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Zusammenfassung

Interferon y (IFNy) ist eines der wichtigsten Zytokine, fir die Vermittlung der Resistenz
gegen intrazellulare Parasiten vermitteln. Nach IFNy Stimulation werden in der Zelle
verschiedene GTPasen hochreguliert, inklusive der p65 Guanylate-bindenden Proteine
(GBPs). In den vergangenen Jahren konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass verschiedene mGBPs nach IFNy Stimulation und Toxoplasma gondii Infektion eine
Lokalisationsanderung in der Zelle aufweisen. Sie rekrutieren von ihrer urspriinglichen
Vesikel-ahnlichen Verteilung im Zytoplasma um die parasitophore Vakuole (PV) des
Parasiten herum. Dies implizierte eine anti-parasitare Funktion fir die mGBPs in der
Zelle, die in Infektionsversuchen mit der bereits generierten mGBP2" Maus bestatigt
werden konnte. Die mGBP2-defiziente Mauslinie zeigt eine erhdhte Suszeptibilitat,
charakterisiert durch eine erhéhte Anzahl von T. gondii Gewebezysten im Gehirn und
erhohter Mortalitat im Verlauf der Infektion.

Ziel dieser Arbeit war es, zellulare Mechanismen genauer zu charakterisieren, die zu der
Akkumulation der mGBPs um die parasitophore Vakuole (PV) herum flhren. Des
Weiteren sollten Proteindomanen beschrieben werden, die fir die Akkumulation an der
PV wichtig sind. Die mGBP2" Maus sollte im parasitaren (T. gondii) und viralem (MCMV)
Infektionsmodell genauer charakterisiert werden.

Es zeigte sich, dass die Akkumulation von mGBP2 an die PV unabhangig vom Toll-like
Rezeptor (TLR) Adapterprotein MyD88 ist, sodass die mGBP Rekrutierung
wahrscheinlich TLR unabhangig erfolgt. Auch eine Abhangigkeit der Rekrutierung von
MAP-Kinase (Mitogen aktivierte Protein Kinase) konnte nicht gezeigt werden. Obwohl
die Infektion mit T. gondii Veranderungen im intrazellularen Ca?*-Level auslost, konnte
keine Ca®*-Abhangigkeit der mGBP Rekrutierung gezeigt werden.

Eine wichtige Effektor-Funktion von mGBP2 im Prozess des PV Abbaus zeigte sich in
Immunfluoreszenz-Versuchen mit Hilfe einer selektiven Permeabilisierung. Es konnte
beobachtet werden, dass es bei mGBP2 positiven PVs zu einer Durchlassigkeit der PV-
Membran fur einen T. gondii spezifischen Antikdrper kommt, die nicht durch den Einsatz
des Detergenz erklart werden kann. Vergleichbares konnte bei mGBP2 negativen PVs
nicht beobachtet werden und ebenfalls nicht nach Infektion mit virulenten BK
Toxoplasmen, die eine Rekrutierung von mGBPs um ihre PV verhindern kénnen.

Live cell imaging Aufnahmen zeigten, dass mGBP2 Vesikel einen hohen Grad an
Dynamik aufweisen. Schon vor Infektion zeigen sich verschiedene dynamische
Prozesse, wie Verschmelzungen und Abspaltungen von Vesikeln untereinander. Nach
Infektion mit T. gondii konnte die schnelle Akkumulierung von mGBP2 um die PV
beobachtet werden. Es zeigte sich, dass weniger ganze Vesikel zielgerichtet an die PV
rekrutieren, sondern es sich um verschiedenste dynamische Prozesse handelte. Zum
einem verschmolzen Vesikel mit der PV, I6sten sich aber auch wieder ab. Viele Vesikel
in PV Nahe wurden kleiner, sodass es wahrscheinlich ist, dass mGBP2 aus den Vesikeln
entlassen wird und in freier Form an die PV rekrutiert.
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Diese Beobachtungen stimmen auch mit Ergebnissen verschiedener
Zytoskelett-Inhibitionen Uberein. Auch nach Einsatz verschiedener Inhibitoren kam es zu
einer Akkumulation von mGBP2 an die PV. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die
Akkumulation von mGPBS um die PV unabhangig vom Zytoskelett erfolgt. Es kann
allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die Bewegungen der mGBP2 Vesikel
innerhalb der Zelle Zytoskelett abhangig sind und nur die Dissoziation von mGBP2
Molekilen aus den Vesikeln zu der PV Zytoskelett unabhangig erfolgt.

Es zeigte sich, dass die Akkumulation von mGBP2 an die PV von ATG5 abhéangt. In
ATG5™ Zellen kam es zu einer verringerten Akkumulation von mGBP2 an der PV. ATG5
ist bedeutend fur die Membranelongation wahrend der Autophagie und kdnnte somit
auch fur die Rekrutierung mafgeblicher Effektor-Molekiile (wie den mGBPs) wahrend
einer Infektion, im Rahmen der Autophagie als Abwehrmechanismus gegen
intrazellulare Parasiten, wichtig sein. Wir vermuten einen ATG5-abhangigen, aber
Autophagie-unabhangigen  Mechanismus, der flir den Transport wichtiger
Effektorproteine wie die mGBPs an die PV von T. gondii verantwortlich ist.

Fur die Aufklarung wichtiger Motive bzw. Aminosauren in der mGBP Sequenz, die zu der
Rekrutierung an die T. gondii PV flhren, wurde ein Hybridprotein zwischen mGBP6 und
mGBP10 hergestellt. Diese Mitglieder der mGBP-Familie sind besonders interessant,
denn sie unterscheiden sich nur in 14 Aminosauren. Wahrend mGBP6 an die PV von
T. gondii rekrutiert kann mGBP10 dies nicht. Mit Hilfe des Hybridproteins und
Mutagenese Versuchen konnte eine flir die Rekrutierung wichtige Aminosaure im C-
Terminalen Proteinteil identifiziert werden (D542N).

Des Weiteren zeigte sich, dass die Rekrutierung der mGBPs nach Infektion mit
virulenten T. gondii Stammen, wie Typ | BK-Toxoplasmen, durch Rhoptrien Proteine
(ROP) verhindert wird. Nach Inhibition der ROP Sezernierung, konnte eine steigende
Anzahl von mGBP2 positiven PVs um virulente BK Toxoplasmen herum detektiert
werden.

Eine neue Funktion von mGBP2 in der Abwehr von viralen Infektionen konnte durch
Infektionsversuche von mGBP2" Mausen mit mCMV beschrieben werden. Hier zeigten
die mGBP2™" eine erhohte Viruslast in den Organen nach Infektion im Vergleich zu WT
Tieren.
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Summary

Interferon-y (IFNy) is a major cytokine that mediates resistance against intracellular
parasites. After IFNy stimulation several GTPases are upregulated in cells, including the
p65 guanylate-binding proteins (GBPs). In recent years our group could show, that
several mGBPs relocalize after Toxoplasma gondii infection from their former vesicular-
like structure to the parasitophorous vacuole (PV) of the parasite, indicating an anti-
parasitic role for the mGBPs within the cell. This was demonstrated in infection
experiments in the mGBP2 mice; which showed an increased susceptibility against
T. gondii infection, characterized by a higher amount of T. gondii containing cysts in the
brain and an increased lethality.

The aim of this work was to characterize the cellular mechanisms, which lead to the
accumulation of the mGBPs at the T. gondii PV membrane. Additionally the identification
of protein motifs, which are important for the intracellular re-localization of the mGBPs
after T. gondii infection, was of interest. Finally, the mGBP2" mice were characterized in
a parasitic (T. gondii) as well as in a viral (MCMV) model.

The accumulation of the mGBP2 at the parasitophorus vacuole (PV) of T. gondii was
independent from the toll-like receptor (TLR) adaptor protein MyD88; this implicates a
TLR-independent recruitment of the mGBPs to the PV. Also the host MAPK (mitogen
activated protein kinase) and intracellular Ca*-levels appear to have no effect on the
mMGBP recruitment.

An important effector function for mGBP2 was seen in immune fluorescence staining
experiments after selective permeabilization of infected cells. Only mGBP2-positive PVs
were permeable for the T. gondii specific antibody. This was not seen in
mGBP2-negative PVs or after infection with the virulent T. gondii strain BK, which is able
to prevent mGBP recruitment at the PV.

Live cell imaging videos showed that the mGBP2 vesicles are highly dynamic within the
cell. Several fusion and fission processes could be observed, before and after T. gondii
infection. The rapid accumulation of mGBP2 early after parasite entry could be observed,
however a direct correlation with vesicle movement could not be established. mGBP2
appears to be released from the vesicles, followed by diffusion and accumulation around
the PV. This notion was supported by experiments, in which the cytoskeleton dynamic
was blocked by several inhibitors. After inhibition of the cytoskeleton dynamics, mGBP2
recruitment to the T. gondii PV was still detectable.

First results indicate a role of the autophagy related protein ATG5. In ATG5-deficient
fibroblasts less accumulation of mMGBP2 around the T. gondii PV could be observed.
However, inhibition of autophagy by several chemical inhibitors had no effect on mGBP2
recruitment.

We suggest an Atg5-dependent but autophagy independent mechanism for the delivery
of proteins with important effector functions like the mGBPs to the T. gondii PV.
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To identify protein motifs and amono acids, which are crucial for mGBP recruitment to
the PV, a hybrid protein of mGBP6 and mGBP10 was cloned. These are highly
interesting representatives of the mGBP family, because both proteins show very high
sequence identity but differ in their recruitment capacity. With mutational analyses a
single amino acid in the C-terminal part of the protein to be important for the recruitment
to the PV could be determined (D542N).

Furthermore, it could be shown that the recruitment of the mGBPs was dependent on
T. gondii rhoptry proteins (ROP), since the ROP proteins of the virulent BK T. gondii
strain prevent the accumulation of mGBPs. This was demonstrated by using a ROP-
secretion-inhibitor, where mGBP accumulation detectable around the PV of virulent BK
T. gondii.

A new function of mGBP2 in the defense of viral infection could be described. After
mCMV infection of mMGBP2" mice a higher viral load was detected in several organs as
compared to WT mice.
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1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem ist ein interaktives Netzwerk von Organen, Zellen, 16slichen Faktoren
und Botenstoffen (Zytokinen). Es schitzt einen Organismus vor der permanenten Gefahr
einer Infektion mit pathogenen Organismen, wie Pilzen, Bakterien, Viren oder Parasiten
oder auch vor entarteten, korpereigenen Zellen. Die essentielle Funktion des
Immunsystems wird besonders deutlich, wenn es in seiner Funktion gestort ist. Eine
verringerte oder fehlende Aktivitat resultiert in ernsthaften Infektionen oder Tumoren.
Eine zu hohe Aktivitat fihrt zu allergischen Reaktionen auf harmlose Antigene oder zu
Autoimmunerkrankungen, bei denen kdrpereigene Komponenten vom eigenen
Immunsystem angegriffen werden (Janeway CA, 2001).

Das Immunsystem wird in zwei Bereiche unterteilt, definiert durch die Schnelligkeit und
Spezifitat der Reaktion. Dabei unterscheidet man das angeborene Immunsystem (innate
immunity), gepragt durch eine sehr schnelle Reaktion auf kdrperfremde oder entartete
Strukturen, und dem erworbenen Immunsystem (adaptive immunity), welches durch
hohe Spezifitdt der Reaktionen charakterisiert ist. Phylogenetisch ist das angeborene
Immunsystem hoch konserviert, und schon in einfachsten Lebewesen zu finden, wobei
das angeborene Immunsystem ein Kennzeichen hoherer Lebewesen ist (Janeway CA,
2001).

Obwohl die beiden Systeme haufig getrennt voneinander betrachtet werden, existiert ein
hoher Grad an Interaktionen zwischen beiden. Eine gro3e Aufgabe des Immunsystems
ist, zu erkennen, ob eine Zelle durch Mikroben infiziert wurde und nun womdglich zur
Vermehrung der Mikroben genutzt wird. Bei der Unterscheidung von normalen,
kérpereigenen Zellen und von infizierten Zellen haben die MHC-Molekile eine wichtige
Funktion. MHC steht flr Haupthistokompatibilitdtskomplex (Major Histocompatibility
Complex) (Doherty und Zinkernagel, 1975). Dies sind Zelloberflachen-Glykoproteine, die
Peptidfragmente im Inneren der Zelle binden und an der Zelloberflache prasentieren.
Dabei unterscheidet man MHC-I Komplexe, die Peptide prasentieren, die innerhalb der
Zelle synthetisiert werden. Dies sind zum Beispiel kérperfremde Peptide nach einer
Virusinfektion. MHC-1I Komplexe prasentieren Peptide aus phagozytierten Strukturen an
der Zelloberflache. Um Zellen innerhalb des Immunsystems zu charakterisieren, werden
bestimmte Oberflachenmarker genutzt, die im sogenannten CD-System (cluster of
differentiation) eingeteilt werden (Bernard und Boumsell, 1984; Fiebig et al., 1984). Die
physiologische Bedeutung der Oberflachenmarker ist weit gefachert, sie kdnnen als
Rezeptoren, Liganden oder fir die Adhasion von Zellen wichtig sein. Die Kombination
verschiedener CD-Molekile erlaubt eine spezifische Phanotypisierung von Immunzellen,
wie zum Beispiel CD3 als T-Lymphozyten-Marker, die wiederum weiter unterteilt werden
kénnen in CD3+CD4+ T-Helferzellen oder CD3+CD8+ zytotoxische T-Zellen (Janeway
CA, 2001).
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1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem (innate immune system) ist die erste Barriere in der
Abwehr von pathogenen Mikroben. Haufig werden auch physikalische Grenzen, wie
Epithelien und die Haut im Zusammenhang mit den Kompartimenten des angeborenen
Immunsystems aufgelistet. Aber gebrauchlich umfasst das angeborene Immunsystem
Zellen wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen sowie
Bestandteile des Komplementsystems, Akute-Phase-Proteine und Zytokine (Janeway
CA, 2001). Die Mechanismen des angeborenen Immunsystems sind genetisch
festgelegt, sie erkennen molekulare Muster, die von vielen Mikroben geteilt werden, aber
in der Art nicht im Wirt selber vorkommen. Die Erkennungs-Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems sind weit verbreitet auf vielen Zellen im Wirt exprimiert,
daher kdnnen Reaktionen auf eingedrungene Mikroben sehr schnell ausgeldst werden
(Janeway CA, 2001).

Die wichtigsten Funktionen des angeborenen Immunsystems koénnen in funf Aufgaben
unterteilt werden. In erster Linie dient es als physikalische und chemische Barriere, um
das Eindringen infektioser Reizstoffe zu verhindern. AuRerdem fuhrt es zur Rekrutierung
von Immunzellen zum Ort der Infektion mittels chemischer Faktoren, die wahrend der
induzierten Entziindungsprozesse freigesetzt werden, wie Zytokine. Des Weiteren wird
das Komplement System aktiviert, um Pathogene zu zerstéren und um weitere
Immunzellen chemotaktisch zum Ort der Infektion zu fuhren (Janeway CA, 2001).
Fremde molekulare Muster werden erkannt und daraufhin phagozytierende Zellen
aktiviert, um fremde Substanzen aus Organen, Geweben, Blut oder Lymphsystem zu
entfernen. Durch die Prasentation von Antigenen wird innerhalb des angeborenen
Systems die Aktivierung des adaptiven Immunsystems gewahrleistet (Janeway CA,
2001).

Ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems, um fremdartige Substanzen
zu erkennen, sind die Toll-like-Rezeptoren (TLRs). Diese werden besonders in
Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert, aber auch in Granulozyten
(Neutrophile, Basophile), Eosinophile, Epithelzellen und Keratinozyten. Die meisten
Saugetiere haben zwischen 10 und 15 verschiedene TLRs. Im Menschen wurden 10 und
in der Maus wurden 12 TLRs identifiziert (Chuang und Ulevitch, 2000; Du et al., 2000;
Kawai und Akira, 2010). Die verschiedenen TLRs erkennen spezifisch unterschiedliche
pathogenassoziierte  Strukturen, wie RNA, DNA, Proteine oder andere
Oberflachenstrukturen wie Lipide. Der am besten beschriebene Signalweg ist die
Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negativer Bakterien durch TLR4 (Poltorak
et al., 1998). Die Rezeptoren sind entweder an der Zelloberflache zu finden oder im
Endosom, je nachdem welche Strukturen sie erkennen. Die endosomalen TLRs
erkennen Nukleinsduren, die zum Beispiel durch eine Virusinfektion in die Zelle
gelangen. Nach TLR-Aktivierung erfolgt die Rekrutierung bestimmter Adaptermolekiile,
wie MyD88, Tirap, Trif und Tram (Fekonja et al., 2012; Shigeoka et al., 2007; Song und
Lee, 2012; Yamamoto et al., 2003; Yamamoto et al., 2002).



Einleitung

Die durch TLR-Aktivierung ausgeloste Signalkaskade lauft Gber Adaptermolekiile.
Insgesamt wurden bisher vier Adaptermolekile beschrieben: MyD88, Tirap, Trif und
Tram (Kawai und Akira, 2010; Shiloh et al., 1999; Yamamoto et al., 2003; Yamamoto et
al., 2002). Es wird zwischen MyD88-abhangigen und Trif-abhangigen Signalkaskaden
unterschieden. Bis auf TLR3 wird bei allen TLRs das Signal abhangig von MyD88
weitergeleitet. Bei TLR3 lauft die Signalweiterleitung abhangig von Trif, TLR4 kann alle
vier Adaptermolekiile rekrutieren und fir die Signalweiterleitung nutzen (Kawai und
Akira, 2010). Unabhangig von unterschiedlichen Adaptermolekulen endet die TLR-
Signalkaskade mit der Aktivierung von NFkB und MAP-Kinasen (mitogen activated
kinases). Der Transkriptionsfaktor ~NFkB aktiviert die Transkription von
inflammatorischen Zytokinen (Kawai und Akira, 2007). Abhangig von Liganden kénnen
unterschiedliche Mechanismen nach TLR-Aktivierung induziert werden. In Reaktion auf
mikrobielle Erkennungsmuster werden inflammatorische Zytokine produziert (Kawai und
Akira, 2010). Virulenzfaktoren von Pathogenen kdénnen dazu fiuhren, dass pathogene
Organismen phagozytiert werden und mit Hilfe ihrer prasentierten Antigene CD4+ Zellen
aktiviert werden (Castellino und Germain, 2006). Wird eine virale Infektion erkannt,
kénnen die infizierten Zellen die Proteinsynthese unterbrechen. Es kann auch ein
programmierter Zelltod (Apoptose) aktiviert werden und Immunzellen kénnen antivirale
Faktoren wie Interferone produzieren (Janeway CA, 2001).

Die durch die TLRs induzierten inflammatorischen Zytokine gehéren zu den ersten und
wichtigsten Aktivatoren des angeborenen Immunsystems (Janeway CA, 2001). Die
durch die Zytokine ausgelésten Entziindungsprozesse schaffen eine Barriere, die ein
Ausbreiten der Infektion verhindern soll (Stvrtinova, 1995). Unter anderem werden auch
phagozytierende Zellen zum Ort der Infektion rekrutiert, wie Granulozyten (Stvrtinova,
1995). Die neutrophilen Granulozyten setzen Faktoren frei, die andere Immunzellen
aktivieren.

Das Komplement System besteht aus mehr als 25 Plasma- und
Zelloberflachenproteinen, diese werden in einer sich verstarkenden Signalkaskade
aktiviert. Das bedeutet, dass ein einziges aktiviertes Molekil dazu flihrt, dass tausende
Effektormolekile generiert werden. Es kénnen drei verschiedene Signalwege aktiviert
werden, durch deren Intermediate der Schutz vor Neuinfektionen gewahrleistet wird oder
pathogene Zellen lysiert werden (Janeway CA, 2001).

Zu den wichtigsten Zellen innerhalb des angeborenen Immunsystems gehoéren die
Leukozyten. Sie entwickeln sich aus multipotenten hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark (Alberts B, 2002). Zu ihnen gehoéren phagozytierende Zellen, wie
Makrophagen, Neutrophile Granulozyten und Dendritische Zellen. AufRerdem NK-Zellen
(natural killer cells), Mastzellen, eosinophile Granulozyten und basophile Granulozyten
(Janeway CA, 2001)

Die phagozytisch aktiven Zellen internalisieren pathogene Mikroben und zerstoéren diese
mit Hilfe von verschiedenen Effektormolekllen, wie Stickstoffmonoxid, reaktive
Sauerstoffintermediate (ROS, reactive oxigen species) und abbauende Enzyme. Um die
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Aufnahme und somit die Bekampfung von Mikroben zu erhéhen, besitzen die
phagozytierenden Zellen ein breites Spektrum von Fc- und Komplement-Rezeptoren.
Makrophagen entwickeln sich aus Monozyten und kénnen sich zu gewebe- bzw. organ-
spezifischen Makrophagen differenzieren. Besonders ist ihre Fahigkeit das vaskulare
System zu verlassen und fremde Substanzen und Mikroorganismen besonders effektiv
zu phagozytieren (Janeway CA, 2001). Infolgedessen werden Chemokine produziert, um
weitere Immunzellen zum Ort der Infektion zu rekrutieren (Janeway CA, 2001).
Dendritische Zellen sind ebenfalls phagozytierende Zellen, die besonders prasent in
Geweben sind, die im direkten Kontakt mit der Umwelt stehen, wie der Haut oder den
Schleimhduten (Alberts B, 2002). Sie sind besonders wichtig in ihrer Funktion
phagozytierte Substanzen innerhalb der Zelle zu prozessieren und so entstandene
Peptide als Antigene zu prasentieren. Daher funktionieren sie als Link zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem, das durch prasentierte Antigene aktiviert
wird. Den grofiten Anteil an phagozytierenden Zellen bilden mit 50 - 60% die
neutrophilen Granulozyten (Stvrtinova, 1995). Sie werden wie die eosinophilen und
basophilen Granulozyten charakterisiert durch zahlreiche intrazellulare Granula. Diese
enthalten verschiedene toxische Substanzen, die pathogene Bakterien und Pilze
inhibieren oder abtdéten konnen. Dazu zahlen oxidative Intermediate wie
Wasserstoffperoxid oder freie Sauerstoffradikale (Kariyawasam und Robinson, 2006).
Die NK-Zellen (natural killer cells) entwickeln sich [L-12- und IL-15-abhangig im
Knochenmark. Sie zeigen eine zytotoxische Aktivitat gegen Zellen, in denen die
Expression von Oberflachenmolekilen der MHC-I Klasse reduziert ist. Dies ist ein
wichtiger Mechanismus, weil viele Viren die verringerte MHC-I-Expression férdern, um
der Erkennung durch CD8+ T-Zellen zu entgehen (Brodin et al., 2010; Ljunggren und
Karre, 1990).

Mastzellen findet man vorwiegend im Bindegewebe und in Schleimhauten. Neben der
Bekampfung von Pathogenen und der Wundheilung spielen sie auch wahrend
allergischen Reaktionen eine wichtige Rolle (Stvrtinova, 1995). Durch Aktivierung
werden von Mastzellen verschiedene Faktoren freigesetzt, u.a. Histamine, Chemokine
und Zytokine. Durch die Histamin Freisetzung werden neutrophile Granulozyten und
Makrophagen rekrutiert und Entziindungsprozesse eingeleitet (Stvrtinova, 1995). Auch
basophile Granulozyten setzen nach Aktivierung Histamine frei, sowie verschiedene
hoch-toxische Proteine und freie Radikale, die Bakterien und Parasiten bekampfen.

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Die Reaktionen des erworbenen, oder auch adaptiven, Immunsystems sind
antigenspezifisch und werden durch T- und B-Lymphozyten vermittelt (Janeway CA,
2001). Die Spezifitdt wird durch die Neuordnung von genetischen Elementen erreicht,
die fir antigenbindende Strukturen kodieren: ein Prozess, der als somatische
Rekombination bezeichnet wird. Im Vergleich zum angeborenen Immunsystem, welches
sehr schnell reagieren kann, werden Mechanismen des erworbenen Immunsystems
verzogert aktiviert. Die bestehenden spezifischen Zellpopulationen sind sehr gering, eine
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Proliferation erfolgt erst, nachdem sie mit ihrem spezifischen pathogenen
Erkennungsmotiv konfrontiert wurden (Janeway CA, 2001). Erst ab einer bestimmten
Menge von Zellen kann eine effiziente Bekampfung von Pathogenen erfolgen, somit
kann es mehrere Tage dauern, um die spezifische Antwort zu entwickeln. Zu den
wichtigsten Funktionen des adaptiven Systems gehdren die Erkennung von ,Selbst-“ und
.Fremd-“Antigenen wahrend der Antigenprasentation, die Abtétung von infizierten Zellen,
die Bildung von Antikérpern und die Ausbildung des immunologischen Gedachtnis
(Gedachtniszellen) (Janeway CA, 2001). Die fir die adaptive Antwort wichtigen B- und
T- Zellen entwickeln sich aus den gleichen multipotenten hamatopoetischen
Vorlauferzellen im Knochenmark (Janeway CA, 2001).

T-Zellen werden charakterisiert durch ihren spezifischen T-Zell Rezeptor (TCR). Dieser
erkennt an MHC-Komplexe gebundene Peptidfragmente auf kdrpereigenen Zellen. Es
kénnen verschiedene Subtypen mit unterschiedlichen Funktionen charakterisiert werden.
CD4+ T-Helfer Zellen (TH) erkennen Peptide, die an MHC-II Komplexen gebunden sind
und von spezialisierten antigenprasentierenden Zellen (APC) exprimiert werden. Sie
regulieren die zellulare und humorale Immunantwort, indem sie die Differenzierung von
B-Zellen in antikérperproduzierende Zellen (Plasmazellen) oder in Gedachtniszellen
férdern (Chappell und Jacob, 2007; Goodnow et al., 2010). AuRerdem aktivieren sie
zytotoxische CD8+ T-Zellen und Makrophagen (Wiliams et al.,, 1991). CD8+
zytotoxische T-Zellen erkennen Antigene, die mittels MHC-I Komplexen auf allen
kernhaltigen Zellen prasentiert werden. Die Erkennung der MHC-Komplexe reicht fur die
Aktivierung  nicht aus, zusatzlich sind ko-stimulatorische  Signale  von
antigenprasentierenden Zellen wichtig (Sugamura et al., 2004). Innerhalb der T-
Helferzellen entwickeln sich verschiedene Subtypen wie TH1, TH2 oder TH17. Diese
Subtypen werden durch die Sekretion unterschiedlicher Zytokine und der damit
verbundenen Aktivierung verschiedener Immunantworten charakterisiert. Weitere T-Zell-
Subtypen kénnen in regulatorische T-Zellen, die wichtig flr die Immuntoleranz und die
Regulation der T-Zell vermittelten Immunantwort sind, NKT-Zellen (natural killer T-cells)
oder Gedachtnis-T-Zellen (Memory T-cells) unterschieden werden (Janeway CA, 2001).
Zu den Funktionen der B-Zellen zahlen die Produktion von Antikérpern, die Prasentation
von Antigenen und die Entwicklung zu Plasma- und Gedéachtniszellen (Chappell und
Jacob, 2007; Goodnow et al, 2010). Charakterisiert werden sie durch den
oberflichengebundenen B-Zell-Rezeptor, der &hnlich wie der T-Zell-Rezeptor zur
Variabilitdat und Spezifitat der B-Zellen beitragt (Hombach et al., 1990; Reth, 1992). Die
Reifung der B-Zellen erfolgt, wenn der B-Zell-Rezeptor ein passendes Antigen bindet. Es
folgt die Differenzierung der Zellen in Plasmazellen, die antikdrperproduzierenden
Zellen. Die produzierten Antikdrper zeigen die gleiche Spezifitdt wie die Rezeptoren und
sind im Prinzip die 16sliche Form der gebundenen Rezeptoren (Janeway CA, 2001). Sie
bestehen aus zwei leichten und zwei schweren Peptidketten. Die aminoterminalen
Enden dieser Ketten bilden den variablen Teil der Antikérper und sind fir die Spezifitat
verantwortlich. Der C-terminale Teil der Antikorper ist konstant und wird als Fc-Doméane
bezeichnet und ist flr die Effektorfunktionen der Antikorper verantwortlich. Denn er wird
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durch Fc-Rezeptoren auf B-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen, Mastzellen und
neutrophilen  Granulozyten erkannt und aktiviert die Effektorfunktionen der
verschiedenen Immunzellen. Nach einer Infektion kénnen sich B-Gedachtniszellen
entwickeln, die im Falle einer erneuten Infektion mit bekannten Antigenen schnell
proliferieren und spezifische Antikdrper sezernieren konnen (Janeway CA, 2001).

1.2 IFNy

Interferon wurde in der Mitte des 20. Jahrhunderts von Isaacs und Lindenmann (Isaacs
und Lindenmann, 1957) als natirlich produzierte, antivirale Substanz in infizierten,
bebriiteten Hihnereiern entdeckt. Interferone sind eine wichtige Klasse von
Glykoproteinen innerhalb der Zytokine. Zytokine sind kleine Signalmolekule in Form von
Proteinen, Peptiden oder Glykoproteinen, die wichtige Regulatoren in diversen
Signalubertragungsprozessen sind (Gilman A, 2001). Sie werden als Antwort auf
verschiedene Pathogene wie Viren, Bakterien, Parasiten, aber auch als Reaktion auf
Tumorzellen von Wirtszellen produziert. Durch Interferone kommunizieren Zellen
miteinander und verschiedene Signalwege werden innerhalb des Immunsystems
reguliert (Janeway CA, 2001).

