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Die Gattung Mycobacterium

Der bedeutsamste Vertreter der Gattung My-
cobacterium ist der Tuberkuloseerreger My-
cobacterium tuberculosis, der weltweit jahr-
lich ca. 1,8 Millionen Todesopfer verursacht
[1] und somit auch heute noch der wichtigs-
te bakterielle Infektionserreger ist. Neben
den hochpathogenen Mycobacterium-Spezi-
es, zu denen die Vertreter des M.-tuberculo-
sis-Komplexes oder der Lepraerreger M. le-
prae zdhlen, treten bei Patienten auch oppor-
tunistische Keime wie M. smegmatis, M. for-
tuitum oder M. chelonae auf, die meistens
Abszesse und Wundinfektionen und nur sel-
ten Lungeninfektionen verursachen [2].
Eine herausragende Eigenschaft insbe-
sondere der hochpathogenen Mykobak-
terien wie M. tuberculosis oder M. leprae
ist ihre Fihigkeit, sich intrazelluldr in Ma-
krophagen zu vermehren. So sind Vertre-
ter des M.-tuberculosis-Komplexes in der
Lage, die Phagosomenreifung zu unterbre-
chen, weswegen deren Fusion mit den Lyso-
somen innerhalb der Makrophagen unter-
bleibt und die Bakterien den lysosomalen
Abwehrmechanismen entgehen. Eine weite-
re fiir den Infektionsverlauf entscheidende
Eigenschaft ist die Fahigkeit der Tuberku-
loseerreger, in einem als Latenz bezeichne-
ten Zustand bis zu Jahrzehnten im Korper
von Infizierten in Granulomen zu tiberdau-
ern, um bei einem Nachlassen des Immun-
systems, bedingt durch Faktoren wie Alter,
Krankheit oder schlechten Erndhrungszu-
stand, reaktiviert zu werden und das Krank-
heitsbild der Tuberkulose auszul6sen.
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Die Wachstumsgeschwindigkeit
von Mykobakterien und ihre
Pathogenitat

Zu den auffilligsten Merkmalen der Gat-
tung Mycobacterium zahlt ihr langsames
Wachstum. Auffillig sind auch die inner-
halb der Gattung stark voneinander abwei-
chenden Generationszeiten verschiedener
Spezies, die von 3 Stunden bei M. smegma-
tis Uiber ca. 14-15 Stunden bei Vertretern
des M.-tuberculosis-Komplexes bis hin zu
20-30 Tagen bei M. leprae reichen [3]. My-
cobacterium-Spezies, die eine Generations-
zeit von maximal 5 Stunden haben und in-
nerhalb von 7 Tagen sichtbare Kolonien er-
zeugen, werden als schnell wachsend be-
zeichnet. Langsam wachsende Mycobac-
terium-Spezies haben Generationszeiten
von {iber 5 Stunden und benétigen mehr
als 7 Tage zur Erzeugung sichtbarer Kolo-
nien [4].

Die Gegeniiberstellung von Wachs-
tumsgeschwindigkeit und Pathogenitit
unterschiedlicher Mycobacterium-Spezi-
es (O Tabelle 1) zeigt interessanterweise,
dass alle hochpathogenen Arten, die der
Risikogruppe 3 angehoren, langsam wach-
send sind, wihrend die apathogenen Ar-
ten der Risikogruppe 1 zu den schnell
wachsenden Mykobakterien zdhlen. Die
Risikogruppe 2 umfasst hingegen sowohl
pathogene als auch apathogene Arten.
Dies legt den Schluss nahe, dass die Wachs-
tumsrate von Mykobakterien von entschei-
dender Bedeutung fiir deren Pathogenitit
ist. Ein Verstdndnis der Mechanismen der
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mykobakteriellen Pathogenitit setzt somit
auch Kenntnisse iiber die genetischen De-
terminanten voraus, die die Wachstumsge-
schwindigkeit bestimmen.

Magliche Determinanten der
Wachstumsgeschwindigkeit von
Mykobakterien

Bis heute ist nicht eindeutig geklart, wel-
che Faktoren das mykobakterielle Wachs-
tum tatsdchlich limitieren, aber auf je-
den Fall ist das langsame Wachstum mul-
tifaktoriell bedingt. Mogliche Ursachen
fiir die generell langsame Wachstumsra-
te und die zusitzlich stark voneinander
abweichenden Wachstumsgeschwindig-
keiten unterschiedlicher Mycobacteri-
um-Spezies werden in den folgenden Ab-
schnitten diskutiert.

Die mykobakterielle Zellwand
und ihre Ausstattung mit Porinen

Zu den besonderen Charakteristika der
Gattung Mycobacterium zahlt der unge-
wohnliche Aufbau der Zellwand. Diese
zeichnet sich durch eine dicke Mykolsédu-
reschicht aus langkettigen Fettsdauren mit
bis zu 60-90 Kohlenstoffatomen aus. Die
Mykolsduren sind mit Arabinogalaktanen
verestert, die kovalent mit der Peptidogly-
kanschicht verbunden sind. Zusétzlich ent-
hilt die Zellwand verschiedene nicht-kova-
lent gebundene extrahierbare Glykolipide.
Schon der hohe Energiebedarf fiir die Syn-
these der Mykolsdureschicht, deren An-



Krankheitsbilder bei Menschen

Tuberkulose, Lungen- und extrapulmonale TB
Tuberkulose, Lungen- und extrapulmonale TB
Tuberkulose, Lungen- und extrapulmonale TB

Lepra

Buruli ulcer

Lungenerkrankung

Lungen und extrapulmonale Infektionen
Hautlasionen und Hautinfektionen
Tuberkulose-artige Lungenerkrankung
Tuberkulose-artige Lungenerkrankung
Lungeninfektionen

Hautlasionen und Hautinfektionen
Infektion des lymphatischen Gewebes
Lungeninfektionen
Lungeninfektionen

Lungeninfektionen

latrogene Abszesse und Wundinfektionen
latrogene Abszesse und Wundinfektionen
Abszesse, Wundinfektionen

Apathogen

Apathogen

Apathogen

Apathogen

Apathogen

Apathogen

Apathogen

Tabelle 1

Wachstumsgeschwindigkeit und Pathogenitat verschiedener Mycobacterium-Spezies

Art Wachstum Pathogenitat
Zeitpunkt des Erscheinens Risikogruppe®
von Kolonien in Tagen?

