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ABSTRACT 

 

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (M.tb), is a highly contagious 

disease and the ninth leading cause of death worldwide. Every year, approximately 8–10 

million people are having M.tb infections and leading to 2 million deaths. It is estimated that 

a third of the world's population are infected with M.tb but most never develop active TB.  

Infection with TB results in death of one human being every 20 seconds worldwide. The 

situation is alarming in view of the fact that there is rapid emergence of multi drug resistant 

(MDR) and totally drug resistant (XDR) strains of M.tb. Therefore it is imperative that we 

understand the mechanisms of infection and virulence of mycobacteria in order to devise 

strategies for development of effective vaccines and new drugs. The two M.tb strains, H37Rv 

and H37Ra, have originated from same parental strain but exhibit difference in virulence 

phenotype.  

Previous studies showed that PE/PPE family genes are unique to mycobacterial species. The 

present study examines the role of PE/PPE family in the context of virulence based on 

comparative genomics and proteomics of M.tb H37Ra and H37Rv strains. Results presented in 

this thesis showed that PPE family of PE/PPE play a key role in causing variation of 

virulence phenotypes between M.tb strains H37Rv and H37Ra. Previous study reported from 

the mentor’s lab highlighted the role of PE family in virulence. However, non-PE/PPE 

families such as mce, TCSS, mmpL and Sigma family have minor contribution in virulence as 

some members of the family show variations at nucleotide and amino acid levels. 

Biphasic evolution of mycobacteria involves both reductive evolution or loss of genes that 

are not essential for its survival and gaining of genes that assist in its pathogenicity. The 

results of comparative in-silico study of sigma family across mycobacteria show that sigma 

factors have been reduced in numbers from non-pathogenic bacteria to pathogenic bacteria 

and support the concept of reductional evolution in mycobacterium. Although, in M.tb 

strains, no variation was observed in sequences at the level of expression of gene or protein in 

Sigma family, except SigM. The study to examine the changes acquired by sigma family 

across the genus mycobacteria might add to the existing knowledge about mycobacterial 

proteins involved in pathogenicity. The present research embarked to study the changes 
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acquired by Sigma family during the course of evolution across the mycobacteria genus, 

including variations acquired by protein family in terms of their homologs, variations in 

number and size of domain architecture and variations of sigma factor targets across 

mycobacteria. The results identified important sigma factor targets and regulators which, can 

be basis for interventions given their in-vitro and in-vivo role and to understand the 

physiological relevance of their interaction. 

A previous study showed the importance of sigma family in life cycle of M.tb and a separate 

study showed the immumo-modulatory property of Mycobacterium indicus pranii (MIP) that 

makes it an ideal vaccine strain. There are no reports to suggest the importance of sigma 

family in MIP and their role in immune-modulation. Understanding the biology of MIP in 

terms of the regulatory role of sigma factors could help in improving the efficacy of MIP as a 

vaccine.  The study of sigma factors in non-pathogenic MIP could establish their role in MIP 

vis-à-vis in M. tb. Given this background, the present study aims to study the sigma family 

and their role as transcription factors in MIP. 

MIP, a non-pathogenic mycobacterium, is placed much above M.tb in evolutionary time line. 

The role of sigma factor proteins in non-pathogenic mycobacteria is equally important as it 

may provide critical insights about the mechanisms that lead to development of 

pathogenicity. Therefore, in the present study, the functional role of the sigma factor proteins 

MIP_06077, MIP_05167, MIP_02019 and MIP_06373 and their immune-modulatory role 

were thoroughly investigated in-vitro and in-vivo. To explore their putative functions, the 

genes encoding MIP_06077, MIP_05167, MIP_02019 and MIP_06373 were cloned, 

expressed and the recombinant protein was purified. Functional characterization of purified 

recombinant MIP_06077, MIP_02019 and MIP_05167 proteins were done to establish their 

activity as sigma factors. The results showed the formation of DNA-protein complex by 

EMSA, expression of lacZ reporter gene located downstream of promoters of different targets 

such as MIP_07129, MIP_07779, MIP_07280 and MIP_05167 of sigma factors in E.coli two 

plasmid assay interaction. These results pointed to their functional role as sigma factor. 

Additionally, in vivo thermal and SDS detergent rescue of E.coli expressing MIP_06077, 

MIP_02019, MIP_05167 and MIP_06373, categorically demonstrated that MIP_06077, 

MIP_02019, MIP_05167 and MIP_06373 were sigma factor-like protein. 

Immunological functions of MIP_06077 and MIP_02019 proteins were investigated in mice 

model. The recombinant MIP_06077 protein showed B cell response which pointed to its 

antigenic potential. Both MIP_06077 and MIP_02019  induced significant secretion of Th1 

cytokines (IFN-γ, TNF-α, IL-6), which were examined in-vitro from splenocyte culture 
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supernatant or intracellularly in CD4+ T cells using ELISA or Flow cytometry, respectively. 