In Saugetieren wurden bisher zehn verschiedene Interferone beschrieben, sieben davon
im Menschen (Pestka, 2007). Sie werden anhand ihrer Rezeptorspezifitat in
verschiedene Klassen eingeteilt. Seit ihrer ersten Entdeckung wurden drei verschiedene
Typen beschrieben (Chelbi-Alix und Wietzerbin, 2007). Es wird unterschieden zwischen
Typ | (IFNa, IFNB, IFNw, IFNg, IFNk), Typ Il (IFNy) und Typ lll (IFNA) Interferonen
(Pestka, 2007). Typ | Interferone binden an den IFN-a Rezeptor (IFNAR), dieser besteht
aus zwei Untereinheiten, der IFNAR1 und IFNAR2 Kette. Den Typ | Interferonen wird
besonders in der antiviralen Immunabwehr eine zentrale Rolle zugeschrieben (Garcia-
Sastre et al.,, 1998; Van Hoeven et al.,, 2009). Als Hauptproduzenten gelten
hamatopoetische Zellen und Fibroblasten (Schroder et al., 2004). Die erst klrzlich
definierte Gruppe der Typ Il Interferone ahneln den Typ | Interferonen, werden von
plasmazytoiden Dendritischen Zellen (pDCs) als Reaktion auf virale Strukturen
produziert und zeigen eine antivirale Wirkung (Kotenko et al., 2003; Mordstein et al.,
2008). Sie binden an einen heterodimeren Rezeptor (IFN-AR), bestehend aus den Ketten
CRF2-12 (auch IFN-AR1) und CRF2-4 (auch IL-10R2) (Bartlett et al., 2005). Wie der Typ
I IFN Rezeptor, ist beim Typ lll IFNR eine Phosphorylierung an einem spezifischen
Tyrosinrest innerhalb der zytoplasmatischen Doméane notwendig, um das Signal
intrazellular weiterzuleiten (Dumoutier et al., 2004)

Annlich den Typ | Interferonen unterscheidet sich Interferon y (IFNy) strukturell sowohl
auf genetischer Ebene als auch beziglich der Proteinstruktur und bindet an einen
eigenen Rezeptor, daher zahlt es gesondert als Typ Il Interferon (Pestka, 2007). Der
IFNy Rezeptor (IFNGR), wird aus den zwei Untereinheiten IFNGR1 und IFNGR2
gebildet. Obwohl IFNy der einzige Vertreter der Typ Il Interferone ist, ist es von zentraler
Bedeutung in der Immunantwort. Experimente haben ergeben, dass die transkriptionelle
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Aktivitat mehrerer hundert Gene in Folge eines IFNy Stimulus reguliert wird (Boehm et
al., 1997; Der et al., 1998). IFNy tragt dazu bei, dass die erworbene Immunantwort
(adaptive immune response) aufgebaut wird (Bot et al., 1998). Zu den IFNy Produzenten
gehdéren CD4+ Th1 Lymphozyten, CD8+ zytotoxische Lymphozyten, NK Zellen, B-
Zellen, NKT-Zellen und professionelle antigenprasentierende Zellen (APCs) (Boehm et
al., 1997; Mosmann und Coffman, 1989; Sad und Mosmann, 1995; Schroder et al.,
2004). Die Produktion von IFNy wird durch von APCs sekretierte Zytokine, besonders
von IL-12 und IL-18 gesteuert (Golab et al., 2000; Otani et al., 1999; Tomura et al.,
1998). Zunachst wurde IFNy als proinflammatorisches Zytokin beschrieben (Boehm et
al., 1997), aber nach und nach wurde ebenso die protektive Funktion von IFNy entdeckt
(Schroder et al., 2004), zum Beispiel in verschiedenen Autoimmunerkrankungen (Alimi et
al., 1998; Ferber et al., 1996; Vermeire et al., 1997)

Biologisch aktiv ist IFNy als Homodimer aus zwei anti-parallel assoziierten Monomeren
(Ealick et al., 1991). Dimerisiert bindet es an den IFNy Rezeptor, der ubiquitar exprimiert
ist. Jede Untereinheit des Rezeptors interagiert mit einem Mitglied der Janus Kinase
(JAK) Familie (Darnell et al., 1994; lhle und Kerr, 1995); dies sind Nicht-Rezeptor
Protein-Tyrosinkinasen. Die IFNy Rezeptor Untereinheit 1 (IFNGR1) interagiert mit JAK1
und IFNGR2 mit JAK2 (Bach et al., 1997; Cheng et al., 2004). Der limitierende Schritt
innerhalb des IFNy-Signalweges ist die Aktivierung der rezeptorassoziierten JAKs. Dies
geschieht in Folge der Dimerisierung und der damit einhergehenden
Konformationsédnderung der Rezeptoruntereinheiten, ausgeldst durch die Liganden
Bindung (IFNy). Der JAK Aktivierung folgt die Aktivierung verschiedener
Transkriptionskoaktivatoren, den STATs (signal ftransducer and activator of
transcription). Die groftere Untereinheit, IFNGR1 ist notwendig fur die IFNy Bindung und
der C-Terminus ist an der Bindung von JAK1 und der Phosphorylierung von STAT1
beteiligt. Die kleinere Einheit, IFNGR2 ist flr die Signalweiterleitung essentiell und
beinhaltet die Bindestelle fur JAK2 (Kotenko et al., 1995).

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass die Rezeptoruntereinheiten schon vor
Ligandenbindung assoziiert vorliegen koénnen (Krause et al.,, 2002). Erst die
Ligandenbindung l6st notwendige Konformationsanderungen aus, die dazu fuhren, dass
zytoplasmatische Bindestellen in der Rezeptorkette freigelegt werden. Dies lasst die
Assoziation von weiteren Signalwegkomponenten zu. Die Dimerisierung I6st die
Autophosphorylierung und Aktivierung von JAK2 aus (Briscoe et al., 1996). Der
Aktivierung von JAK2 folgt die Transphosphorylierung der JAK1 Molekule. Durch aktives
JAK1 werden spezifische Tyrosinreste der IFNGR1-Kette phosphoryliert, dadurch
entstehen Bindestelle fur Transkriptionsfaktoren, den STATs (Greenlund et al., 1994). In
der IFNy Signalkaskade wird STAT1 aktiviert (Briscoe et al., 1996). Zytosolisches STAT1
bindet zunachst Uber die SH-Domanen an die freigelegten Bindestellen in der
Rezeptorkette. Die STAT Moleklle werden vermutlich durch JAK2 phosphoryliert und
somit aktiviert (Briscoe et al., 1996). Die aktivierten Molekule bilden Homodimere, die
sich vom Rezeptor l6sen und in den Nukleus translozieren. Die aktiven STAT1
Homodimere werden auch GAF (gamma interferon activation factor) genannt und
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kénnen spezifisch an spezielle Sequenzen im Genom binden. Diese Sequenzen werden
als GAS (gamma activated site) und ISRE (interferon stimulated response element)
bezeichnet und regulieren eine Vielzahl von Genen (Boehm et al., 1997; Schroder et al.,
2004). Gene, die innerhalb von 15 bis 30 Minuten nach IFNy Stimulation aktiviert
werden, werden als primar-responsiv bezeichnet (Kerr und Stark, 1991). Diese primar
antwortenden (responsive) Gene konnen wiederum fur weitere Transkriptionsfaktoren
kodieren, wie zum Beispiel IRF-1 (interferon regulatory transcription factor 1). Durch die
friihe Aktivierung zusatzlicher Transkriptionsfaktoren wird die Genaktivitat zusatzlicher
Proteine reguliert: bei ihnen spricht man von sekundar-responsiven Genen (Paludan,
1998).

Durch IFNy werden nicht nur STAT1 Homodimere aktiviert, des Weiteren werden
heterodimere Komplexe zwischen STAT1:STAT2 gebildet und heterotrimere Komplexe
von STAT1:STAT2:IRF-9 (Bluyssen et al., 1996; Darnell et al., 1994; Matsumoto et al.,
1999; Stark et al., 1998). Der heterotrimere Komplex wird auch als ISGF3 bezeichnet
und wurde urspringlich nur im Zusammenhang mit Interferonen des Typ | beschrieben,
spielt aber auch eine Rolle in der Kaskade der IFNy Signallibertragung (Matsumoto et
al., 1999).

Durch IFNy wird eine Vielzahl von zellularen Effekten induziert. Sie sind sowohl
essentiell im Verlauf der angeborenen Immunreaktion, als auch fir die Mechanismen der
erworbenen Immunitat. Im Mittelpunkt stehen die immunstimulierenden und -
modulierenden Effekte von IFNy (Schroder et al., 2004). Alle zellularen Mechanismen,
die durch IFNy aktiviert werden, koénnen auf eine veranderte Genregulation
zurtckgefihrt werden, eine Vielzahl von Proteinen wird induziert. Darunter fallen
Proteine mit direkten anti-pathogenen Effektorfunktionen oder Transkriptionsfaktoren, die
die Differenzierung von Zellpopulationen propagieren oder inhibieren (Hertzog et al.,
2011; Nathan et al., 1983; Sadler und Williams, 2008). Im Folgenden sollen einige der
immunmodulierenden Effekte von IFNy als Beispiele aufgefiihrt werden.

Obwohl die Typ | Interferone (a/p) bekannt fir ihre antivirale Funktion sind, spielt auch
IFNy eine wichtige Rolle wahrend der Abwehr von einigen Viren (Shtrichman und
Samuel, 2001). So werden durch IFNy verschiedenste Funktionen und Komponenten in
der MHC-I und MHC-II- vermittelten Antigenprasentation beeinflusst. Die Quantitat und
die Diversitat von prasentierten Antigenen an der Oberflache wird verbessert und somit
das Potenzial vergroRert, dass die MHC Komplexe erkannt werden. Dies wird u.a. durch
eine hohere Expression der MHC Komponenten (Boehm et al., 1997; Decker et al.,
2002; Fellous et al., 1982), sowie den zur Antigenprasentation notwendigen Chaperonen
Tapasin und GP96 ermdglicht. Des Weiteren wird die lysosomale Aktivitat verandert, um
mehr Peptide fur die Antigenprasentation prozessieren zu kdnnen und die Bindung
zwischen Antigen und den MHC-I Komplex zu verbessern (Groettrup et al., 2001;
Schroder et al., 2004).

Auch fur die Abwehr von Bakterien ist die IFNy Signalkaskade essentiell. Durch die
Interaktion mit pathogenen Komponenten (Proteine, DNA, RNA etc.) werden Uber PRRs,
wie TLRs, Signalkaskaden aktiviert, die zur Bekdmpfung der entsprechenden Pathogene
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wichtig sind. IFNy ist daran beteiligt, die TLR-Signalwege zu amplifizieren, indem es die
Transkription beteiligter Rezeptoren und Signalmolekule positiv reguliert (Hu et al., 2008;
Schroder et al., 2006). Aber IFNy kann auch inhibierend auf die Expression von einigen
TLR-induzierten Genen wirken (Hu und Barnes, 2006).

Eine wichtige Funktion in der Immunabwehr von verschiedenen Pathogenen nehmen
reaktive Sauerstoff- und Nitrogenintermediate ein (Shiloh et al., 1999). Es ist bekannt,
dass eine IFNy Stimulation die Aktivitat der NADPH-Oxidase erhdht und damit die
Produktion von ROS (Prasanna et al., 2007). IFNy induziert aul3erdem die Expression
von NOS2 (iNOS), wodurch die Menge an produzierten Stickoxiden erhéht wird (Malu et
al., 2003).

Auch die Differenzierung von B-Zellen wird durch IFNy beeinflusst. Durch IFNy werden
die sogenannte Isotypen- und Klassenwechsel (class switching) in B-Zellen induziert
(Bossie 1991 1902147). Durch den Isotypen- und Klassenwechsel kénnen B-Zellen ein
breites Spektrum an Effektorfunktionen abdecken und verschiedene Isotypen von
Antikérpern produzieren (Janeway CA, 2001).

Die Aktivitat von T-Zellen wird auf vielfaltige Weise von IFNy beeinflusst. IFNy zeigte
einen direkten Effekt auf T-Zellen, indem es die Funktion von APCs verandert.
Aulerdem inhibiert IFNy die Antwort aktivierter T-Zellen, indem es die T-Zell-
Proliferation durch die induzierte Expression der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO),
welche Tryptophan abbaut, verringert (Berner et al., 2007; Li et al., 2007). Wahrend der
T-Zell-Differenzierung und -Aktivierung werden verschiedene Subtypen produziert, die
unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen. So ist auch der IFNy-Einfluss auf die
verschiedenen T-Zell-Klassen unterschiedlich. TH1-Zellen, die selbst groRe Mengen an
IFNy produzieren, werden durch die Aktivierung essentieller Transkriptionsfaktoren zur
Proliferation angeregt (Khabar und Young, 2007), wohingegen TH2-Zellen und IL-17
produzierende T-Zellen durch IFNy in ihrer Aktivitat inhibiert werden.

Die Aktivierung von STAT1 durch IFNYy ist nicht kontinuierlich und wird bereits nach einer
Stunde inhibiert (Darnell, 1997; Stark et al., 1998). Um eine Uberstimulation zu
verhindern, wird die Signalkaskade nach IFNy-Stimulation wieder heruntergefahren
(Darnell, 1997; Stark et al., 1998). Eine Interaktion mit inhibierenden Molekulen konnte
auf allen Ebenen des IFNy-Signalweges gezeigt werden. Der Rezeptorkomplex selbst
wird nach Aktivierung internalisiert und tritt in den endosomalen Weg ein (Schreiber und
Farrar, 1993). Hierdurch dissoziiert der Komplex (Schreiber und Farrar, 1993), der
Rezeptor wird entweder wieder an die Zelloberflache gefihrt, in ungebundener und nicht
phosphorylierter Form, oder abgebaut, was eine verringerte Sensitivitdt der Zelle
gegenuber IFNy zur Folge hat (Farrar und Schreiber, 1993). Der Ligand wird in beiden
Fallen abgebaut (Anderson et al., 1983; Farrar und Schreiber, 1993).

Die Gruppe der am besten beschriebenen negativen Regulatoren des JAK-STAT-
Signalweges sind die SOCS (supressor of cytokine signaling) Proteine. Sie interagieren
mit den JAKs und inhibieren somit deren Aktivitat (Hilton et al., 1998; Krebs und Hilton,
2001). Weitere Ergebnisse zeigten, dass SOCS-1 auch den Abbau verschiedener
Komponenten des Signalweges induzieren kann, indem es sie bindet und fir den
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proteasomalen Abbau markiert (Zhang et al.,, 1999). Zusatzlich wurden den Protein-
Tyrosinphosphatasen (PTP), die eine SH2-Domane tragen (SHP1, SHP2), als negative
Regulatoren des IFNy-Signalweges beschrieben. Sie interagieren mit den JAKs (ber die
SH2-Doméne und dephosphorylieren diese, welches eine Inaktivierung zur Folge hat
(Williams und Haque, 1997; You et al., 1999; Yu et al., 2000) Auch im Nukleus kann es
noch zu Kontrollmechanismen kommen, hier kdénnen STAT-1 Homodimere
dephosphoryliert und somit inaktiviert werden (Mowen und David, 2000).

1.2.1 IFNy induzierte Effektormechanismen

Die von IFNy induzierten antimikrobiellen Effektormolekile sind vielfaltig. Zum einen
werden ROIs und RNIs gebildet (Janeway CA, 2001). Die ROIs werden durch NADPH-
Oxidasen generiert und sind Zwischenschritte der Reduktion von molekularem
Sauerstoff zu Wasser (Nelson, 2001). Als RNIs werden verschiedene Oxidationsstufen
von Stickstoffintermediaten bezeichnet. Diese werden durch NO-Synthasen des Typs 2
katalysiert (Nelson, 2001). Diese Synthasen sind IFNy induzierbar und werden daher als
induzierbare NO-Synthase (iNOS) bezeichnet (Shiloh et al., 1999). ROIs und RNIs sind
hochreaktive Molekule und an einer weitgehenden Zerstérung von Nukleinsauren und
einer Vielzahl chemischer Verbindungen beteiligt, sowohl auf Seiten der Pathogene als
auch von zelleigenen Strukturen. Daher wird die Produktion streng reguliert. Ein weiteres
durch IFNy induziertes Effektormolekil ist die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO). IDO
baut Tryptophan zu N-Formylkynurenin ab (Burke et al., 1995; Carlin et al., 1987,
Hassanain et al., 1993; Hissong und Carlin, 1997). Dadurch wird Tryptophan
abgefangen, sodass es in Trp-reiche Proteine mit immunologischer Funktion eingebaut
werden kann, aulRerdem wird es intrazellularen Parasiten dadurch entzogen (Daubener
et al., 2001; Pfefferkorn, 1984).

Zu den am besten untersuchten antiviralen, interferon-stimulieten Genen (ISG,
interferon stimulated genes) gehoren die Protein Kinase R (PKR) (Clemens und Elia,
1997) und die 2'-5'-Oligoadenylatsynthetase (OAS) (lordanov et al., 2000; Khabar et al.,
2000). Sie werden durch virale dsRNA aktiviert. Durch die PKR-Aktivierung kommt es zu
einer Unterbrechung der zellularen und viralen Proteinsynthese (Clemens und Elia,
1997). Des Weiteren wird Apoptose durch die PKR induziert und somit werden infizierte
Zellen abgebaut und die Virusverbreitung verhindert. Die aktivierte OAS induziert den
Abbau zellularer und viraler mRNAs, sodass auch hier die Proteinsynthese gestoppt wird
(lordanov et al., 2000; Khabar et al., 2000).