Langsam wachsend

M. tuberculosis 28 3

M. bovis 221 3

M. africanum 28 3

M. leprae Nicht kultivierbar, 3
Generationszeit in vivo 20-30

M. ulcerans 28 3

M. asiaticum 15-21 2

M. avium =7 2

M. haemophilum >14 2

M. intracellulare =7 2

M. kansaii =7 2

M. malmoense =7 2

M. marinum =7 2

M. scrofulaceum =7 2

M. simiae 214 2

M. szulagi 14 2

M. xenopi 214 2

Schnell wachsend

M. chelonae 3-4 2

M. fortuitum 2-4 2

M. smegmatis 2-4 2

M. agri <5 1

M. aichiense <3 1

M. aurum <5 1

M. chitae 3-5 1

M. peregrinum 2-4 1

M. phlei 2-5 1

M. thermoresistible 3-5 1

a3]:® Merkblatt BOOG6 der Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie, Einstufung biologischer Agenzien: Prokaryonten, 2005.

teil am Trockengewicht der Zellwand bei
M. tuberculosis 30%—40% betrégt [5], tragt
zu einer Begrenzung der Wachstumsge-
schwindigkeit von Mykobakterien bei.
Die Mykolsdureschicht stellt eine Per-
meabilitatsbarriere ahnlich der dufleren
Membran gramnegativer Bakterien dar.
Im Vergleich zur Zellwand von Escheri-
chia coli ist die mykobakterielle Zellwand
jedoch 100- bis 1000fach weniger permea-
bel fiir kleine geladene Molekiile und
hat somit durch die entsprechend einge-
schrankte Durchldssigkeit fiir Néhrstof-

fe einen begrenzenden Einfluss auf das
Wachstum [6]. Zusitzlich verfiigt die du-
lere von Mykolsduren und Glykolipiden
gebildete Membran aufgrund der paralle-
len, relativ starren Anordnung der Mykol-
sdureketten tiber eine nur geringe Fluidi-
tdt, wodurch auch die Diffusion lipophi-
ler Molekiile durch die Zellwand einge-
schrankt ist [7].

Zwar wirkt sich die Impermeabilitit
der Zellwand nachteilig auf die Nahrstoft-
zufuhr der Mykobakterien aus, anderer-
seits erfahren sie hierdurch aber einen
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Schutz vor der Wirkung schédlicher Sub-
stanzen wie Antibiotika oder bakterizi-
den Substanzen der Phagolysosomen.
Um eine Diffusion hydrophiler Nahr-
stoffe trotz der Impermeabilitit der Zell-
wand zu gewihrleisten, verfiigen Myko-
bakterien tiber Porine, die die Mykolséu-
reschicht durchdringen. Die Dichte der Po-
ren in der Mykolsdureschicht ist jedoch
beispielsweise bei M. smegmatis ca. 15fach
geringer als die Porendichte in der dufle-
ren Membran gramnegativer Bakterien
[8]. Diese geringe Porendichte erschwert
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Das langsame Wachstum von Mykobakterien.
Magliche Ursachen und Bedeutung fiir die Pathogenitat

Zusammenfassung

Die Gattung Mycobacterium weist als cha-
rakteristische Eigenschaft lange sowie bei
verschiedenen Spezies der Gattung stark
voneinander abweichende Generations-
zeiten auf. Alle hochpathogenen Spezies
wie der Tuberkuloseerreger M. tuberculosis
oder der Erreger der Lepra M. leprae zéhlen
zu den langsam wachsenden Mykobakte-
rien, wéhrend die apathogenen und oppor-
tunistischen Mykobakterien zu den schnell
wachsenden Arten gehoren. Dies legt die
Frage nach einem mdglichen kausalen Zu-

Slow growth rate of mycobacteria.

sammenhang zwischen Wachstumsrate
und Virulenz nahe. Wir erértern die mogli-
chen Ursachen des ungewdhnlich langsa-
men und innerhalb der Gattung variablen
Wachstums und diskutieren den aktuellen
Kenntnisstand zur mdglichen Bedeutung
der Wachstumsgeschwindigkeit fiir die my-
kobakterielle Pathogenitat.

Schliisselwarter
Mycobacterium - Tuberkulose -
Wachstumsrate - Virulenz - Pathogenitét

Possible reasons and significance for their pathogenicity

Abstract

A characteristic feature of mycobacteria is
their slow growth rate, which in addition
strongly varies in different species of the ge-
nus. All highly pathogenic species such as
M. tuberculosis and M. leprae causing tuber-
culosis and leprosy, respectively, belong to
the slow growing mycobacteria, while the
apathogenic and opportunistic species are
members of the fast growing mycobacteria.
This suggests that the question be posed
whether there is causality between myco-

bacterial growth rate and virulence. We dis-
cuss possible reasons for the slow and vari-
able growth rates of mycobacteria and the
current state of knowledge concerning the
significance of slow growth for mycobacteri-
al pathogenicity.

Keywords
Mycobacterium - Tuberculosis - Growth rate -
Virulence - Pathogenicity
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zusitzlich die Nahrstoffaufnahme und
kann zum langsamen mykobakteriellen
Wachstum beitragen. Wihrend der gene-
relle Aufbau der Zellwand bei allen Mycob-
acterium-Arten einheitlich ist, unterschei-
den sie sich wesentlich in jhrer Ausstat-
tung mit Porinen. Neben der Porendich-
te konnen Unterschiede hinsichtlich der
Porengrofien, Leitfahigkeiten und Ionens-
elektivititen (B Tabelle 2) einen Einfluss
auf die Zellwandpermeabilitit ausiiben.