Observation of these results led to conclusion that MIP_06077 and MIP_02019 have a 

potential to evoke Th1 type response and generate CD4+ T helper cells. MIP_06077 could 

potentially be used either as a booster to BCG or as a subunit vaccine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



सार 
तपेदिक (टीबी), माइकोबैक्टीरियम तपदेिक (एम. टीबी) की वजह स,े एक अत्यधिक सकं्रामक िोग औि 

िधुिया भि में मौत का िौवा ंप्रमुख कािण है । हि साल, लगभग 8-10 लाख लोगों को एम. टीबी 

संक्रमण औि २,०००,००० मौतों के धलए अग्रणी िह ेहैं । यह अिुमाि है दक िधुिया की आबािी का 

एक धतहाई एम टीबी स ेसंक्रधमत हैं, लेदकि सबस ेसदक्रय टीबी का धवकास कभी िहीं । एक मािव हि 

20 सेकंड िधुिया भि में की मौत में टीबी के परिणाम के साथ सकं्रमण । को धथथधत तथ्य यह है दक 

वहां तेजी स ेबहु िवा प्रधतिोिी (एमडीआि) औि पूिी तिह स ेिवा प्रधतिोिी (XDR) एम. टीबी के 

उपभेिों के उद्भव है के मदे्दिजि खतििाक है । इसधलए यह जरूिी है दक हम संक्रमण औि आइसोलेटों 

के डाह के तंत्र को समझि ेके धलए प्रभावी टीके औि िई िवाओं के धवकास के धलए िणिीधत तयैाि 

कििे के धलए । िो एम टीबी उपभेिों, H37Rv औि H37Ra, एक ही माता धपता के तिाव स ेउत्पंि 

दकया है, लेदकि डाह phenotype में अंति िर्ाात ेहैं । 

धपछले अध्ययिों स ेपता चला है दक पीई/पीपीई परिवाि जीि माइक्रोबैक्टीरियल प्रजाधतयों के धलए 

अधितीय हैं । वतामाि अध्ययि में एम. टीबी H37Ra औि H37Rv उपभेिों के तुलिात्मक जीिोधमक्स 

औि प्रोरटयोधमक् के आिाि पि डाह के सन्िभा में पीई/पीपीई परिवाि की भधूमका की जांच किता है 

। इस थीधसस में प्रथतुत परिणामों स ेपता चला दक पीई/पीपीई के पीपीई परिवाि एम टीबी उपभेिों 

H37Rv औि H37Ra के बीच डाह phenotypes के रूपांति के कािण में एक महत्वपूणा भधूमका धिभात ेहैं 

। पूवा अध्ययि संिक्षक की प्रयोगर्ाला स ेरिपोटा डाह में पीई परिवाि की भधूमका पि प्रकार् डाला । 

हालांदक, िॉि-पीई/पीपीई परिवािों जैस ेmce, TCSS, mmpL औि धसग्मा परिवाि के कुछ सिथयों के 

परिवाि के डाह औि एधमिो एधसड के थति पि धभन्नता दिखािे के रूप में न्यूधक्लयोटाइड में मामूली 

योगिाि है । 

आइसोलेटों के Biphasic धवकास िोिों प्रधतआगमिात्मक धवकास औि जीि है दक इसके अधथतत्व के धलए 

आवश्यक िहीं है औि जीि है दक इसके pathogenicity में सहायता के पाि ेके धलए िकुसाि र्ाधमल है 

। आइसोलेटों भि में धसग्मा परिवाि के तुलिात्मक में silico अध्ययि के परिणाम बताते है दक धसग्मा 

कािकों गैि स े संख्या में िोगजिक बैक्टीरिया को कम दकया गया है िोगजिक बैक्टीरिया औि 

माइकोबैक्टीरियम में कमी धवकास की अविािणा का समथाि । हालांदक, एम टीबी उपभिेों में, कोई 

बिलाव जीि या धसग्मा परिवाि में प्रोटीि की अधभव्यधि के थति पि अिुक्रम में िखेा गया था, SigM 

को छोड़कि । जीिस आइसोलेटों भि में धसग्मा परिवाि िािा अधिग्रहीत परिवताि की जांच कििे के 

धलए अध्ययि pathogenicity में र्ाधमल माइक्रोबैक्टीरियल प्रोटीि के बािे में मौजूिा ज्ञाि को जोड़ 

सकते हैं । वतामाि अिसुंिाि आइसोलेटों जीिस भि में धवकास के पाठ्यक्रम के िौिाि धसग्मा परिवाि 

िािा अधिग्रहीत परिवताि का अध्ययि किि ेके धलए रु्रू दकया, उिके homologs के सिंभा में प्रोटीि 

परिवाि िािा अधिग्रहीत रूपांतिों सधहत, में रूपांतिों सखं्या औि डोमेि वाथतुकला औि धसग्मा कािक 