Einen Grofteil der IFN-induzierten Gene kodiert fir GTPasen (Martens und Howard,
2006). Diese kénnen in drei Familien unterschieden werden, siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Baum der 65 kDa mGBPs, Mx-Proteine, Dynamine (definieren die
Eigenschaften der Dynamin-verwandte GTPasen, werden allerdings nicht durch IFNy induziert) und
ausgewahlter IRGs, nach Degrandi et al 2007.

Dabei zeigen die Mx Proteine antivirale Eigenschaften (Haller und Kochs, 2011). Die p47
oder immune related GTPasen (IRGs) wurden in Makrophagen und Lymphozyten
entdeckt (Gilly und Wall, 1992; Lafuse et al., 1995; Sorace et al., 1995). Es konnten im
Genom der Maus bis heute 27 Mitglieder der IRG-Familie gefunden werden, wobei vier
durch Genduplikation entstandtene Pseudogene kodieren (Bekpen et al., 2005; Boehm
et al., 1998; MacMicking, 2004; Martens und Howard, 2006; Taylor et al., 1996). Sie
zahlen zu den primaren Genen der IFN-induzierten Immunantwort. Im Vergleich dazu
zahlt die dritte Familie der IFNy induzierten GTPasen, die p65 oder Guanylat-bindenden
Proteine (GBPs) zu der Sekundarantwort (Boehm et al., 1998). Sie werden IFNGR-
abhangig unter IRF-1-Kontrolle exprimiert. Sie bilden mit bis zu 20 % einen sehr grof3en
Anteil der IFNy-induzierten Proteine (Martens und Howard, 2006).

Bei vielen IRGs und GBPs werden die antimikrobiellen Eigenschaften ermdglicht, indem
sie eine Lokalisationsanderung nach Infektion mit intrazelluldaren Pathogenen zeigen. Sie
kdnnen an die Membran von zytosolischen Bakterien oder an die Membran einer
parasitophoren Vakuole nach Parasiteninfektion rekrutieren (Degrandi et al., 2007;
Degrandi et al., 2013; Kim et al., 2011; MacMicking, 2004; MacMicking et al., 2003;
Martens und Howard, 2006; Singh et al., 2006; Tiwari et al., 2009). Beide GTPasen-
Familien zahlen zu den wichtigsten antimikrobiellen Effektorproteinen in der Maus. Es
wurde bisher nur ein humanes IRG (IRGM) beschrieben, wobei sieben Mitglieder der
GBPs und ein Pseudogen beim Menschen gefunden werden konnte (Cheng et al., 1983;
Degrandi et al., 2007; Nguyen et al., 2002; Schwemmle et al., 1996). Somit erscheinen
die GBPs bezlglich der Abwehr von Infektionen auch beim Menschen von hoher
Relevanz.

1.2.1.1 p65 murine GBPs

Die GBPs gehodren zu den ersten beschriebenen IFN-induzierten Proteinen (Cheng et
al.,, 1983; Gupta et al.,, 1979; Knight und Korant, 1979). Charakteristisch und
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namensgebend ist die Eigenschaft GTP, GDP und GMP mit derselben mikromolaren
Affinitdt binden zu konnen (Cheng et al., 1985; Cheng et al., 1983). Konservierte
Mitglieder der p65 GBP-Familie werden in vielen Vertebraten gefunden (Robertsen et al.,
2006), beschrieben wurden sie bisher in Mensch, Maus, Ratte, Huhn, Fisch, Frosch und
Lanzettfischchen (Asundi et al., 1994; Boehm et al., 1998; Cheng et al., 1991; Li et al.,
2009; Nguyen et al.,, 2002; Schwemmle et al., 1996). Neben IFNy werden die GBPs
auch durch Typ | Interferone, IL-13, Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) und
Lipopolysaccharid (LPS) induziert (Degrandi et al., 2007). Die starke Induktion von GBPs
durch IFNy flhrte frih dazu, dass sie als Hilfsmittel dienten, den IFNy-abhangigen
JAK/STAT-Signalweg aufzuklaren (Decker et al., 1989; Decker et al., 1991; Lew et al.,
1991).

Die p65 GBPs werden der Superfamilie der Dynamin-verwandten Proteine zugeteilt
(Praefcke und McMahon, 2004). Innerhalb dieser Familie zeigen die Proteine nur
geringe Identitdten in ihrer Primarsequenz, sind aber durch &ahnliche strukturelle
Eigenschaften und Proteindomanen gekennzeichnet (Praefcke und McMahon, 2004).
Dazu zahlen die grole Guanylat-Nukleotid bindende Domane, eine sogenannte middle
domain und eine C-terminale GTPase-Effektordomane (GED). Eine weitere gemeinsame
Eigenschaft ist die von der Oligomerisierung abhangige GTPase-Aktivitat (Ferguson und
De Camilli, 2012; Praefcke und McMahon, 2004). Im Gegensatz zu den nur halb so
grolien, kleinen zellularen GTPasen wie H-Ras oder heterotrimeren G-Proteinen, bei
denen die GTP-Hydrolyse als kleiner molekularer Schalter dient (Ferguson und De
Camilli, 2012; Praefcke und McMahon, 2004), rickt die GTPase-Aktivitat bei den GBPs
moglicherweise in den Hintergrund (Selleck et al., 2013).Hier kdonnte die GTPase-
Funktion nur der Oligomerisierung dienen und die Proteine kdnnten als Mechanoenzyme
agieren oder als Plattform fir die Oligomerisierung mit anderen Effektorproteinen
fungieren (Selleck et al., 2013).

Die Proteinstruktur zeigt in der C-terminalen Region amphipathische a-Helices. Diese
bilden Protein-Lipid- oder auch Protein-Protein-Interaktionen aus (Kim et al., 2011;
Martens et al., 2004; Tiwari et al., 2009). Zusatzlich enthalten einige GBPs (GBP1,
GBP2 und GBP5) ein C-terminales CaaX Motiv (Degrandi et al., 2013), an diesem Motiv
kann eine Isoprenylierung stattfinden. Dadurch kénnen Interaktionen mit endosomalen
Membranen oder verschiedenen Organellen entstehen (Britzen-Laurent et al., 2010;
Modiano et al., 2005; Tripal et al., 2007; Vestal et al., 2000). Mutationen in diesem
Bereich fuhren zu differentieller Lokalisation innerhalb der Zelle und zum Verlust der
antimikrobiellen Eigenschaft (Kim et al., 2011; Kravets et al., 2012; Tietzel et al., 2009;
Virreira Winter et al., 2011).

Trotz detaillierter struktureller und biochemischer Kenntnisse ist Uber die biologische
Funktion der GBPs noch nicht viel bekannt. Es gibt Daten, die zeigen, dass humanes
GBP1 (hGBP1) bei der Regulation der zytokinabhangigen Bildung von BlutgefalRen aus
endothelialen Vorlauferzellen (Vaskulogenese) eine Rolle spielt (Gorbacheva et al.,
2002; Guenzi et al., 2001; Guenzi et al., 2003). Hier besteht der Zusammenhang, dass
hGBP1 durch IL-1B und IFNy induziert wird; diese Zytokine zeigen in der Vaskulogenese
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antiproliferative Effekte. Des Weiteren wird hGBP1 durch Wachstumsfaktoren wie den
vascular endothelial growth factor (VEGF) reprimiert. (Guenzi et al., 2001). AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass hGBP1 die Matrix Metalloproteinase (MMP)
herunterreguliert (Guenzi et al., 2003). Diese ist wahrend des Prozesses der
Vaskulogenese fir den Abbau von extrazellularen Kollagen wichtig (Guenzi et al., 2001;
Guenzi et al., 2003). Dieser Prozess ist jedoch unabhangig von der Isoprenylierung oder
von der GTPase-Aktivitdt des Proteins (Guenzi et al., 2003). Im Vergleich dazu wurde
die Notwendigkeit der GTPase-Aktivitat bei hGBP1 im Zusammenhang mit der
Angiogenese von Tumoren in Patienten mit kolorektalem Karzinom beschrieben
(Naschberger et al., 2008).

Auch fur mGBP2 konnte ein wachstumsregulierender Effekt in NIH 3T3 Fibroblasten
gezeigt werden (Gorbacheva et al., 2002). Dieser ist allerdings von einer intakten GTP-
Bindestelle abhangig. Des Weiteren wurde fir mGBP2 eine inhibierende Funktion bei
der zelluldren Mobilitat von Fibroblasten beschrieben (Messmer-Blust et al., 2010).

Die biologische Relevanz und mechanistische Basis der wachstumsregulierenden
Funktion von hGBP1 und mGBP2 sowie die funktionelle Verbindung mit der
Interferonantwort bleibt zu klaren. Aufgrund der Interferon-induzierten Expression und
der sehr hohen intrazelluldaren Konzentrationen an GBPs nach Interferonstimulation
erscheint eine funktionelle Rolle innerhalb der Immunabwehr als wahrscheinlicher.

In der Tat konnte bereits ein geringer antiviraler Effekt gegen vesikulares Stomatitisvirus
(VSV) und Encephalomyocarditis Virus (ECMV) nachgewiesen werden (Anderson et al.,
1999; Carter et al.,, 2005). Wahrend der Virusinfektion spielen besonders Typ |
Interferone eine wichtige Rolle (Janeway CA, 2001). Die hohe Induzierbarkeit der GBPs
durch IFNy spricht fur eine wichtige Rolle in der Abwehr gegen prokaryotische und
eukaryotische Pathogene, da hier die Immunantwort besonders von IFNy abhangig ist
(Degrandi et al., 2007; Janeway CA, 2001). Fur einige mGBPs konnte dieses bereits
nachgewiesen werden. So wurde eine Rolle fir mGBP7 wahrend der Vermittlung der
oxidativen Resistenz gegen Mykobakterien beschrieben (Kim et al., 2011). Dabei
unterstitzt mGBP7 die Assemblierung von Komponenten der Phagozyten-Oxidasen auf
Mykobakterien enthaltenden Phagosomen (Kim et al., 2011). Des Weiteren konnte ein
Zusammenhang zwischen mGBP7 und mGBP1 und dem Transport monoubiquitinierter
Proteine zu Autolysosomen gezeigt werden. Dabei interagiert mGBP1 direkt mit dem
Adapterprotein p62/SQSTM1, dies bindet ubiquitinylierte Proteine und LC3. mGBP7
bindet Atg4b, ein fur die Membranelongation der Autophagosomen wichtiges Protein
(Kim et al., 2011).

Kirzlich wurde die Funktion von mGBP5 wahrend der Assemblierung des NLRP3-
Inflammasoms beschrieben (Shenoy et al., 2012). Das NLRP3-Inflammasom bildet einen
Komplex aus verschiedenen Proteinen, das mikrobielle Molekiile erkennt und daraufhin
die Caspase-1-Aktivitdt reguliert, wodurch proinflammatorische Zytokine produziert
werden.

Weitere Hinweise fur die Rolle der GBPs wahrend der intrazellularen Immunabwehr
werden durch die Lokalisation der GBPs in der Zelle unterstitzt. Nach IFNy-Stimulation
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zeigen die GBPs in der Zelle eine vesikelahnliche Struktur (Degrandi et al., 2007). Diese
Vesikel konnten bisher noch nicht genauer identifiziert werden. Nach Infektion mit
T. gondii zeigen diese eine Lokalisationsanderung und akkumulieren um das Pathogen.
Dies konnte fur einige GBPs nach Infektion mit Listeria monocytogenes, Shigella
Flexneri und einigen Subpopulationen von Salmonella typhimurium sowie fur die
Infektion mit Toxoplasma gondii und Neospora caninum (Spekker et al., 2013) gezeigt
werden (Degrandi et al., 2007; Kim et al., 2012; Kim et al., 2011; Spekker et al., 2013;
Tietzel et al., 2009). Diese Lokalisationsanderungen nach Infektion zeigen, abhangig
vom Pathogen, nicht alle GBPs. In Mauszellen wurde gezeigt, dass die mGBP Proteine
mGBP1, mGBP2, mGBP3, mGBP6 und mGBP7 zu intrazelluldren T. gondii rekrutiert,
wohingegen mGBP5, mGBP8 und mGBP10 nicht rekrutiert werden (Degrandi et al.,
2007). Virulente T. gondii Stamme (vergleiche Abschnitt 1.3) haben Strategien
entwickelt, um der funktionellen Rolle der mGBPs in der Immunabwehr zu entgehen,
indem sie die Rekrutierung der mGBPs an die PV verhindern (Degrandi et al., 2007).

Die mogliche Rolle von mGBPs in der Infektion mit intrazellularen Parasiten sollte durch
die Etablierung einer mGBP2-defizienten Maus in unserem Labor weiter charakterisiert
werden. Diese zeigt in der T. gondii Infektion in vivo eine erhohte Anfalligkeit, dies ist
gekennzeichnet durch eine erhéhte Morbiditat und eine erhdhte Zystenzahl im Gehirn
(Degrandi et al., 2013).

1.3 Toxoplasma gondii

In der vorliegenden Arbeit wurde Toxoplasma gondii (T. gondii) als parasitarer
Modellorganismus verwendet. Dabei handelt es sich um einen obligat intrazellularen
Parasiten, der dem Phylum der Apicomplexa angehort. Die Apicomplexa bilden eine
Gruppe unter den Protozoen, die gekennzeichnet sind durch den namensgebenen
Apikalkomplex, der aus einem spezialisierten Mikrotubuli-organisierendem Zentrum und
speziellen sekretorischen Organellen besteht (Rhoptrien und Microneme), die wahrend
der Wirtszellinvasion wichtig sind (Hunter und Sibley, 2012). Der Parasit wurde 1908 von
Nicolle und Manceaus aus dem nordafrikanischen Nager Ctenodactylus gundii isoliert.
Die erste Beschreibung als menschliches Pathogen erfolgte 1939 als eine kongentiale
Toxoplasmose bei einem Kind beschrieben wurde (Wolf et al., 1939).

Es kdnnen bei den in Europa und Nordamerika verbreiteten Toxoplasmen drei klonale
Linien unterschieden werden, sie werden eingeteilt in die Typen | — Ill (Sibley et al.,
2009). Bei humanen Toxoplasma Infektionen handelt es sich hauptsachlich um Typ-II
Infektionen (Sibley et al., 2009). Charakteristisch fur die Stamme ist die unterschiedliche
Virulenz im Tiermodell. Typ-I Stdmme, wie z.B. BK-Toxoplasmen, gelten im Mausmodell
als virulent, sie zeigen eine letale Dosis (LD1o) von weniger als 10 und bilden nur selten
Zysten. Die intermediar virulenten Typ-Il Toxoplasmen wie ME49 (Araujo und Slifer,
2003) zeigen im Mausmodell eine LDs, von =10° Parasiten (Barragan und Sibley, 2003;
Boothroyd und Grigg, 2002; Saeij et al., 2005). Auch Typ-Ill Toxoplasmen werden durch
ihre geringe Virulenz ausgezeichnet. Sie werden nur selten in klinischen Isolaten
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gefunden und treten haufig in Tieren auf (Sibley und Howe, 1996). Weitere Unterschiede
der Stamme zeigen sich auch in der Zellkultur bezuglich ihres Wachstums und
Migrationsverhaltens (Barragan und Sibley, 2003). Die Unterschiede in der Virulenz
kénnen u.a. auf Rhoptrienproteine (ROPs) zurlckgefihrt werden. Diese werden von
apikal lokalisierten Organellen, den Rhoptrien sezerniert (Saeij et al., 2006; Taylor et al.,
2006).