Eine neue Klasse von Porin-Genen,
deren bekanntester Vertreter das Porin
MspA aus M. smegmatis ist, wurde in ver-
schiedenen schnell wachsenden Mykobak-
terien nachgewiesen [9]. Die durch MspA
gebildeten Poren zeichnen sich im Ver-
gleich zu anderen mykobakteriellen Pori-
nen durch eine relativ hohe Leitfihigkeit
aus (@ Tabelle 2). Neben dem mspA-Gen
besitzt M. smegmatis die homologen Gene
mspB, mspCund mspD. Eine Deletion von
mspA fiihrt zu einer Verringerung der Glu-
koseaufnahme um das 5fache [10], was die
Bedeutung von MspaA fiir die Néhrstoffver-
sorgung verdeutlicht. Auch der Durchtritt
hydrophober Substanzen durch die dufle-
re Membran wird durch Anwesenheit
von MspA aufgrund des Einflusses des
Porins auf die Membranstruktur erhdht
[11]. Interessanterweise besitzen verschie-
dene schnell wachsende Mykobakterien
zu mspA homologe Gene, wihrend sie
bei langsam wachsenden Mykobakterien
nicht nachgewiesen wurden [9].

Der Beweis, dass die Ausstattung der
mykobakteriellen Zellwand mit Porinen
einer der Faktoren ist, die die In-vitro-
Wachstumsgeschwindigkeit von Myko-
bakterien mitbestimmen, wurde durch
Expression des mspA-Gens aus M. smeg-
matis in M.-bovis-BCG* erbracht. Die he-
terologe Expression von mspA in M.-bovis-
BCG fiihrte zu einem leicht beschleunig-
ten Wachstum in Flissigkultur [12] bzw.
auf Agarplatten [13].

ABC-Transportsysteme

Das Ausmaf3 des Stoffaustauschs zwischen
Mykobakterien und ihrer Umwelt wird
nicht nur durch die Impermeabilitit der
Zellwand eingeschrankt. Auch der energie-

1 M.-bovis-BCG: attenuierter Stamm
(Bacille Calmette Guérin) von M. bovis.



Tabelle2

Mycobacterium-Spezies

Langsam wachsend
M.-bovis-BCG

M. tuberculosis OmpATb

Schnell wachsend
M. chelonae
M. phlei

M. smegmatis

MppA
MspA

agemessenin 1 M KCI.

Kanalbildende Proteine bei Mykobakterien

Kanalbildendes Protein

Kanal- Einzelkanal- Selektivitat Referenzen
durchmesser leitfahigkeit?

4,0nS Kationen [45]

0,8nS Anionen [45]
1,4-1,8 nm 0,7 nS [46]

0,7 nS Kationen [47]

3,0nS [47]
2,2nm 2,7nS Kationen [48]
1,8-2,0nm 4,5nS Kationen [49, 50]
2,5nm 4,6 nS Kationen [9]

abhingige substratspezifische Stofftrans-
port durch die Zytoplasmamembran {iber
ABC-Transportsysteme (ATP binding cas-
sette) spielt hierfiir eine Rolle. ABC-Trans-
porter stellen Permeasen dar, die verschie-
dene Molekiile substratspezifisch durch
biologische Membranen transportieren.
In Abhingigkeit von der Richtung des
Transportvorgangs unterscheidet man Ex-
porter von Importern.

Um mogliche ABC-Transportergene
im Genom von M. tuberculosis zu identi-
fizieren, wurde die Nukleinsduresequenz
nach in diesen Genen konservierten Re-
gionen durchsucht [14]. Insgesamt wur-
den in dem Genom von M. tuberculosis
37 ABC-Transportsysteme nachgewie-
sen. Hiervon erwiesen sich 16 als Impor-
ter und 21 als Exporter. Im Vergleich dazu
verfiigt E. coli iiber 57 ABC-Transporter,
von denen 44 Importer und 13 Exporter
sind [15]. Die 78 ABC-Transporter von
Bacillus subtilis teilen sich in 38 Impor-
ter und 40 Exporter. Diese Gegeniiber-
stellung zeigt, dass M. tuberculosis deut-
lich weniger ABC-Transporter besitzt als
die beiden schnell wachsenden Bakterien-
spezies E. coli und B. subtilis und dass be-
sonders die Zahl der Importer deutlich ge-
ringer ist. Die bei M. tuberculosis im Ver-
gleich zu anderen Bakterien geringeren
Transportkapazititen spiegeln sich auch
darin wieder, dass M. tuberculosis nur
ca. 2,5% seines 4,4 Mb grofien Genoms
[16] fiir die Kodierung von Proteinen,
die an der Bildung von ABC-Transport-
systemen beteiligt sind, aufwendet [14],

wihrend beispielsweise bei E. coli die fiir
ABC-Transporter kodierenden Gene 5%
des 4,6 Mb grof3en Genoms in Anspruch
nehmen [15].

Die Nukleinsaure-Syntheseleistung

Die Nukleinsdure-Syntheserate hingt ei-
nerseits von der Zahl der Replikations-
und Transkriptionsinitiierungen ab, an-
dererseits von der Geschwindigkeit des
Nukleinsdurekettenwachstums. Untersu-
chungen an M. smegmatis und M. tuber-
culosis weisen darauf hin, dass die schnell
wachsenden Mykobakterien eine hohe-
re Anzahl starker Promotoren besitzen
als langsam wachsende Mykobakterien,
was sich in der Rate der Transkriptions-
initiierungen niederschligt. Dieser Un-
terschied beziiglich der Promotorstirke
kann durch den hoheren GC-Gehalt der
Promotoren von M. tuberculosis (57%)
im Vergleich zu M. smegmatis (43%) er-
klart werden [17].