लक्ष्य के रूपातंिों के आकाि के पाि  आइसोलेटों. परिणामों की पहचाि महत्वपणूा धसग्मा कािक लक्ष्य 

औि धियामकों जो, कि सकते हैं 

एक धपछले अध्ययि एम टीबी औि एक अलग के जीवि चक्र में धसग्मा परिवाि के महत्व को दिखाया 

अध्ययि ि ेमाइकोबैक्टीरियम indicus pranii (MIP) के immumo-modulatory गुण को दिखाया जो यह 

एक आिर्ा टीका तिाव बिाता है । धसग्मा के महत्व को सुझाि ेके धलए कोई रिपोटा िहीं हैं MIP में 

परिवाि औि प्रधतिक्षा मॉडुलि में उिकी भूधमका. में MIP के जीवधवज्ञाि को समझिा धसग्मा कािकों की 

धियामक भधूमका की र्तें एक के रूप में MIP की प्रभावकारिता में सुिाि कििे में मिि कि सकता है 

टीका. गैि-िोगजिक MIP में धसग्मा कािकों का अध्ययि MIP में अपिी भूधमका थथाधपत कि सकता है 



एम. टीबी में धवज़-à-धवज़ । इस पृष्ठभधूम को िेखत ेहुए वतामाि अध्ययि का उदे्दश्य धसग्मा परिवाि 

का अध्ययि कििा औि MIP में प्रधतलेखि कािकों के रूप में उिकी भूधमका । 

MIP, एक गैि-िोगजिक माइकोबैक्टीरियम, धवकासवािी समय िेखा में एम. टीबी के ऊपि ज्यािा िखा 

जाता है । गैि-िोगजिक आइसोलेटों में धसग्मा कािक प्रोटीि की भूधमका भी उतिा ही महत्वपणूा है 

धजतिा दक यह के धवकास के धलए िेततृ्व तंत्र के बािे में महत्वपूणा अंतिृाधि प्रिाि कि सकते है 

pathogenicity । इसधलए, वतामाि अध्ययि में, धसग्मा कािक प्रोटीि की कायाात्मक भूधमका MIP_06077, 

MIP_05167, MIP_02019 औि MIP_06373 औि उिकी प्रधतिक्षा-modulatory भूधमका पूिी तिह स ेजाचं 

में थे-इि धवट्रो औि में-vivo । उिके ख्यात कायों का पता लगाि ेके धलए जीि एकंोडडंग MIP_06077, 

MIP_05167, MIP_02019 औि MIP_06373 क्लोि दकया गया था, व्यि औि रिकॉमधबिेंट प्रोटीि रु्द्ध 

था । रु्द्ध के कायाात्मक लक्षण वणाि रिकॉमधबिेंट MIP_06077, MIP_02019 औि MIP_05167 प्रोटीि 

को थथाधपत कििे के धलए दकया गया था उिके धसग्मा कािकों के रूप में गधतधवधि. ितीजों ि ेडीएिए 

के गठि को दिखाया प्रोटीि कॉम्प्लेक्स EMSA, lacZ रिपोटाि जीि की अधभव्यधि अलग लक्ष्य के प्रवताकों 

के बहाव धथथत जैस ेMIP_07129, MIP_07779, MIP_07280 ये परिणाम धसग्मा कािक के रूप में उिकी 

कायाात्मक भधूमका की ओि इर्ािा दकया ।इसके अधतरिि, vivo थमाल औि ई. कोलाई MIP_06077, 

MIP_02019, MIP_05167 औि MIP_06373 व्यि की एसडीएस धडटजेंट बचाव में, थपि है दक 

MIP_06077, MIP_02019, MIP_05167 औि MIP_06373 धसग्मा कािक प्रोटीि की तिह थे प्रिर्ाि दकया। 

चूहों के माडल में MIP_06077 औि MIP_02019 प्रोटीि के प्रधतिक्षा कायों की जाचं की गई । 

रिकॉमधबिेंट MIP_06077 प्रोटीि ि े बी सेल रिथपांस दिखाया जो इसकी प्रधतजिी क्षमता की ओि 

इर्ािा दकया । िोिों MIP_06077 औि MIP_02019 प्रेरित Th1 साइटोककंस के महत्वपूणा स्राव (IFN-γ, 

TNF-α, IL-6) है, जो इि-इि धवट्रो की जांच की गई splenocyte संथकृधत supernatant या intracellularly 

स ेCD4 + टी में एधलसा या प्रवाह cytometry, क्रमर्ः का उपयोग कोधर्काओं । इि परिणामों के प्रके्षण 

धिष्कर्ा है दक MIP_06077 औि MIP_02019 एक Th1 प्रकाि की प्रधतदक्रया पिैा औि CD4 + टी 

सहायक कोधर्काओं उत्पंि कििे की क्षमता है के िेततृ्व में । MIP_06077 सका संभवतः या तो बीसीजी 

के धलए एक बूथटि के रूप में या एक उपइकाई वैक्सीि के रूप में इथतेमाल दकया । 
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