T. gondii zeigt eine geringe Wirtsspezifitat, es infiziert eine Vielzahl von warmblitigen
Vertebraten und ist weltweit verbreitet, auch in Menschen (Dubey, 2000). Das breite
Wirtsspektrum ist auf die Zwischenwirte beschrankt, die sexuelle Vermehrung ist bisher
nur in Katzen beschrieben (Dubey et al., 1970; Frenkel, 1970; Jones und Dubey, 2012;
Su et al.,, 2003). Somit bilden Katzen und ihre Verwandten die Endwirte. Es wird
angenommen, dass 30 — 70 % der Weltbevolkerung mit T. gondii infiziert ist (Dubey,
1987). In immunkompetenten Individuen verlauft eine T. gondii Infektion meist
asymptomatisch. Kommt es zur Immunsuppression, etwa nach HIV-Infektion oder
Organtransplantation, kann eine T. gondii Infektion zu schwerwiegenden Komplikationen
fuhren. So kann es wahrend der Toxoplasmose zu Erkrankungen wie Encephalitis,
Retinitis und Myocarditis kommen (Jones et al., 2006; Montoya und Remington, 2008;
Pinon et al.,, 2001). Des Weiteren besteht ein besonderes Risiko bei der konnatalen
Infektion von erstinfizierten Schwangeren (Kim und Weiss, 2008; Luft und Remington,
1992). Dabei kommt es zu einer transplazentalen Ubertragung des Parasiten von der
Mutter auf den Foétus. Dies kann zu schweren Missbildungen und Fehlgeburten fuhren
(Kim und Weiss, 2008; Luft und Remington, 1992).

Aufgrund der beschriebenen Krankheitsbilder und der steigenden Anzahl
immunsupprimierter Menschen hat die T. gondii Forschung in den letzten Jahren an
klinischer Bedeutung gewonnen. Aul3erdem lassen sich Toxoplasmen, im Vergleich zu
anderen Apicomplexa, genetisch leicht manipulieren und in der Zellkultur leicht
vermehren. Das macht T. gondii zum Modell fur verwandte Parasiten wie Plasmodium,
den Malaria-Erregern und weitere intrazellulare Erreger, die schwerwiegende
opportunistische Infektionen auslésen konnen (Eimeria, Cryptosporidium) (Kim und
Weiss, 2004).

1.3.1 Lebenszyklus von T. gondii

Der Parasit zeigt einen komplexen Lebenszyklus, bestehend aus einem sexuellen Zyklus
im Endwirt und einem asexuellen Zyklus in den Zwischenwirten. Die Zwischenwirte,
inklusive Mensch, kdnnen durch die Aufnahme von T. gondii-haltigen Gewebezysten in
rohem oder nicht ausreichend gegartem Fleisch oder mit Oozysten kontaminierte
Nahrung oder Wasser infiziert werden (Jones und Dubey, 2012; Su et al., 2003). Des
Weiteren kann die Ubertragung Uber Organtransplantationen (Galvan Ramirez et al.,
2006), Bluttransfusionen (Galvan Ramirez et al.,, 2005) und eine kongenitale
Ubertragung von der Mutter auf den Fétus erfolgen, was haufig zu fétalen Abnormitaten
oder auch Fehlgeburten fiihren kann (Dubey, 1988).
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Abbildung 2: Lebenszyklus von Toxoplasma gondii. Modifiziert nach (Hunter und Sibley, 2012). Die
Abbildung zeigt den sexuellen Zyklus in der Katze, der mit der Ausscheidung von Oozysten endet,
diese reifen in der Umwelt zu infektiosen Zysten heran. Durch die Aufnahme der Zysten mittels
kontaminierter Nahrung oder Wasser werden die Zwischenwirte infiziert. Des Weiteren kann eine
Ubertragung iiber Gewebezysten innerhalb der Wirte durch die Aufnahme von rohem oder ungarem
Fleisch erfolgen. Gewebezysten bilden sich haufig in Muskelgewebe, wie dem Herz, im Gehirn oder
im Auge. Es kann eine Ubertragung von Mutter zum Fétus erfolgen, die mit Fehlentwicklungen und
Fehlgeburten einhergeht.

Kommt es zu einer Infektion von Katzen, wird der sexuelle Vermehrungszyklus
eingeleitet. Hier entwickeln sich Gametozyten im intestinalen Epithelium (Dubey, 1992).
Zwei Gametozyten verschmelzen und bilden eine diploide Oozyste, die zunachst nicht
infektios ist. Die Oozysten werden mit dem Faeces der Katze ausgeschieden und
untergehen meiotische Teilungsprozesse in der Umwelt, die mit der Bildung von acht
haploiden Sporozoiten endet. Die Sporozoiten koénnen von den Zwischenwirten
aufgenommen werden, worauf die asexuelle Vermehrung des Parasiten folgt. Des
Weiteren kdnnen Zwischenwirte durch die Aufnahme von Gewebezysten aus anderen
Zwischenwirten infiziert werden. Im Darm der Zwischenwirte entwickeln sich die
Bradyzoiten der Zysten oder die Sporozioiten der Oozysten zu Tachyzoiten, hier
invadieren die Parasiten zunachst die Enterozyten (Dlinndarmepithelzellen). Sie kénnen
aber auch die Epithelgrenze Uberschreiten und in die Lamina Propria gelangen, von der
aus sie weitere Zellen befallen koénnen und auch auf residente Makrophagen,
Dendritische Zellen und intraepitheliale Lymphozyten treffen (Buzoni-Gatel und Werts,
2006). Die Vermehrung des Parasiten findet in der parasitophoren Vakuole (PV)
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innerhalb der Wirtszelle durch Endodygonie statt. Wahrend der synchron verlaufenden
ersten drei bis vier Zellteilungen kommt es zur typischen Rosettenbildung. Aufgrund
weiterer Zellteilung wird die Wirtszelle lysiert und Tachyzoiten werden freigesetzt. Von
nun an verbreitet sich die Infektion schnell durch die Lymphknoten und weiter in
samtliche Organe des Zwischenwirtes (Dubey, 1988). Das angeborene Immunsystem
des Wirtes leitet erste Abwehrmechanismen ein, die schliellich auch das erworbene
Immunsystem aktivieren. Der so steigende Druck der Abwehrreaktionen auf die
Parasiten, fuhrt zu Differenzierungsprozessen im Parasit und zu der Bildung von
Gewebezysten, die aus Bradyzoiten bestehen, die durch ein metabolischen Stillstand
charakterisiert sind (Black und Boothroyd, 2000). Die Zystenform beschreibt die latente
Infektionsphase und kann nicht weiter vom Immunsystem bekampft werden, es kann
allerdings zu einer Reaktivierung kommen. Bei einer Reaktivierung in
immunsupprimierten Individuen kann dies zu einer Encephalitis fiihren (Boothroyd und
Grigg, 2002; Kim und Weiss, 2004; Suzuki und Joh, 1994).

Der Verlauf einer Infektion konnte im Mausmodell gut beschrieben werden (Kim und
Weiss, 2004). Nach einer oralen Infektion mit Bradyzoiten, freigesetzt aus Zysten,
penetrieren diese innerhalb von zwei Stunden die Enterozyten des Dinndarmepithels
und differenzieren innerhalb von 18 Stunden nach Infektion zu Tachyzoiten. In
verschiedenen Organen wie Lunge und Gehirn, lassen sich nach vier Tagen Parasiten
nachweisen (Dubey, 1997). Kleine Zysten kdnnen bereits nach sechs Tagen festgestellt
werden (Weiss und Kim, 2000). Die Zystengréfe variiert je nach Alter und enthaltenen
Parasiten, es wurden kleine ZystengréfRe (5um) mit nur zwei Parasiten beschrieben,
aber da sich die Bradyzoiten auch langsam weiter teilen, kbnnen auch grofle Zysten
(70um) mit bis zu tausend Parasiten beobachtet werden (Kim und Weiss, 2004).

1.3.2 Genom und Struktur der Tachyzoiten und Bradyzoiten

Das T. gondii Genom umfasst ca. 87 Mb, welche auf 14 Chromosomen verteilt sind
(Reid et al., 2012). Zuséatzlich besitzt T. gondii ein 6 kb mitochondriales Genom in zwei
DNA-haltigen Organellen und ein 35 kb episomales plastidendhnliches Genom im
Apicoplasten (Kissinger et al., 2003). Dabei handelt es sich um ein Organell das in vielen
Apicomplexa-Vertretern gefunden wurde (Ajioka et al., 2001; Kohler et al., 1997) und
homolog zu Plastiden in photosynthetischen Organismen ist. Es wird vermutet, dass hier
die Synthese von aromatischen Amino- und Fettsduren stattfindet (Fichera und Roos,
1997; Kohler et al.,, 1997; Roberts et al.,, 1998). Phylogenetische Untersuchungen
verschiedener Apicomplexa lassen vermuten, dass die Apicoplasten wahrscheinlich
durch sekundare Endosymbiose einer Grin- oder Rotalge entstanden sind (Kohler et al.,
1997).

Tachyzoiten und Bradyzoiten unterscheiden sich strukturell nur geringfugig. Die
Parasiten sind etwa 2x6 pm grof3 und zeigen eine leicht gebogene Form auf. Im
Vergleich zu den Tachyzoiten sind die Bradyzoiten etwas schmaler (Dubey et al., 1998).
Der Organismus wird von drei Membranen umgeben, einem sogenanntem Pellikel
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(Dubey et al., 1998). Dabei wird die Plasmamembran von zwei dicht beieinander
liegenden Membranen unterschieden, die den inneren Membrankomplex bilden.
Charakteristisch fur die Apicomplexa sind das Konoid und zwei sekretorische
Organellen, den Mikronemen und Rhoptrien, am apikalen Pol des Parasiten (Dubey et
al.,, 1998). Dabei ist der Konoid eine Struktur aus spiralformig gewundenen
Tubulinpolymeren. Diese konnen in extrazellularen Parasiten ausgefahren werden und
durch ihre Rotation zur Fortbewegung beitragen (Hu et al., 2002). Durch die Form der
Rhoptrien lassen sich Tachyzoiten und Bradyzoiten unterscheiden. Die in den
Tachyzoiten keulenférmigen Strukturen bilden im Stadium der Bradyzoiten haufig eine
Schleife aus (Dubey et al., 1998). Die Ubrigen Organellen wie Mitochondrien, Golgi-
Apparat und Endoplasmatisches Retikulum verteilen sich innerhalb der Zelle. Weitere
sekretorische Organellen bilden die dichte Granula, diese sind im Gegensatz zu den
anderen sekretorischen Organellen, den Rhoptrien und Mikronemen, innerhalb der Zelle
verteilt und nicht am apikalen Pol kondensiert. Der Zellkern befindet sich bei den
Tachyzoiten in der Mitte der Zelle, wahrend dieser wahrend des Bradyzoitenstadiums
am posterioren Pol lokalisiert ist. Ein weiteres Merkmal der Bradyzoiten ist das
Vorhandensein vieler amylopektinhaltiger Granula, die nur in geringen Mengen in
Tachyzoiten zu finden sind (Dubey et al., 1998).

1.3.3 Interaktionen mit dem Wirt

Die frihen und essentiellen Interaktionen mit dem Wirt sind die Zelladharenz und die
Invasion in die Wirtszelle. Hierbei spielen die Organellen des Apikalkomplexes,
Mikronemen, Rhoptrien und dichte Granula eine wichtige Rolle (Carruthers und
Boothroyd, 2007). Das Eindringen des Parasiten in die Wirtszelle ist ein aktiver, vom
Parasit gesteuerter Prozess und ist unabhangig von der Phagozytose der Wirtszelle
(Dobrowolski und Sibley, 1996; Dubremetz et al., 1998).

1.3.3.1 Invasion und Bildung der PV

T. gondii kann jede kernhaltige Zelle infizieren, ein initialer Kontakt entsteht
wahrscheinlich mittels GPI-verankerter Molekile auf der Oberflache der Parasiten an
einen glykosylierten Rezeptor auf der Wirtszellmembran (Fourmaux et al., 1996; Mineo
et al.,, 1993; Ortega-Barria und Boothroyd, 1999). Ein genauer Mechanismus wurde
allerdings noch nicht beschrieben. Eine Theorie besagt, dass der Parasit seinen eigenen
»2Anker“ zunachst in die Zelle sekretiert (Boothroyd und Dubremetz, 2008). Dadurch
entsteht ein Kontakt zwischen Zytoskelett und Zellmembran der Wirtszelle. Denn nur
durch einen festen Kontakt ist das Eindringen in die Zelle mdglich. Der Kontakt zwischen
Parasiten und Wirtszellmembran geschieht Gber die Bildung einer ringférmigen Struktur,
der moving junction (MJ) oder auch tight junction (Michel et al., 1980). Dies bezeichnet
die lokal begrenzte Kontaktstelle zwischen den Membranen von Wirt und Parasit, hier
wird die Wirtszellmembran wahrend der Invasion des Parasiten eingestllpt, sodass die
PV entsteht und den eindringenden Parasiten letztendlich umgibt. Die PV wurde 1964
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von Dubuy beschrieben (Dubuy et al., 1964). Durch Versuche mit membrangangigen,
fluoreszierenden Derivaten von Tetrazyklin konnte gezeigt werden, dass die Parasiten
sich vom Wirtszytosol in einem eigenem Kompartiment abgrenzen. Die Membran der PV
(PVM) funktioniert als molekulares Sieb, sie ist durchlassig fur Molekule zwischen 13
und 19 kDa (Schwab et al., 1994) und es wird vermutet, dass es Poren gibt, die selektiv
Nahrstoffe auf- und Stoffwechselprodukte abgeben (Schwab et al., 1994).

Der Vorgang der Invasion dauert nur ca. 10s (Carruthers und Sibley, 1999; Sibley und
Andrews, 2000; Smith, 1995). Wahrend dieses Prozesses ist die moving junction auch
eine Art ,Molekularsieb®, das heil3t die Proteinbestandteile der Membran, die letztendlich
die PV-Membran bildet, werden selektiv entfernt (Mordue et al., 1999; Suss-Toby et al.,
1996). Dadurch wird auch die nichtfusionierende Eigenschaft der PV bestimmt und somit
die Verschmelzung mit dem Lysosom verhindert (Charron und Sibley, 2004; Joiner et al.,
1990; Mordue et al., 1999; Sibley et al., 1985).

1.3.3.2 Die sekretorischen Organellen

Die Proteine der Mikronemen (MIC Proteine) sind fiur die Initiation des
Invasionsprozesses wichtig, sie steuern die gerichtete Adhasion des Parasiten an die
Wirtszelle und gewahrleisten die Bildung der moving junction (Lovett et al., 2002) Dabei
erfolgt die Ausschittung nach dem initialen Kontakt zwischen Wirt und Parasit und ist
abhangig von der Anreicherung von Kalzium im parasitaren Zytosol (Carruthers und
Sibley, 1999). Des Weiteren ermoglicht die Sekretion von MIC Proteinen eine
substratabhangige gleitende Fortbewegung der Parasiten Uber kurze Strecken, um
benachbarte Zellen zu infizieren (Sibley et al., 1998).

Der Inhalt der Rhoptrien wird in die entstehende PV sezerniert. Es wurden bisher 29
ROP Proteine beschrieben (Boothroyd und Dubremetz, 2008). Sie werden in 24 Rhoptry
bulb Proteine (ROP) und 5 Rhoptry neck (dann auch als RON bezeichnete) Proteine
unterschieden (Boothroyd und Dubremetz, 2008). Ein grof3er Teil der ROP Proteine zeigt
Homologien zu Kinasen (El Hajj et al., 2006) und fur einige Mitglieder wie ROP18 wurde
eine Serin-Theronin Kinase-Aktivitat nachgewiesen (El Hajj et al., 2006; El Hajj et al.,
2007; Fentress und Sibley, 2011). Dennoch wird vermutet, dass es sich bei den meisten
ROP Proteinen um Pseudokinasen handelt und diese eine andere Funktion erflllen
konnten (Carey et al., 2004), wie zum Beispiel eine stabilisierende Funktion wahrend der
Aktivierung anderer ROPs (Behnke et al., 2011). Die Funktion der meisten ROP Proteine
ist noch ungeklart. Auch der Mechanismus durch den die Proteine sezerniert werden, ist
noch nicht bekannt, der Ausldser ist die Erkennung der Wirtsmembran und es kommt
wahrscheinlich zu einer Fusion und so zu einer Art Exozytose der Proteine. Dabei
werden einige Proteine ,frei“ in das Wirtszytosol sezerniert, andere ROP Proteine sind in
vesikelahnlichen Strukturen assoziiert (Boothroyd und Dubremetz, 2008).