Ein weiterer moglicher Grund fiir die
eher geringe Rate an Transkriptionsini-
tilerungen liegt in der ungewd6hnlichen
Orientierung der Gene in Bezug auf die
Richtung der Replikation: Wihrend bei
B. subtilis 75% der Gene die gleiche Polari-
tat aufweisen wie die Replikation, ist dies
bei M. tuberculosis nur zu 59% der Fall.
Da Gene bei paralleler Orientierung zur
Replikationsrichtung effizienter expri-
miert werden, konnte diese ungewohnli-
che Genpolaritit zum langsamen Wachs-
tum von Mykobakterien beitragen [16].
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Auch das DNA- und das RNA-Ketten-
wachstum verlaufen bei Mykobakterien
deutlich langsamer als dies bei schnell
wachsenden Bakterien zu beobachten ist.
Laut Untersuchungen von Hiriyanna und
Ramakrishnan [18] ist das DNA-Ketten-
wachstum bei M. tuberculosis mit 3200 Nu-
kleotiden pro Minute ca. 11-mal langsamer
als bei M. smegmatis und ca. 13- bis 18-mal
langsamer als bei E. coli. Die Elongations-
rate fiir rRNA-Molekiile wurde bei M. tu-
berculosis auf 10 Nukleotide pro Sekunde
berechnet [19]. In der gleichen Studie wur-
de die Geschwindigkeit des mRNA-Ketten-
wachstums auf 6 Nukleotide pro Sekun-
de geschitzt. Demgegeniiber betragt die
mRNA-Elongationsrate bei E. coli 50 Nu-
kleotide pro Sekunde. Wegen der Kopp-
lung von Transkription und Translation
wirkt sich bei Bakterien die Geschwindig-
keit der mRNA-Elongation direkt propor-
tional auf das Kettenwachstum bei der Pro-
teinsynthese aus.

Zirka 80% der RNA einer mykobakte-
riellen Zelle liegen in Form von rRNA als
Bestandteil der Ribosomen vor, weswe-
gen das RNA/DNA-Verhiltnis die Zahl
der Ribosomen pro Zelle reflektiert [20].
Fiir dieses Verhaltnis wurden in der expo-
nentiellen Wachstumsphase Werte von
2:1 fiir M. tuberculosis, 4:1 fiir M. smeg-
matis und 20:1 fir E. coli ermittelt [21].
In Ubereinstimmung mit diesen Wer-
ten wiesen auch Harshey und Ramakris-
hnan [19] bei M. tuberculosis ein 10fach
geringeres RNA/DNA-Verhiltnis als bei
E. coli nach.
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Tabelle3

Mycobacterium-Spezies

Anzahl der
rrn-Operons

Mycobacterium-
Spezies

Langsam wachsend
M. africanum 1
M.-bovis-BCG 1

M. celatum

- N

M. intracellulare

y

M. leprae
M. marinum 1
M. microti 1
M. simiae 1
M. terrae 2
M. tuberculosis 1
Schnell wachsend
M. abscessus

M. agri

M. alvei

M. aurum

N N NN =

M. brumae

—_

M. chelonae

M. chitae

M. diernhoferi
M. fortuitum

M. gilvum

M. mucogenicum
M. neoaurum

M. phlei

M. porcinum

M. senegalense

M. smegmatis

N NN NN NNDNDNDNNDN

M. wolinskyi

Zahl der rrn-Operons und der rrn-Promotoren bei verschiedenen

Anzahl der
rrn-Promotoren

Referenz

[51]
[51]
[52]
[22]
[53]
rA: 2 [29]
[51]
rmA: 3 [54]
[55]
rrA: 2 [22,56,57]
rmA:5 [56, 58]
[58]
[59]
[58]
[58]
[58, 56]
[58]
[59]
[56, 58]
[58]
[59]
rrA: 3; rrnB:1 [56]
[22, 56]
[58]
[58]
[22, 56]
[59]

rmA:5

rrnA: 4; rrnB:1

rmA: 3, rrnB:1

rmA: 3, rmB: 1

Anzahl der ribosomalen RNA-Gene
(rrn) im Genom

Die rRNA-Syntheserate ist ein wesentli-
cher Faktor fiir die Regulierung der Ribo-
somenzahl pro Zelle und legt damit deren
Kapazitit zur Proteinsynthese fest. In Uber-
einstimmung mit dem niedrigeren RNA/
DNA-Verhiltnis sind in Mycobacterium-
Zellen deutlich weniger Ribosomen vor-
handen, als in Zellen von E. coli. So wur-
de die Ribosomenzahl in M.-bovis-BCG-
Zellen, die sich in der Stationdrphase befin-
den, auf 2200 geschitzt, wihrend E.-coli-

Zellen in der gleichen Wachstumsphase
iber 6200 Ribosomen verfiigen [20]. Bei
Bakterien besteht eine Kopplung zwischen
der Zahl der Ribosomen und der Wachs-
tumsrate, die unter verschiedenen Wachs-
tumsbedingungen ein ausgewogenes Ver-
hiltnis zwischen dem zelluldren Pool an Ri-
bosomen und den Erfordernissen der Pro-
teinsynthese garantieren soll. Dieser als
growth rate dependent control (GRDC)
bezeichnete Mechanismus wird auf der
Ebene der rRNA-Synthese gesteuert. Die
rRNA-Synthesekapazitit hingt wiederum
von der Gendosis, d. h. der Zahl der rrn-
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Operons und der Anzahl, Stirke und Re-
gulierung der rrn-Promotoren ab.

Als langsam wachsende Bakterien be-
sitzen Mykobakterien mit ein bis maxi-
mal 2 Kopien eine im Vergleich zu ande-
ren Bakterien geringe Zahl an rrn-Ope-
rons [22]. Schnell wachsende Bakterien
wie E. coli oder B. subtilis verfiigen tiber 7
bzw. 10 rrn-Operons [23, 24]. Fiir E. coli
konnte nachgewiesen werden, dass eine
Verringerung dieser Zahl von 7 auf 3 zu
einer Verringerung der Wachstumsrate
fithrte [25]. Neben der Zahl der rrn-Ope-
rons bestimmt auch deren Lage die Men-
ge der zur Ribosomensynthese zur Verfii-
gung stehenden 23S-, 16S- und 5S-rRNA-
Molekiile. Bei den meisten Bakterien befin-
den sich ein oder mehrere rrn-Operons in
der Nihe des oriC, wodurch unter Ausnut-
zung des Gendosiseffekts wihrend der Re-
plikation eine Steigerung der rRNA-Syn-
these erzielt werden kann. Bei der Sequen-
zierung des Genoms von M. tuberculosis
stellte sich jedoch heraus, dass das einzi-
ge rrn-Operon durch 1500 Kb vom oriC
getrennt ist und somit der Gendosiseffekt
wihrend der Replikation nicht fiir eine er-
hohte rRNA-Synthese genutzt wird [16].

