore Schwalbach
SuperFrost Plus Objektrager 03 - 00602R | Langenbrinck Emmendingen
TPP - Zellkulturflasche (25 cm?) | 90026 TPP Trasadingen,
Schweiz
TPP - Zellkulturflasche (75 cm?) | 90076 TPP Trasadingen,
Schweiz
Zirconia/Silica beads 0,1mm 11079101z Biospec Uber Carl Roth Karlsruhe
30 ml Nalgene® 2156700H VWR Darmstadt

Nahrmedienflasche
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Tab. D - 9: Geréte.
Produkt Hersteller Standort
ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyzer Applied Biosystems Darmstadt
Aufbereitungssystem Elga PURELAB ultra | Elga labwater Celle
Beckman Coulter Allegra 6KR Zentrifuge | Beckman Coulter Krefeld
BIO-RAD Smart™ Spec 3000 Bio - Rad Laboratories GmbH | Miinchen
BioTek Synergy 2 BioTek Bad
Friedrichshall
Dosierungsplatte MACL09645 Millipore Schwalbach
Eppendorf Zentrifuge 5430 Eppendorf Hamburg
FastPrep® Instrument FP 120 Qbiogene Heidelberg
GenePix 4000B Instrument Molecular Devices Sunnyvale,
Kalifornien,
USA
Geldokumentationssystem Bio - Rad Laboratories GmbH | Minchen
Gelkammer mini sub cell ®°GT Bio - Rad Laboratories GmbH | Minchen
Gelkammer sub cell °GT Bio - Rad Laboratories GmbH | Minchen
Gelkammer wide mini sub cell °GT Bio - Rad Laboratories GmbH | Minchen
Hettich Zentrifuge Universal 32R Uber Armin Baack Laborbedarf | Schwerin
Hettich Rotanta 460R Uber Armin Baack Laborbedarf | Schwerin
MJ Research PTC - 200 Thermocycler Uber Biozym Hess.
Oldendorf
ELISA Reader Sunrise™ Tecan Crailsheim
NanoDrop 1000 Spectrophotometer Peglab Erlangen

Rolleinheit Wheaton Roller Aparatus

Wheaton Science

Millville, New

Jersey, USA
Spannungsgerat PowerPac™ 300 Bio - Rad Laboratories GmbH | Minchen
Savant Speedvac Global Medical Instrumentation | Ramsey

Minnesota,

USA
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Tab. D - 10: Software.

Produkt

Hersteller

Standort

BioNumerics v.5.1

Applied Math

Sint Martens Latem, Belgien

GeneSpring GX7.3

Agilent Technologies

Waldbronn

GraphPadPrism v.4.0

Statcon

Witzenhausen

ImaGene v.6.0

BioDiscovery

El Segundo, Kalifornien USA

OLIGO Primer Analysis
Software v.5.0

National Bioscience

Plymouth, Minnesota, USA

SeqScape v.2.6

Applied Biosystems

Darmstadt

E Abklrzungen Aminosauren

Aminosaure

Dreibuchstabencode

Einbuchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Trytophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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