Fur viele T. gondii RON Proteine gibt es orthologe Proteine in den anderen Apicomplexa.
Daher wird vermutet, dass sie flr einen Prozess wichtig sind, der allgemein bedeutend
fur die Infektion von Wirtszellen durch Apicomplexa ist (Bradley et al., 2005). Sie
assoziieren mit Proteinkomplexen an der moving junction (Alexander et al., 2005; Lebrun
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et al., 2005). Im Vergleich zu den RON werden die Rhoptrien bulk Proteine auch in die
Wirtszelle sezerniert, bilden aber keine komplexen Strukturen an der moving junction,
sondern werden im Wirtszellzytoplasma, in der PVM oder in der PV gefunden
(Boothroyd und Dubremetz, 2008).

Ein Beispiel fur ein in der Vakuole verbleibendes Protein ist ROP1 (Ossorio et al., 1992).
Einige der Rhoptrien Proteine (ROP) wie ROP2 werden in die PVM eingelagert (Saffer et
al., 1992). Fur ROP2 konnte gezeigt werden, dass es dafir verantwortlich ist, dass die
PV des Parasiten mit ER und Mitochondrien der Wirtszelle assoziiert (Sinai und Joiner,
2001; Sinai et al., 1997). Andere ROP Proteine werden in die PVM eingelagert und
zeigen Aktivitat auf der Wirtsseite der Membran. Ein Vertreter hierfur ist ROP18. Es
konnte gezeigt werden, dass ROP18 Proteine im Wirtszytosol phosphoryliert (El Hajj et
al., 2006; Molestina et al., 2003). Eine weitere Gruppe der ROP Proteine, wie ROP16
und PP2C-hn wandern nach Translokation in das Wirtzellzytoplasma in den Kern der
Wirtszelle. Ihre Funktion hier ist noch nicht hinreichend geklart (Bradley et al., 2005;
Gilbert et al., 2007). Fir ROP16 konnte gezeigt werden, dass es die Genexpression der
Wirtszelle beeintrachtigt (Bradley et al., 2005). Die ROP Proteine nehmen eine
besondere Rolle innerhalb der von T. gondii sezernierten Proteine ein. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Virulenzunterschiede von einzelnen T. gondii Stammen auf
unterschiedliche ROP Proteine zurlckzufuhren sind (Saeij et al., 2006; Taylor et al.,
2006).

Die Proteine der Mikroneme und Rhoptrien werden nur wahrend der Invasion sezerniert.
Im Vergleich dazu, werden die Proteine der dichten Granula kurz nach der Invasion und
Uber den gesamten Zeitraum in die PV sezerniert (Dubremetz et al., 1993; Leriche und
Dubremetz, 1990). Die einzelnen Funktionen der verschiedenen GRA Proteine sind noch
nicht genau geklart, aber sie sind wichtig fur den Nahrstofftransport, fir die Abgabe von
Stoffwechselprodukten, flr die Ausbildung des intravakuolaren Netzwerkes tubularer
Membranen und fir diverse Modifizierungen der PV (Achbarou et al., 1991; Cesbron-
Delauw, 1994; Mercier et al., 2002; Sibley et al., 1994).

1.3.3.3 Wechselwirkungen zwischen intrazellularen T. gondii und der
Wirtszelle

Die Fahigkeit des Parasiten innerhalb der Wirtszelle zu replizieren und einer
Immunabwehr des Wirtes zu entgehen macht es zwingend notwendig, dass der Parasit
verschiedene Signalwege in der Wirtszelle moduliert. T. gondii interagiert und
manipuliert viele Ebenen der intrazellularen Signalwege der Wirtszelle. Dabei kénnen die
unterschiedlichen Wege der Kommunikation zwischen Wirt und Parasit in zwei Typen
unterteilt werden. Zum einem die fir den Parasiten kritische, die essentiell fir das
Wachstum und die Vermehrung ist und bei allen Parasitenstdmme gleich ist (Hunter und
Sibley, 2012). Zum Anderem zahlen die Interaktionen, die sich innerhalb der
verschiedenen Toxoplasmen-Stamme unterscheiden und daher auch wahrscheinlich fur
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die stammspezifischen Virulenzunterschiede verantwortlich sind (Hunter und Sibley,
2012).

Es beginnt damit, dass die Zusammensetzung der Wirtsmembran wahrend des
Invasionsprozesses verandert wird, sodass diese spater nicht als Teil des lysosomalen
Abbauweges mit den Lysosomen verschmilzt und es dadurch zum Abbau des Parasiten
kommen warde (Joiner et al., 1990; Jones und Hirsch, 1972; Jones et al., 1972). Im
Verlauf der Infektion der Wirtszelle kommt es zu einer engen Assoziation von
Wirtszellorganellen wie dem ER und Mitochondrien mit der PV des Parasiten (Jones und
Hirsch, 1972). Die Lokalisation der Organellen um die PV herum, ist abhangig von den
wirtseigenen Mikrotubuli (Sinai et al., 1997). Viele metabolische Wege der Wirtszelle
sind wichtig flr die intrazellularen Toxoplasmen. Sie fangen Nahrstoffe, Lipide und
weitere molekulare Grundgeriste ab und nutzen diese fir ihre eigenen Synthesewege
(Boyle und Radke, 2009). Die Zuganglichkeit erfolgt dabei tber das Mikrotubulinetzwerk
des Wirtes und auch durch Interaktionen mit Endolysosomen, diese werden via
Invagination von der PV aufgenommen (Coppens et al., 2006).

Besonders wichtig fur die Dynamik von Plasmamembranen ist auch das Zytoskelett
(Sheetz et al., 2006). Sowohl das parasitdre Zytoskelett als auch das Wirtszytosklett
spielen eine wichtige Rolle wahrend der Invasion der Parasiten. Verschiedene Rhoptrien
Proteine der Toxoplasmen beeinflussen das Wirtszytoskelett. Zum Beispiel interagiert
Toxofilin mit dem Aktinzytoskelett und tragt dazu bei, dass die Organisation verandert
wird, sodass Platz fir die PV geschaffen wird (Delorme-Walker et al., 2012). Das
Mikrotubulizytoskelett des Wirtes wurde weitgehend untersucht bezuglich seiner Rolle
wahrend der rezeptorvermittelten Endozytose als auch wahrend bakteriellen und viralen
Infektionen, wobei die Mikrotubuli als Transportbahnen von der Zellperipherie ins
Zentrum dienen (Damm et al., 2005; Parton et al., 1994; Sodeik et al., 1997; Yoshida
und Sasakawa, 2003). Konsistent dazu ist das Mikrotubulinetzwerk des Wirtes auch
wichtig fur den Transport von in die Zelle sezernierten ROP Proteinen (Hakansson et al.,
2001). Die genaue Funktionalitat des Wirtsmikrotubulinetzwerkes wahrend der T. gondii
Invasion konnte noch nicht gezeigt werden. Aber es kommt zu einer temporaren
Abhangigkeit des Parasiten vom Mikrotubulizytoskelett des Wirtes und durch die
Zerstorung des Wirtsmikrotubulinetzwerkes kommt es zu einer verringerten Invasion von
T. gondii. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass die Zeit fir den Vorgang der Invasion
durch ein intaktes Wirtsmikrotubulinetzwerk verkurzt wird (Sweeney et al., 2010).

1.3.3.4 Aktivierung des Imnmunsystems nach T. gondii Infektion

Die Infektion mit T. gondii fihrt zu einer Aktivierung des Immunsystems, gleichzeitig hat
T. gondii Mechanismen entwickelt, dieser Aktivierung entgegen zu wirken. Die
antiparasitare Immunantwort auf eine T. gondii Infektion ist gekennzeichnet durch die IL-
12 Produktion von dendritischen Zellen (DCs), Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten. Durch die IL-12-Produktion werden T-Zellen und NK-Zellen zur IFNy-
Produktion angeregt (Gazzinelli et al., 1993; Hunter et al., 1994; Johnson, 1992; Khan et
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al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass die IL-12-Produktion abhangig von CCR5-
und TLR-Signalen sind (Aliberti et al., 2003; LaRosa et al., 2008; Scanga et al., 2002;
Yarovinsky et al., 2005). Der Chemokinrezeptor CCR5 wird auf verschiedenen Zelltypen
exprimiert, inklusive Makrophagen und Dendritischen Zellen (Mueller und Strange,
2004). Mause, die den CCR5-Rezeptor nicht exprimieren, zeigen eine deutlich
verringerte IL-12-Antwort nach T. gondii-Infektion (Aliberti et al., 2000). Das Toxoplasma-
Protein Cyklophillin-18 (C18) wurde als mdglicher Ligand fir den Rezeptor identifiziert,
aber nach Aufreinigung war der Effekt von C18 bezuglich der IL-12-Produktion gering,
sodass es weitere Liganden flir den CCR5-Rezeptor geben muss (Aliberti et al., 2003).
Wichtiger fur die Erkennung von T. gondii scheinen die ubiquitar exprimierten Toll-like-
Rezeptoren (TLR) zu sein (LaRosa et al., 2008). Denn ein knock out im TLR-
Adapterprotein MyD88 erhoht die Anfalligkeit gegenlber T. gondii (LaRosa et al., 2008).
Die Inaktivierung einzelner TLRs hatte nur einen geringen Effekt bezliglich des Verlaufs
einer T. gondii-Infektion, sodass die Funktionen einzelner TLRs in der T. gondii
Erkennung womdglich redundant sind und/oder eine Aktivierung mehrerer TLRs
gleichzeitig wichtig ist. Es wird auch vermutet, dass MyD88 wichtig fur die
Signalweiterleitung anderer Rezeptoren ist, wie dem IL-1R und dem IL-18R. Beide
interagieren mit MyD88 und ihre Liganden werden nach T. gondii Infektion hochreguliert
(Adachi et al., 1998; Cai et al., 2000; Chang et al., 1990; Hunter und Remington, 1995;
Mordue et al., 2001). Es konnten auch T. gondii abgeleitete Liganden fir TLRs
identifiziert werden, wie T. gondii Profilin fur TLR11 und TLR12, und HSP70 und GPI-
verankerte Proteine flir TLR2 und TLR4 (Debierre-Grockiego et al., 2007; Koblansky et
al., 2013; Mun et al., 2005; Yarovinsky et al., 2005).

Das wichtigste an der Erkennung des Parasiten durch angeborene Immunrezeptoren ist
die anschlieRende Signalkaskade und letztendlich die Produktion von IL-12, welches
entscheidend ist fir die Induktion von IFNy und die Bekampfung der T. gondii Infektion.
Die Bedeutung von IFNy in der Abwehr von T. gondii zeigt sich in der IFNyR™ Maus und
in der IFNy” Maus, beide sind hoch suszeptibel gegeniiber einer T. gondii Infektion
(Deckert-Schluter et al., 1996; Scharton-Kersten et al., 1996). Durch IFNy werden
verschiedene Effektormechanismen aktiviert, die sehr wichtig fir die Bekampfung der
Infektion sind. Wie unter 1.2 erwahnt, zahlen IFNy-induzierte GTPasen (GBPs und
IRGs), INOS und IDO dazu (Collazo et al., 2001; Degrandi et al., 2007; Pfefferkorn,
1984; Scharton-Kersten et al.,, 1997). Diese Proteine tragen dazu bei, dass das
parasitare Wachstum durch verschiedene Mechanismen gehemmt wird (siehe 1.2). Da
diese IFNy-induzierten Effektormechanismen einen grofden Effekt auf das intrazellulare
Wachstum von T. gondii haben, hat der Parasit Strategien entwickelt, die IFNy-
Signalkaskade zu beeinflussen (Lang et al., 2007). Der Parasit hat Strategien entwickelt,
um die STAT1-abhangige Transkription von IFNy-induzierten Effektormolekllen zu
inhibieren. Es wurde gezeigt, dass T. gondii die STAT1 Hochregulation inhibiert, indem
es STAT1-Suppressoren (SOCS-Proteine) hochreguliert (Schneider et al., 2013;
Zimmermann et al., 2006). Gleichzeitig wird die Aktivitat von STAT3 erhoht, um die IL-
12-Synthese weiter zu unterdriicken (Butcher et al., 2005). Auch andere immunrelevante
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Transkriptionsfaktoren wie NFkB werden in murinen Makrophagen nach T. gondii
Infektion inhibiert (Butcher et al., 2001; Shapira et al., 2002).

Obwohl der Parasit versucht die Signalwege des Wirtes zu beeinflussen, um die
Aktivierung des Immunsystem zu unterlaufen, werden durch die Infektion mit T. gondii
verschiedene proinflammatorische Signalwege aktiviert. Auch extrazellulare Parasiten
oder Parasitenbestandteile konnen Signalwege in der Wirtszelle aktivieren, wie die
Mitogen-aktiverteProtein Kinase (MAPK) ERK1/2 (extracellular-signal regulated Kinase)
(Abi Abdallah et al., 2012; Kim und Denkers, 2006; Valere et al., 2003). Die MAP-
Kinasen sind fir die Regulierung der IL-12-Antwort in Makrophagen wichtig (Kim et al.,
2005; Mason et al., 2004).

Viele Faktoren, die die Signalwege miteinander verbinden, die nach T. gondii Infektion
aktiviert werden, sind noch unbekannt. Eine Verbindung koénnten intrazellulare
Ca?* -Level sein. Die Funktion von Ca** als sekundarer Signalgeber (second messenger)
in fundamentalen zellularen Prozessen wie Zellwachstum, Proliferation und Zelltod ist
schon lange bekannt (Berridge et al., 2000). In den vergangenen Jahren wuchsen die
Kenntnisse zur Bedeutung von Ca** als second messenger auch im Zusammenhang mit
immunologischen Funktionen. Die enge Assoziation der T.gondii PV mit Ca*
regulierenden Organellen wie dem ER und den Mitochondrien (Sinai et al., 1997), konnte
ein Hinweis sein, dass Ca®*" ein Bindeglied zwischen den durch T. gondii Infektion
aktivierten Signalwegen ist. Es konnte gezeigt werden, dass Ca* wichtig fiir die
Aktivierung von MAPK-Signalwegen ist (Masek et al., 2006), wodurch letztendlich
entzliindungsforderende Faktoren produziert werden. Weiter konnte nachgewiesen
werden, dass T. gondii schnell nach Invasion Ca®-abhidngig die Proteinkinase C
aktiviert, die wiederum MAPK aktivieren kann und somit zu erhohter IL-12-Produktion
fuhrt (Masek et al., 2006; Weller et al., 1960).