Aufgrund fritherer Untersuchungen bei
verschiedenen langsam und schnell wach-
senden Mykobakterien wurde lange Zeit
angenommen, dass deren unterschiedliche
Wachstumsrate durch die unterschiedliche
Anzahl an rrn-Operons bedingt ist. So zeig-
ten Bercovier et al. [22], dass die langsam
wachsenden M. tuberculosis und M. intra-
cellulare nur ein rrn-Operon besitzen, wah-
rend die schnell wachsenden M. smegmatis
und M. phlei tiber 2 rrn-Operons verfiigen.
Untersuchungen an anderen Spezies besta-
tigten, dass langsam wachsende Mykobak-
terien in der Regel nur ein rrn-Operon mit
bis zu 3 Promotoren aufweisen, wahrend
schnell wachsende in der Regel 2 Operons
mit bis zu 5 Promotoren besitzen (B Tabel-
le 3). Ausnahmen von dieser Regel stehen
jedoch der Annahme, die Hauptursache
fiir das unterschiedliche Wachstumsverhal-
ten der Mykobakterien ldge in der rRNA-
Synthesekapazitit, entgegen. So weist das
Genom der langsam wachsenden Spezies
M. celatum und M. terrae 2 rrn-Kopien auf,
wihrend die schnell wachsenden M. absces-
sus und M. chelonae nur jeweils ein rrn-
Operon tragen (B Tabelle 3). In die glei-
che Richtung weisen Berechnungen von



Cox [25], nach denen die Synthesekapazi-
tdt des einzigen rrn-Operons von M.-bo-
vis-BCG bei maximaler Wachstumsrate
nur zu 12% genutzt wird. Ein direkter expe-
rimenteller Beweis dafiir, dass die Zahl der
rrn-Operons hochstens einen geringen Ein-
fluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit
hat, wurde durch Erzeugung von M.-smeg-
matis-Mutanten geliefert: Trotz Zerstérung
entweder des rrnA- oder des rrnB-Operons
war deren Wachstumsgeschwindigkeit in
der Fliissigkultur gegeniiber dem Wildtyp
nicht verandert [26].

Insertionselemente
und reduktive Evolution

Mit der Sequenzierung der Genome zahl-
reicher Mycobacterium-Spezies (8 Tabel-
le 4) ergaben sich neue Erkenntnisse zum
Verstindnis der Hintergriinde fiir die un-
terschiedlichen Wachstumsgeschwindig-
keiten der verschiedenen Arten. Als be-
deutsam fiir die Evolution der langsam
wachsenden Mykobakterien, die nach
neueren Befunden aus schnell wachsen-
den Mykobakterien hervorgegangen sind
[27], erwiesen sich der Erwerb von Inserti-
onselementen (IS-Elemente) sowie auch
der Verlust oder die Inaktivierung funktio-
neller Gene (sog. reduktive Evolution).

Die Sequenzierung des Chromosoms
des M.-tuberculosis-Stammes H37Rv zeig-
te, dass das Genom reich an repetitiver
DNA ist [28]. Es beherbergt mehr als 56
zu 8 Familien gehorende IS-Elemente. Der
Erwerb dieser grofien Zahl an repetitiven
DNA-Elementen, die die Entstehung von
Deletionen und Chromosomenrearrange-
ments und somit den Verlust funktioneller
Gene forderten, konnte ein wichtiger Fak-
tor fiir die Reduzierung der Wachstumsge-
schwindigkeit gewesen sein [29].

Sehr gut nachvollziehbar ist dieser evo-
lutionére Prozess bei den Arten M. ulcer-
ans und M. marinum. M. ulcerans ist aus
M. marinum durch den Erwerb fremder
DNA hervorgegangen. Wihrend das Ge-
nom von M. marinum das IS-Element
IS2404 nicht enthilt, kommt es in hoher
Kopienzahl im Genom aller daraufhin un-
tersuchten M.-ulcerans-Isolate vor [30].
Als Folge der Aufnahme der IS-Elemente
kam es im Genom von M. ulcerans hochst-
wahrscheinlich zu Rekombinationsereig-
nissen, die in Deletionen resultierten. Die-

Tabelle 4

Art Stamm

M. leprae N 3,27

M.-bovis-BCG Pasteur 4,0°
1173P2

M. microti 0V254 4,26°

M. bovis AF2122/97 4,35

M. tuberculosis CDC1551 44

M. tuberculosis H37Rv 4,4

M. tuberculosis 210 4,4

M. ulcerans 4,6°

M. avium 104 4,7°

M. avium subsp. k10 4,8

paratuberculosis

M. marinum M 6,56°

M. smegmatis MC2 155 6,9

GroB3e der Genome verschiedener Mycobacterium-Spezies

Genomgrofe [Mb] Organisation

Referenz
http://www.sangerac.uk [28]
http://www.pasteur.fr

http://www.sanger.ac.uk
http://www.sanger.ac.uk [60]
http://www.tigr.org [16,61]
http://www.sanger.ac.uk
http://www.tigr.org
http://www.pasteur.fr
http://www.tigr.org

http://www.cbc.umn.edu

http://www.sanger.ac.uk

http://www.tigr.org

aSequenzierung ist noch nicht komplett, daher ist die Genomgréf3e eine angendherte Angabe.

se fithrten wiederum zu einer Genomver-
kleinerung von ca. 6,56 Mb (bei M. mari-
num) auf ca. 4,6 Mb (bei M. ulcerans) ge-
koppelt mit einer Verlangerung der Gene-
rationszeit (B Tabelle 1).

Beim Vergleich der Genomsequenzen
von M. tuberculosis und M. leprae fillt auf,
dass die Parallelitét der Genanordnung be-
sonders an solchen Stellen unterbrochen
ist, an denen bei M. leprae repetitive Ele-
mente liegen. Das Genom von M. leprae
besteht zu 2% aus repetitiven Sequenzen.
Rekombinationsereignisse zwischen die-
sen Sequenzen fithrten zu einer Redukti-
on der Genomgréfle auf nur 3,27 Mb [16].
Dies entspricht weniger als 75% des Ge-
noms von M. tuberculosis [31].

Vorangetrieben wurde die reduktive
Evolution bei Mykobakterien auch durch
die Ansammlung von Pseudogenen. So
besitzt M. leprae 1604 potenziell aktive
Gene und 1116 Pseudogene [28]. Interes-
santerweise zahlen zu den Letzteren auch
9 Sigmafaktoren. Die von diesen Sigmafak-
toren regulierten Gene sind hiufig eben-
falls zu Pseudogenen mutiert [32]. Insge-
samt muss M. leprae im Verlauf seiner
Entstehung aus dem mit M. tuberculosis
gemeinsamen Vorldufer ungefihr 2000
funktionale Gene verloren haben [28].
Dies fiithrte zu einem Verlust zahlreicher
katabolischer Stoffwechselwege, wihrend
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die anabolischen Stoffwechselwege wenig
betroffen wurden.

Stoffwechselleistungen

Der Verlust wesentlicher Stoffwechselakti-
vitdten kann sowohl das extrem langsame
Wachstum von M. leprae unter In-vivo-
Bedingungen mit einer Generationszeit
von 20 bis 30 Tagen als auch das bis heu-
te anhaltende Misslingen seiner Anziich-
tung in kiinstlichen Nahrmedien erkli-
ren. Wahrend M. tuberculosis tiber 300 fiir
den Energiestoffwechsel zustindige Gene
verfiigt, besitzt M. leprae hierfiir nur 95 in-
takte Gene und 20 Pseudogene [33]. Bei-
spielsweise kann M. leprae aufgrund des
Verlustes der Gene galK und galT Galakto-
se nicht als Energiequelle nutzen. Weiter-
hin hat M. leprae verschiedene anaerobe
und microaerophile Elektronentransfer-
systeme wie die Formiat-Dehydrogenase,
die Nitrat-Reduktase und die Fumarat-Re-
duktase verloren. Ein weiteres Beispiel ist
das Fehlen des 5°-Endes des NADH-Oxi-
dase-Operons bei M. leprae, das zum Ver-
lust der Fahigkeit zur ATP-Synthese durch
die NADH-Oxidation fithrte [28].

Im Gegensatz zu M. leprae kann M. tu-
berculosis eine Vielzahl von Kohlenhydra-
ten, Alkoholen, Ketonen und Carbonséu-
ren metabolisieren [16], sodass zur Erkla-
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rung des langsamen Wachstums der Spezi-
es M. tuberculosis andere Ursachen in Be-
tracht gezogen werden miissen. Bereits in
dlteren Arbeiten wird der bei schnell und
langsam wachsenden Mykobakterien von-
einander abweichende Malat-Stoffwech-
sel als mogliche Ursache diskutiert. Der
Malat-Abbau ist ein wesentliches Element
der Energieerzeugung bei Mykobakterien
[34]. Messungen der Aktivitit der Enzy-
me Malat-Enzym (malic enzyme, mala-
te dehydrogenase decarboxylating, EC
1.1.1.40) und Malat-Dehydrogenase (EC
1.1.1.37) ergaben fiir das Malat-Enzym bei
den schnell wachsenden Mykobakterien
M. smegmatis und M. fortuitum hohe Wer-
te, wihrend bei den langsam wachsenden
Spezies M. tuberculosis, M. avium, M. kan-
sasii und M. scorfulaceum niedrige Werte
gemessen wurden. Die langsam wachsen-
den Spezies wiesen hingegen hohe Ma-
lat-Dehydrogenase-Aktivitaten auf [34,
35]. Eine wichtige Funktion des Malat-En-
zyms ist die Bildung von NADPH und Py-
ruvat, die fiir die Lipidbiosynthese beno-
tigt werden. Aufgrund des hohen Lipidan-
teils der mykobakteriellen Zellwand ist ein
Einfluss der Aktivitit des Malat-Enzyms
auf die Wachstumsrate durchaus denkbar.
Das fiir dieses Enzym kodierende mez-
Gen kann zwar in M. tuberculosis nachge-
wiesen werden, liegt jedoch in M. leprae
nur als Pseudogen vor [33].

Die Wachstumsgeschwindigkeit
von Mykobakterien:
ein Virulenzfaktor?

Die zu Beginn bereits dargestellte Korre-
lation zwischen Wachstumsgeschwindig-
keit und Pathogenitit der Mykobakterien
legt die Frage nahe, ob hier ein kausaler
Zusammenhang besteht und das langsa-
me Wachstum als Virulenzfaktor zu wer-
ten ist. Obwohl sich zahlreiche Studien
mit dieser Frage auseinander gesetzt ha-
ben, kann sie bis heute nicht eindeutig be-
antwortet werden.

Ein experimenteller Ansatz zur Kli-
rung dieser Frage besteht in der Mes-
sung der Wachstumsgeschwindigkeit un-
terschiedlich virulenter Staimme patho-
gener Mykobakterien, wie z. B. M. tuber-
culosis und M. bovis, in kultivierten Ma-
krophagen und in Tiermodellen. Auf die-
sem experimentellen Ansatz basierende