1.4 MCMV

Das Cytomegalovirus (CMV) wird der Familie der Herpesviren (Herpesviridae)
zugeordnet (Krmpotic et al., 2003). Der Name wurde von der Eigenschaft abgeleitet,
dass sich infizierte Zellen drastisch vergroRern (Weller et al.,, 1960), dies wird als
,Cytomegalie“ bezeichnet. Die Familienzuordnung erfolgt primar anhand der
Viruspartikelmorphologie (Plummer, 1967). Beispiele fir humanpathogene Vertreter der
Familie sind die Herpes-Simplex-Viren (HSV)-1 und -2, Varizella-Zoster-Virus (VZV), die
humanen Herpesviren (HHV)-6 und -7, Epstein-Barr-Virus (EBV) sowie das Kaposi-
Sarkom assoziierte Herpesvirus (HHV-8) (Roizman, 1982). Eine gemeinsame
Eigenschaft innerhalb der Familie ist die Ausbildung einer lebenslangen, latenten
Infektion im Wirtsorganismus (Roizman und Baines, 1991). Die weitere Einteilung in die
drei Unterfamilien a-, - und y-Herpesvirinae (Pellet, 2006) erfolgt tber Eigenschaften
wie Replikationsgeschwindigkeit, Zelltropismus, Wirtsspektrum sowie Ort ihrer Latenz
(Krmpotic et al., 2003). Das Cytomegalovirus zahlt zu den B-Herpesviren, diese sind
ausgezeichnet durch ein enges Wirtsspektrum und einen langen Replikationszyklus.
Zudem sind sie in Endothelzellen, in Monozyten und in Makrophagen Vorlduferzellen

27



28

Einleitung

latent zu finden (Roizman, 1996). Latentes humanes CMV (hCMV) ist in
unterschiedlichen Organen wie Lunge, Leber, Pankreas, Niere und Herz anzutreffen
(Koffron et al., 1997). Im Vergleich dazu etabliert murines CMV (mCMV) Latenz
zusatzlich in Milz, Speicheldrisen, Nebenniere und nicht im Pankreas (Balthesen et al.,
1993; Collins et al., 1993; Klotman et al., 1990; Reddehase et al., 1994).

Die Viruspartikel der Familie der Herpesviridae haben einen Durchmesser von 150-200
nm (Griffiths und Grundy, 1987). Ein Partikel besteht aus einem Kern (core), der die
lineare, doppelstrangige DNA enthalt (Roizman, 1996). Diese ist mit einer fibrillaren
Proteinmatrix assoziiert. Die DNA ist von einem ikosaedrischen Capsid umhiuillt, der
Bereich zwischen Capsid und der Hiullmembran wird als das Tegument bezeichnet. Das
Tegument enthalt eine Proteinmatrix, einige Proteine dieser Matrix Gbernehmen eine
regulatorische Funktion wahrend der frihen Infektionsphase. AbschlieRend umgibt eine
Glykoprotein enthaltende Hullmembran das Viruspartikel (Roizman, 1996).

Hullproteine

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines

Hllmembran Herpesvirions. Das Virion besteht aus der
linearen, doppelstrangingen DNA. Diese ist

Tegument mit dem Kern (core) assoziiert und von einem
<ﬂ ikosaedrischen Capsid umgeben. Im Raum

Capsid zwischen Capsid und Hiillmembran, dem
Tegument sind virale Glykoproteine

K .
e eingelagert.

lineares ds-DNA
Genom

Der lytische Infektionszyklus der Herpesviren beginnt mit dem Eindringen der Virionen in
die Zelle. Die Adsorption des Virions erfolgt dabei Uber Oberflachenrezeptoren und es
folgt die Verschmelzung der Virus- und Wirtszellmembran (Mocarski, 1996). Tegument
und Capsid gelangen somit in das Zytoplasma der Wirtszelle. Das Capsid wird entlang
der Mikrotubuli zum Kern transportiert, hier gelangt das Virusgenom durch eine Kernpore
ins Nukleoplasma und zirkularisiert hier zu einem Episom. Im Zellkern startet die
Synthese der immediate early-(IE) Gene. Diese kodieren flr regulatorische Proteine,
welche wiederum die early (E)-Gene aktivieren. Durch die E-Gene werden Proteine,
welche wichtig fir die DNA-Replikation sind, kodiert. Wahrend die Virus-DNA
synthetisiert wird, werden auch die spaten (/ate, L) Gene transkribiert. Diese kodieren fur
Glykoproteine, die fur die Bildung und den Zusammenbau der neuen Virionen bendtigt
werden. Noch im Zellkern assemblieren Capsid, DNA und Tegumentproteine mit der
inneren Kernmembran. Daraufhin stulpt sich die Kernmembran aus und das Viruspartikel
wird Uber den sekretorischen Weg der Wirtszelle Uber das endoplasmatische Retikulum
(ER) und den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert (Arvin A., 2007; Mocarski,
1996). Das Genom der Cytomegaloviren ist ca. 230 kb gro3 und kann potenziell 200
Genprodukte bilden (Arvin A., 2007). Wahrend der fir die Cytomegaloviren
charakteristische Latenz werden nur wenige virale Proteine synthetisiert (Arvin A., 2007).
In dieser Phase wird das Virusgenom parallel zum Wirtszellgenom repliziert und es kann
durch Stress, Immunsuppression und durch weitere auliere Faktoren zu einer
Reaktivierung des Virions kommen (Arvin A., 2007).
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Das Wirtsspektrum der Cytomegaloviren ist sehr eng und beschrankt sich auf eine
Spezies, so kann humanpathogenes CMV in keinem Tiermodell untersucht werden.
Dennoch kann das murine CMV als Modell fir hCMV genutzt werden, da der
Infektionsverlauf und die Etablierung der Latenz der Viren in den entsprechenden Wirten
sehr ahnlich ist (Hudson, 1979). Der Verlauf einer experimentellen Infektion ist abhangig
von der Infektionsdosis, der Applikationsmethode, der Virusherkunft (in der Zellkultur
oder aus Speicheldrisen infizierter Mause gewonnen), Alter, Immunstatus und
genetischer Hintergrund der Mause (Krmpotic et al., 2003). Die Infektion mit 1*10°
infektidsen Viruspartikeln (plaque forming units, PFUs), die aus der Zellkultur gewonnen
wurden, verlauft in immunkompetenten, adulten Mausen asymptomatisch (Krmpotic et
al., 2003). Nur wenige Viren kénnen in verschiedenen Organen gefunden werden
(Krmpotic et al., 2003). Nur in den Speicheldrisen manifestiert sich die Infektion fur
einen Zeitraum von 3 - 4 Wochen. In immunsupprimierten Mausen manifestieren sich
verschiedene Krankheitsbilder nach Infektion. Es kann zu Pneumonie (Brody und
Craighead, 1974; Reddehase et al., 1985), Hepatits (Bolger et al., 1999) und
Entziindungen der Nebenniere (Smith und Wehner, 1980) kommen.

Die Kontrolle einer mCMV-Infektion verlauft in der frihen Phase Uber die Aktivitat der
NK-Zellen (Welsh et al., 1994). Die Besonderheit der NK-Zellen im frihen
Infektionsverlauf zeigt sich in verschiedenen Studien mit NK-Zell-defizienten oder —
depletierten, mCMV-infizierten Mausen. Durch diese Studien konnte gezeigt werden,
dass die NK-Zellen die Virusreplikation in verschiedenen Organen inhibieren (Welsh et
al., 1991). Die genetisch determinierte mCMV-Suszeptibilitat von BALB/c und C57BL/6-
Méausen stellt eine Besonderheit der NK-Zell-Kontrolle der Infektion dar. Der Unterschied
zwischen mCMV-suszeptiblen BALB/c-Mausen und mCMV-resistenten C57BL/6 Mausen
ist bedingt durch unterschiedliche NK-Zell Aktivitaten (Scalzo, 2002). Diese fallt in den
BALB/c Mausen schwacher aus, die daraufhin eine erhdhte Anfalligkeit zeigen (Scalzo,
2002). Die Aktivierung von NK-Zellen verlauft Gber eine Kombination von aktivierenden
und inhibierenden Signalen, die Uber aktivierende bzw. inhibierende Rezeptoren auf der
NK-Zelloberflache aufgenommen werden. Die Resistenz der C57BL/6-Mause kann auf
ein Allel zurtckgefuhrt werden, das innerhalb des NK-Lokus liegt und als Cmv7-Region
bezeichnet wird. Dies kodiert fur den aktivierenden NK-Zellrezeptor Ly49H (Brown et al.,
2001; Daniels et al., 2001; Lee et al., 2001). Als Ligand fur den Rezeptor dient das virale
Genprodukt m157, dies wird auf der Oberflache von mCMV-infizierten Zellen prasentiert
und kann durch NK-Zellen, die Ly49H exprimieren, erkannt werden. Eine Interaktion des
NK-Zell Rezeptors Ly49H mit dem viralen Liganden m157 flhrt zur Apoptose der
infizierten Zellen (Arase et al., 2002). Weitere Untersuchungen unterstitzen die
Bedeutung der NK-Zell vermittelten Immunantwort gegen die mCMV-Infektion. Hierbei
konnten drei virale Gene identifiziert werden, die die Expression eines NK-Rezeptor-
aktivierenden Liganden supprimieren (Hasan et al., 2005; Krmpotic et al., 2002; Krmpotic
et al., 2005; Lodoen et al., 2004). Die immunologische Funktion der NK-Zellen wahrend
der mCMV-Infektion wird auch Uber die Sekretion von IFNy ausgeubt. Die Rolle von
IFNy im CMV-Infektionsmodell wird durch Versuche mit IFNy-defizienten Mausen
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(IFNy™) verdeutlicht. Diese zeigen eine erhohte Anfalligkeit gegeniiber der Infektion mit
mCMV (Pomeroy et al., 1998). Obwohl der zuvor beschriebene genetische Unterschied
zwischen C57BL/6 und BALB/c Mausen auch in der IFNy’-Mauslinie weiter zu
beobachten ist, sind C57BL/6 IFNy"-Mause weniger anfillig als die BALB/c IFNy™
Mause. Dennoch lasst sich aus den Experimenten schliel3en, dass IFNy eine signifikante
Rolle in der Immunabwehr von mCMV spielt (Pomeroy et al., 1998).

Im weiteren Verlauf der Infektion wachst die Bedeutung der adaptiven Immunantwort.
Hier sind in erster Linie CD8+ zytotoxische T-Zellen von Bedeutung (Reddehase et al.,
1988; Reddehase et al.,, 1985). Diese erkennen virale Proteine, die mittels MHC I-
Molekllen an der Zelloberflache prasentiert werden und dadurch aktiviert werden.
Aktivierte CD8+ zytotoxische T-Zellen I6sen daraufhin die Apoptose der infizierten Zelle
aus (Reddehase et al., 1988; Reddehase et al., 1985). Des Weiteren konnen CD4+ T-
Zellen durch die Prasentation von viralen Peptiden in MHC I[I-Komplexen auf
Makrophagen, Dendritischen Zellen oder B-Zellen aktiviert werden und den Verlauf der
Virusinfektion beeinflussen (Selgrade und Osborn, 1974). Ebenfalls essentiell wahrend
der Bekdmpfung einer mCMV-Infektion sind IFNa/f und TNFa. Sie limitieren die
Virusreplikation wahrend der frihen Infektionsphase. IFNao/f wird von einer
Subpopulation der Dendritischen Zellen (DCs) produziert und ist wichtig fir die
Aktivierung der NK-Zellen und der CD8+ zytotoxischen T-Zellen (Dalod et al., 2003). Im
weiteren Verlauf der Infektion inhibieren IFNy und TNFa die Virusverbreitung, indem sie
die Prasentation von viralen Peptiden durch MHC [-Molekiile fir CD8+ T-Zellen féordern
(Hengel et al., 1994).

Im Gegenzug zum selektiven Druck des Wirtsimmunsystems hat CMV verschiedene
Mechanismen entwickelt, um der Wirtsimmunantwort zu entgehen. Aufgrund ihres relativ
langen Replikationszyklus zdgern die Viren die Apoptose der Wirtszelle hinaus. Dies
geschieht durch die direkte Apoptosehemmung durch viraler Proteine oder indem sie
das Auslésen der Apoptose durch die Zellen des Immunsystems verhindern
(Skaletskaya et al., 2001; Zhu et al., 1995). Zum Beispiel wird die Prasentation von
Peptiden mittels der MHC I-Molekile inhibiert, wodurch die CD8+ zytotoxische T-
Zellaktivierung verhindert werden soll (Alcami und Koszinowski, 2000; Ploegh, 1998).
Aulerdem wird nach mCMV-Infektion ein MHC-I-Homolog exprimiert, welches
inhibierend auf NK-Zellen wirkt (Farrell et al., 2000; Farrell et al., 1999; Reyburn et al.,
1997).
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1.5 Zielsetzung

Vorhergehende Studien zeigten, dass die Expression verschiedener GTPasen nach
IFNy-Stimulation induziert wird (Boehm et al., 1998). Unter ihnen sind auch die in dieser
Arbeit im Fokus stehenden GBPs (Boehm et al., 1998; Degrandi et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit sollte mittels Kolokalisationsstudien sowie durch
Untersuchung verschiedener =zellularer Signalwege die Funktionalitadt und der
Mechanismus der Rekrutierung der GBPs an die parasitophore Vakuole (PV) von
T. gondii aufgeklart werden.
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Abbildung 4: Zeitliche Abfolge einer T. gondii Infektion. Zunadchst die induzierte Expression der
mGBPs (griin) und die Rekrutierung an die PV nach Infektion mit T. gondii. Durch IFNy-induzierte
Effektormechanismen wird die PV angegriffen und der Parasit beseitigt, welche Rolle hier die mGBPs
libernehmen ist noch nicht geklart und von groBem Interesse.

Die Vorgehensweise in der Arbeit entsprach dem zeitlichem Ablauf einer Infektion wie in
Abbildung 4 dargestellt. Dabei war die Aufklarung der Lokalisation im IFNy-induzierten
Zustand von Interesse. Die Vesikelstruktur sollte ndher charakterisiert und mit anderen
vesikularen Strukturen, wie zum Beispiel lipid bodies, in der Zelle verglichen werden. Im
Verlauf der Infektion erkennen die mGBPs den eingedrungenen Parasiten und
rekrutieren an die PV. Die zelluldaren und molekularen Mechanismen fir diese
Rekrutierung konnten bisher nicht aufgeklart werden. Es bleibt fraglich, ob die
Rekrutierung der mGBPs von einem sensorischem Signal und einer darauffolgenden
Aktivierung abhangig ist, ober ob die mGBPs selbst Veranderungen durch die T. gondii
Invasion wahrnehmen und es zu einer autokatalytischen Aktivierung und Rekrutierung
an die PV kommt. Die Dynamik und die Mobilitdt von mGBP2 bei der Rekrutierung sollte
untersucht werden. Die Mechanismen der mGBP-Vesikeldynamik wurden bisher nicht
beschrieben und sollten im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von live cell imaging
Aufnahmen analysiert werden. Im Mittelpunkt des Interesses stand hier, inwieweit die
Vesikel als Ganzes an die PV rekrutieren und ob diese Mobilitdt zytoskelettabhangig ist.
Im weiteren zeitlichen Ablauf der Infektion kommt es zur Zerstérung der PV und
letztendlich zur Inaktivierung des Parasiten. Hier ist eine Effektorfunktion der mGBPs
denkbar und sollte durch mikroskopische Untersuchungen analysiert werden.
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Einleitung

Aulerdem sollte durch eine vergleichende Analyse zwischen mGBP6 und mGBP10 ein
Motiv identifiziert werden, welches flr die Rekrutierung der mGBPs zur parasitophoren
Vakuole entscheidend ist. mGBP6 und mGBP10 zeigen eine hohe Sequenzahnlichkeit
und verhalten sich nach T. gondii Infektion dennoch verschieden: mGBP6 akkumuliert
um die PV, mGBP10 verbleibt in der urspringlichen zytoplasmatischen Verteilung.