Arbeiten von North und Izzo [36] wiesen
auf das Vorliegen eines engen Zusammen-
hanges zwischen In-vivo-Verdopplungs-
raten und Virulenz hin: Die Autoren un-
tersuchten die Vermehrungsraten der
M.-tuberculosis-Stimme Erdman, des vi-
rulenten Stammes H37Ryv, seines attenu-
ierten Abkémmlings H37Ra sowie des
attenuierten M.-bovis-BCG-Stammes
in SCID-Mdusen, die iiber keine spezifi-
sche Immunitit verfiigen. Dadurch soll-
te der Einfluss der spezifischen Immunab-
wehr auf das Wachstum virulenter und at-
tenuierter Stimme minimiert werden. Es
zeigte sich, dass die in den Tieren gemes-
senen Verdopplungsraten der Virulenz
der Stimme entsprachen. Auch Untersu-
chungen von Silver et al. [37] unterstiit-
zen die Hypothese, dass virulentere M.-
tuberculosis- und M.-bovis-Stimme intra-
zelluldr schneller wachsen als weniger vi-
rulente Stimme. Die Autoren infizierten
humane Monozyten mit dem virulenten
M. tuberculosis H37Rv, dem avirulenten
M. tuberculosis H37Ra und dem attenu-
ierten M.-bovis-BCG und beobachteten
mit der Virulenz der Stimme korrelieren-
de Wachstumsraten. Dieses Ergebnis ver-
anlasste sie zu der Schlussfolgerung, dass
sich die Virulenz von Stimmen des M.-tu-
berculosis-Komplexes hauptsichlich in ih-
rer Fahigkeit, sich der intrazelluliren Um-
gebung der Phagozyten anzupassen, aus-
driickt. Diese Fihigkeit schlagt sich wie-
derum in der Wachstumsrate innerhalb
der Makrophagen nieder.

Im Gegensatz dazu liegen jedoch auch
Untersuchungen vor, die eine Korrelation
zwischen Virulenz und Wachstumsrate
nicht unterstiitzen [38, 39]. So verglichen
Dunn and North [38] die Verdopplungs-
zeiten unterschiedlicher M.-tuberculosis-
und M.-bovis-Stimme in den Lungen
immunkompetenter Mause und parallel
dazu die Uberlebensdauer der Mduse. Ob-
wohl z. B. der M.-bovis-Stamm Branch l4n-
gere Generationszeiten aufwies als 3 der 4
in die Studie einbezogene M.-tuberculosis-
Staimme, starben die mit diesem M.-bo-
vis-Stamm infizierten Méuse frither als
die mit den M.-tuberculosis-Stimmen in-
fizierten Méuse.

Heftig diskutiert wurde die Bedeutung
der Wachstumsgeschwindigkeit fiir die
Virulenz auch im Zusammenhang mit
dem M.-tuberculosis-Isolat CDCiss1. Die-
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ser Stamm, der zwischen 1994 und 1996
einen Ausbruch in der Nihe der Gren-
ze Kentucky/Tennessee ausloste, zeich-
net sich durch eine hohe Ubertragungs-
rate aus und wurde daher zunichst als
besonders virulent erachtet. Ersten Un-
tersuchungen zufolge schien er auch ein
schnelleres Wachstum in der Lunge von
Miusen aufzuweisen [40]. Spdtere Unter-
suchungen widerlegten jedoch sowohl
die angenommene erhdhte Virulenz als
auch das schnellere Wachstum des Iso-
lats CDCis51 [39, 41]. Bei Infektionsver-
suchen mit Mausen (Stamm Cs7BL/6)
stellte sich heraus, dass M. tuberculosis
CDCi551 in den Lungen gleiche Wachs-
tumsraten aufwies wie die Stimme M. tu-
berculosis H37Rv und M. bovis Ravenel.
Die Uberlebensrate der Miuse war je-
doch bei einer Infektion mit M. bovis Ra-
venel deutlich geringer als bei einer Infek-
tion mit den beiden M.-tuberculosis-Staim-
men [39]. Infektionsversuche mit Kanin-
chen, in deren Verlauf die Zahl der Gra-
nulome, deren Grofle und Gehalt an My-
kobakterien erfasst wurden, bestitigten,
dass M. tuberculosis CDCis51 nicht viru-
lenter ist, als der Vergleichsstamm M. fu-
berculosis H37Rv. Beide Stimme induzier-
ten die gleiche Anzahl an sichtbaren Gra-
nulomen, aber die durch M. tuberculosis
CDCis51 verursachten Granulome waren
kleiner und enthielten weniger Bakterien
[41]. Der Stamm M. tuberculosis CDCi1551
induziert allerdings eine schnellere und
robustere Immunantwort, die sich darin
zeigt, dass er im Vergleich zu anderen M.-
tuberculosis-Staimmen (wie H37Rv) in in-
fizierten Monozyten die Bildung grof3e-
rer Mengen an TNF-q,, IL-10, IL-6 und
IL-12 hervorruft [42]. Die Ausldsung ei-
ner schnellen und starken Immunant-
wort kann auch die hohe Rate an Tuber-
kulin-positiven Kontaktpersonen zu Be-
ginn des Ausbruchs erkléren.

Ein generelles Problem bei der Inter-
pretation von Infektionsversuchen mit
verschiedenen Mycobacterium-Stimmen
liegt in der Differenzierung zwischen
den Auswirkungen der Wachstumsge-
schwindigkeit selbst und den Auswirkun-
gen sonstiger Charakteristika der unter-
suchten Stimme auf den Verlauf der In-
fektion. Um hier klarer differenzieren
zu konnen, bieten sich experimentel-
le Ansidtze an, die auf dem Hinzuftigen



oder Ausschalten eines einzigen Gens
eines Stammes und der Analyse der da-
raus fir die Wachstumsgeschwindigkeit
und Virulenz resultierenden Folgen ba-
sieren. Mittels dieser Strategie konnte
bewiesen werden, dass die Ausstattung
der mykobakteriellen Zellwand mit Pori-
nen die Wachstumsrate mitbestimmt: So
zeigten M.-bovis-BCG-Derivate, die das
Poringen mspA von M. smegmatis tragen,
ein schnelleres Wachstum in Fliissigkul-
tur oder auf Agarplatten. Entsprechend
wuchsen M.-smegmatis-Mutanten, bei
denen die 2 Poringene mspA und mspC
deletiert waren, in Flissigkultur deut-
lich langsamer [12, 13, 43]. Wéhrend also
das Wachstum in kiinstlichen Kulturme-
dien sowohl bei dem schnell wachsen-
den M. smegmatis als auch bei dem lang-
sam wachsenden M.-bovis-BCG durch
Porine positiv beeinflusst wurde, traten
beim Wachstum in kultivierten Maus-
Makrophagen vollkommen entgegenge-
setzte Effekte ein: Das zusitzliche Porin-
gen mspA verbesserte das intrazelluldre
Wachstum von M.-bovis-BCG [13]; das in-
trazelluldre Uberleben von M. smegmatis
hingegen wurde durch die Deletion von
mspA bzw. mspA und mspC stark verbes-
sert [43]. Diese unterschiedlichen Aus-
wirkungen von Porinen in M. smegmatis
und M.-bovis-BCG lassen sich dadurch
erkldren, dass die Phagosomen, in denen
sich diese Mycobacterium-Arten inner-
halb der Makrophagen befinden, einen
unterschiedlichen Reifungsgrad und so-
mit unterschiedliche bakteriozide Aktivi-
titen aufweisen. Innerhalb des M.-bovis-
BCG-Phagosoms, dessen Reifung in ei-
nem sehr frithen Stadium unterbrochen
wird, tiberwiegt der durch die Porine er-
zielte Effekt der besseren Nahrstoftversor-
gung, wihrend innerhalb des mit den Ly-
sosomen verschmelzenden M.-smegma-
tis-Phagosoms der durch die Porine ver-
ringerte Schutz gegeniiber den Abwehr-
mechanismen des Makrophagen domi-
niert. An diesen Beispiel wird deutlich,
dass ein kausaler Zusammenhang zwi-
schen Wachstumsgeschwindigkeit und
Virulenz nicht einfach hergestellt werden
kann: ein Merkmal, das das Wachstum
zweier Mycobacterium-Spezies in kiinst-
lichen Kulturmedien fordert, kann in die-
sen Mycobacterium-Arten vollkommen
entgegengesetzte Auswirkungen auf Vi-

rulenz-assoziierte Eigenschaften wie die
intrazellulire Persistenz ausiiben.

Von herausragender Bedeutung fiir
die mykobakterielle Pathogenitit ist die
Fahigkeit insbesondere der hochpatho-
genen, langsam wachsenden Mykobak-
terien, innerhalb von Granulomen in ei-
nem Ruhezustand, der Latenz, bis zu Jahr-
zehnten zu iiberdauern, ohne von der Im-
munabwehr eliminiert zu werden. Die ge-
ringen Teilungsraten der langsam wach-
senden Mykobakterien sind fiir das Er-
langen und Aufrechterhalten des Latenz-
zustandes sicherlich vorteilhaft. Das lang-
same Wachstum erfordert nur eine gerin-
ge Nahrstoffzufuhr, sodass die Bakterien
auch unter den Néhrstoff-limitierten Be-
dingungen im Phagosom und bei gerin-
ger Porindichte in der Zellwand persistie-
ren konnen. Auch die fiir Mykobakterien
typische geringe Rate der Synthese von
Makromolekiilen [25] und die aufgrund
des hohen GC-Gehalts der Promotoren
geringe Genexpressionsrate [17] unterstiit-
zen ihr Uberleben im Zustand der Latenz.
Einer Studie von Segovia-Juarez et al. [44]
zufolge werden M.-tuberculosis-Granulo-
me iiber lingere Zeitraume umso grofier,
je langsamer die Wachstumsrate der Bak-
terien ist. Die Autoren kommen zu dem
Schluss: ,,This confirms the importance
of the slow mycobacterial growth rate as
part of its virulence.“

Fazit

Die grundsatzlich langsame Wachstums-
rate von Mykobakterien ist multifaktori-
ell bedingt, wobei der Zellwandaufbau
wabhrscheinlich eine wesentliche Rolle
spielt. Aufgrund ihres hohen Lipidanteils
stellt die mykobakterielle Zellwand eine
effektive Diffusionsbarriere dar, die die
Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen li-
mitiert. Zusatzlich erfordert die Zellwand-
synthese wegen des hohen Lipidanteils
sehr viel Energie, und auch dadurch ist
das Wachstum limitiert. Ein weiterer we-
sentlicher das Wachstum begrenzender
Faktor ist die niedrige Nukleinsaure-Syn-
theseleistung: Die langsame Replikation
beschrankt die Zahl der Chromosomen
pro Zelle und verringert so Gendosisef-
fekte. Geringe Transkriptionsraten, ge-
koppelt mit niedrigen Ribosomenkonzen-
trationen (aufgrund der wenigen rrn-Ko-
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pien) setzen zudem die Genexpressions-
und Proteinsynthese-Raten herab.

Auch die Unterschiede in den Wachs-
tumsraten verschiedener Mycobacteri-
um-Spezies haben multifaktorielle Ursa-
chen, wobei aber bisher in diesem Zusam-
menhang nur die Ausstattung der Zell-
wand mit Porinen experimentell als fiir
die Wachstumsrate mitverantwortliche Ei-
genschaft bewiesen wurde. Hingegen ist
das Vorliegen eines oder zweier rrn-Ope-
rons im Genom, das lange Zeit fiir die un-
terschiedlichen Generationszeiten lang-
sam und schnell wachsender Mykobak-
terien verantwortlich gemacht wurde,
hier eher von geringer Bedeutung. Eine
Hauptursache fiir das extrem langsame
Wachstum von M. leprae liegt sicherlich
im Verlust aktiver Gene durch die reduk-
tive Evolution, in deren Verlauf durch die
Integration repetitiver DNA-Elemente
gefolgt von Rekombinationsereignissen
komplette Stoffwechselwege verloren ge-
gangen sind.

Die Pathogenitat der langsam wachsen-
den Mykobakterien ist besonders in ihrer
Fahigkeit begriindet, intrazellular zu per-
sistieren. Weiterhin ist ihre Fahigkeit zur
Latenz von groBer Bedeutung. Sowohl
fiir die intrazelluldre Persistenz als auch
fiir die Latenz sind die geringen Wachs-
tumsraten, die eine nur geringe Nahr-
stoffzufuhr und metabolische Aktivitat
erfordern, von Vorteil, sodass unseres Er-
achtens das langsame Wachstum als Viru-
lenzfaktor gewertet werden kann.
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