Des Weiteren sollte die Rolle von mGBP2 wahrend der Infektion in vivo mit MCMV
aufgeklart werden.
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2 Material

2.1 Bezugsquellennachweise

2.1.1 Inhibitoren

Bezeichnung

Bezugsquelle

BAPTA-AM Calbiochem

4-BPB Sigma Aldrich, Taufkirchen
3-Methyladenine Sigma Aldrich, Taufkirchen
Vinblastine Sigma Aldrich, Taufkirchen
Cytochalasin-D Sigma Aldrich, Taufkirchen
Wortmannin Sigma Aldrich, Taufkirchen
Nocodazole Sigma Aldrich, Taufkirchen
Paclitaxel Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tubulozol Sigma Aldrich, Taufkirchen
U126 Cell Signaling Technology, Boston USA
2.1.2 Enzyme

Enzym Bezugsquelle

Collagenase Typ VIII Sigma Aldrich, Taufkirchen
SuperScript Il Invitrogen, Karlsruhe
DNAse | Sigma Aldrich, Taufkirchen

DNA Polymerase, High Fidelity
DNA Polymerase, Native Pfu Turbo
DNA T4 Ligase

DNA Ligations Mix
Restriktionsenzyme

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Roche, Mannheim

Stratagene, Texas USA

Roche, Mannheim

TaKaRa,Shiga Japan

New England BioLabs, Frankfurt a. M.
Roche, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon Rot

USB, High Wycombe, UK

2.1.3 Antikorper

Antikérper Verwendung Bezugsquelle

Anti-B-Aktin Western Blot Sigma - Aldrich,
Taufkirchen

Anti-GFP Western Blot Roche, Mannheim

Anti-LC3 A/B Western Blot Cell Signaling Technology,

Boston USA
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Anti-mGBP1.2
Anti-mGBP2
Anti-mGBP3.2

Anti-mGBP5.2
Anti-SQSTM1/p62

Anti-Toxoplasma gondii Sag1
Cymv2 Goat Anti-Mouse 1gG

+ IgM

Cym2 Goat Anti-Rabbit 1IgG

Cymv3 Goat Anti-Mouse 1gG

+ IgM

Cym3 Goat Anti-Rabbit 1IgG

Cymv3 Goat Anti-Rat IgG +

IgM

Goat Anti-Mouse HRP
Goat Anti-Rabbit IgG HRP

aB220

aCD3

aCD8a

aCD11b

aCD11c

aCD19

aF4/80

aGr1

Western Blot
Immunfluoreszenz
Western Blot
Immunfluoreszenz
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Immunfluoreszenz
Immunfluoreszenz
Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz

Western Blot

Western Blot

FACS

FACS

FACS

FACS

FACS

FACS

FACS

FACS

Eurogentec, Belgien

Eurogentec, Belgien

Eurogentec, Belgien
Eurogentec, Belgien
Abcam, Cambridge UK

Abcam, Cambridge UK

Jackson

ImmunoResearch, Suffolk

UK
Jackson

ImmunoResearch, Suffolk

UK
Jackson

ImmunoResearch, Suffolk

UK
Jackson

ImmunoResearch, Suffolk

UK
Jackson

ImmunoResearch, Suffolk

UK

Dianova, Hamburg

BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD
Heidelberg
BD

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,

Bioscience,
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aNK 1.1 FACS

Streptavidin FACS

Alexa Fluor 405 goat Anti- Immunfluoreszenz

mouse IgG

Alexa Fluor 405 goat Anti- Immunfluoreszenz

rabbit IgG

Alexa Fluor 633 goat Anti- Immunfluoreszenz

mouse

Alexa Fluor 633 goat Anti- Immunfluoreszenz

rabbit

Alexa Fluor 488 goat Anti- Immunfluoreszenz

rabbit

Heidelberg
BD Bioscience,
Heidelberg
BD Bioscience,
Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Jackson

ImmunoResearch, Suffolk
UK

2.1.4 Kits und Verbrauchsmaterial

Reagenz oder Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

BCA Protein Assay Kit

Bis-Tris SDS-Gele (4-12%)
Deckglaschen: Microscope Coverslips
Filme: Hyperfim™-ECL

Filterpapier Whatman 3MM

Kanulen

Nitrocellulose Membran Protan BA85
Parafilm M

PCR-Gelextraktionskit
Plasmidisolierung Zyppy
Plasmid-Isolierungskit: Maxi-Prep
Plastikwaren

gPCR MasterMix No ROX

Quik-Change Il Site Directed Mutagenesis
Kit

Quik-Change Multi Site Directed
Mutagenesis Kit

Quik-Change XL Site Directed
Mutagenesis Kit

Rotiphorese® Gel 30%

Pierce, Rockford, IL

Invitrogen, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen

Whatman, Dassel

BD Pharma, Heidelberg

Whatman, Dassel

American National Can, Chicago, USA
Zymo Research Coperation, Irving, USA
Zymo Research Coperation, Irving USA
Macherey-Nagel, Diren

NUNC, Wiesbaden

BD Falcon, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Eurogentec, Liege, Belgien

Stratagene, Californien

Stratagene, Californien

Stratagene, Californien

Roth, Karlsruhe
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Acrylamid/Bisacrylamid
Spritzen

Sterilfilter

TOPO TA Cloning® Kit
TOPO TA Cloning® Kit 2.1

Luciferase Reporter Gene Assay, high
sensitivity

Omnifix, Melsungen
Sartorius, Géttingen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

2.1.5 Gerate

Gerat

Bezugsquelle

Brutschrank (Heraeus Heracell 240)
Chirugische Instrumente

Sterilbank, HLB 2472 GS

Ein- und Multikanalpipetten

FACS Aria |

Q-5 Cycler
Multistep-Dispenser Handystep
Heizblock/ Thermoblock
compakt

Heizrihrer MR3001 K

Millipore Anlage

NanoDropp 1000

Neubauer Zahlkammer
pH-Meter MP225

Pipettierhilfe Pipetus
Thermomixer

Ultra-Turrax T25

Vortex Schuttler VVR

Waage Precisa 600c

Zentrifuge 5417R

Konfokales Fluoreszenzmikroskop,
780

Abzug

Analysewaage Chyo JL-180
Cell Density Meter Ultraspec 10
Elektrophoresekammer fur DNA

Elektrophoresekammer fir NuPAGE Gele:

X sure Lock

Geldokumentationssystem, BioDocAnalyze

PCR-Gerate, Thermocycler

Thermomix

Heraeus, Hanau

Fine Science Tools, Heidelberg
Heraeus, Hanau

Thermo Fisher Scientific, Bonn
BD Bioscience, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach
Millipore, Schwabach
Peqlab, Erlangen
LO-Laboroptik, Friedrichsdorf
Mettler-Toledo, Giessen

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Eppendorf, Hamburg

IKA, Staufen

VWR, Darmstadt

Oehmen Labortechnik, Essen
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

WRT-Laborbau, Stadtlohn
Welabo, Dusseldorf
Amersham Bioscience,
Hoefer, Amsterdam
Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen
Biometra Gottingen
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Proteintransfer-Apparatur, Transblot SD
Schuttler flir Bakterienkulturen, Ecotron

Spannungsquellen, Power Pack P25

Tischzentrifugen
Biofuge fresco
Centriufge 5415 D

Bio-Rad, Miinchen
Infors HT, Schweiz
Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg

2.2 Medien und Puffer

Collagenase VIl 100 mg/ml
DNAse | 3000 U/mi
FACS-Puffer 1x

2 % IvIv)

2 mM
Organ-Verdaupuffer 6 % (viv)

1 % (viv)

93 % (v/v)
PBS, pH 7,4 13,7 mM

2,7mM

80,9 mM

1,5 mM
PFA-Fixierldsung 4 % (wlv)
FACS Stop Puffer 1x

10 mM
Permeabilisierungslosung 0,02 % (w/v)
Blockierungslésung 2 % (viv)

5x DNA Auftragspuffer

dNTP Mix

HEBES 2x, pH 7,0

TAE (Elektrophoresepuffer),
pH 8,0

15 % (vIv)
0,05 % (w/v)
0,05 % (w/v)
1T mM

1mM

1T mM

1mM

0,28 M

0,056 M

1,5 mM

2M

1M
0,1M

in PBS

in PBS

PBS

FCS

EDTA

Collagenase Typ VI
DNAse | Lésung

PBS

NaCl

KCI

Na,HPO,

KH,PO,
Paraformaldehyd in PBS
PBS

EDTA

Saponin in PBS
Ziegenserum in 10 %
Permeabilisierungslosung
Ficoll Typ 400
Bromphenolblau
Xylencyanol

dATP

dGTP

dTTP

dCTP

NaCl

HEPES

Na,HPO,

Tris/HCL

Eisessig
EDTA
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TBS-T

WB  Auftragspuffer  5x,
pH 6,8

WB Lysepuffer

WB Laufpuffer (20x), pH 8,3

WB Transferpuffer

VSB (Virus Standard Puffer)

150 mM
10 mM

0,1 % (v/v)
45 % (w/v)

25 % (wiv)
10 % (w/v)
0,15 %

30 mM
140 mM
20 mM

5 mM

1 % (viv)
1x

1x

50 mM

50 mM
1mM

0,1 % (w/v)
25 mM

25 mM
1mM

20 % (viv)
50 mM

10 mM
5mM

15 % (w/v)

NaCl
Tris/HCL
Tween-20
Glycerin

B — Mercaptoethanol
SDS
Bromphenolblau
Tris/HCL

NaCl

Tris HCL

MgCl,

NP-40

Protease Inhibitor Cocktail
Tablette (Roche)
Phospho STOP (Roche)
MOPS

Tris Base

EDTA

SDS

Bicine

Bis/Tris

EDTA

Methanol

Tris-Base, pH 7,8
KCI

Na,EDTA

Sucrose

2.3 Zellkulturmedien

Die Zellkulturmedien wurden den verwendeten Zelllinien angepasst. Fotales
Kélberserum (FCS) wurde vor Verwendung fir 20 min bei 56°C inkubiert um
Komplementproteine zu inaktivieren.

Zellen

Konzentration

Bestandteile

murine embryonale
Fibroblasten (MEF)

10 % (VIv)

2 mM

DMEM VLE

FCS

L-Glutamin
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1 % (vIv)

humane
Vorhautfibroblasten (HFF) /
murine Fibrosarkom Zellen
L929
10 % (v/v)

2mM
NIH 3T3 Fibroblasten
10 % (viv)
2mM
1 % (vIv)

humane embryonale
Nierenzellen (HEK) 293FT
10 % (v/v)

2mM

1 % (viv)

0,05 mM
Einfriermedium 40 % (v/v)

50 % (v/v)

10 %

Penicillin/Ampicillin
IMDM

FCS

L-Glutamin

DMEM VLE

FCS

L-Glutamin
Penicillin/Ampicillin
DMEM VLE

FCS

L-Glutamin
Penicillin/Ampicillin
B - ME

Medium

FCS

DMSO

2.4 Zusatze Zellkultur

B-Mercaptoethanol

Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM)

Dulbeccos Phosphate-Buffered  Saline
(PBS)

Fotales Kalberserum (FCS)

Neugeborenes Kalberserum (NKS)

Hank’s Buffered Saline Solution (HBSS)
L-Glutamin

Gibco, Karlsruhe
Gibco Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom, Berlin
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
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Penicillin/Streptomycin Gibco, Karlsruhe
Roswell Park Memorial Institute 1640 Gibco, Karlsruhe
Medium (RPMI)

Trypsin/EDTA Gibco, Karlsruhe
Puromycin (10 mg/ml in ddH,0,)

2.5 Medien fur die Bakterienkultur

Medium Zusammensetzung

LB Caseinhydrolysat 10g

Hefeextrakt 5¢
NaCl 5¢
H2Oest 11
pH 7,2

Das Medium wurde durch Autoklavieren (121°C/2 bar/20 min) sterilisiert. Das
Festmedium entsteht durch Zugabe von 12 g Agar pro Liter vor dem Autoklavieren. Die
Anzucht der Bakterien erfolgte aerob bei 37°C. Zur Langzeitkonservierung wurden tber
Nacht gewachsene Klone mit 50% sterilem Glyzerin gemischt und anschlielend bei -
80°C aufbewabhrt.

2.6 Antibiotika

Substanz Stammlésung Endkonzentration

Ampicillin 50 mg/mL in ddH20, 100 pg/ml
sterilfiltriert

Kanamycin 50 mg/mL in ddH20, 100 ug/ml
sterilfiltriert

2.7 Eukaryotische Zellen

Zellen Eigenschaften Referenz

HFF humane Vorhautfibroblasten ATCC, Wessel

L-929 Fibroblasten Standford et al. 1948

NIH 3T3 murine, embryonale ATCC
Fibroblastenzelllinie

264.7 RAW murine Raschke et al., 1978

Monozyten/Makrophagenzellinie
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aus Balb/c Mausen

293T Zellen humane, primare embryonale Graham et al. 1977
Nierenzelllinie, transformiert mit
humanen Adenovirus Typ 5
DNA

293FT Zellen 293T Zellen zusatzlich mit Invitrogen
pCMVSPORT6TAG.neo
tranformiert

2.8 Bakterienstamme

Bezeichnung Genotyp Bezugsquelle
Escherichia coli ~ Stamm supE44, AlacU169, (P80lacZAM15), ATCC, Wesel
DH5a hsdR17,recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
relA1
Escherichia coli TOP10 TOP10 F- mcrA, A(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC), A80lacZAM15, AlacX74, (Karlsruhe)

deoR, recA1, araD139, A(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL, (StrR),

endA1, nupG
2.9 Virenstamme
Bezeichnung Referenz
MCMV MCMVAmM157:luc Trilling et al., 2011

2.10 Parasitenstamme

Bezeichnung Bezugsquelle
Toxoplasma gondii Stamm ME49 ATCC, Wesel
Toxoplasma gondii Stamm BK ATCC, Wesel
2.11 Primer

Die in diesem Kapitel aufgefiihrten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried)
bezogen.

2111 Primer fiir das mGBP10-6 Fusionskonstrukt

Bezeichnung Sequenz
mGBP6 rev 1 5-CTTGTCCATGTAAAGCTTGTGTCC-3'
mGPP10 fwd2 5'-GGACACAAGCTTTACATGGACAAG-3'
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2.11.2

Primer fir die mGBP6 Mutationen

Bezeichnung

Sequenz

mGBP6_E590D_for

mGBP6_E590D_rev
mGBP6 E499D for
mGBP6 E499D rev
mGBP6 L523I for
mGBP6 L523I rev

mGBP6 D537L for
mGBP6 D537L rev
mGBP6 D542N for
mGBP6 D542N rev
mGBP6 M549L for
mGBP6 M549L rev
mGBP6 E481K for
mGBP6 E481 K rev
mGBP6 E499D for
mGBP6 E499D rev
mGBP6 R517K for
mGBP6 R517K rev
mGBP6 E531M for
mGBP6 E531M rev

mGBP6 L548Q for

mGBP6 L548Q rev

5'-
AAAAGAAACACTGATCGAATTAAGGATGCTCTCTTAAATGGATTTTC-3'
5'-GAAAATCCATTTAAGAGAGCATCCTTAATTCGATCAGTGTTTCTTTT-
3

5'-GCAGAGAAGGAGCAAGATCTGCTAAGACAGAAGCA-3'
5-TGCTTCTGTCTTAGCAGATCTTGCTCCTTCTCTGC-3'
5'-AGAAAAGTCACAAGGAAAACATAGAGCAACTGAGAAGGAAG-3'
5-CTTCCTTCTCAGTTGCTCTATGTTTCCTTGTGACTTTTCT-3'
5'-CTGGAGCAGGAGAGAGAGCAGCTAATCAAAGACCATGATATGATG-
3
5'-CATCATATCATGGTCTTTGATTAGCTGCTCTCTCTCCTGCTCCAG-3'
5'-GCAGGACATCAAAGACCATAATATGATGCTGAAGAAGCT-3'
5-AGCTTCTTCAGCATCATATTATGGTCTTTGATGTCCTGC-3'
5'-CATGATATGATGCTGAAGAAGCTATTGAAGGATCAAAAGGCTTTC-3'
5-GAAAGCCTTTTGATCCTTCAATAGCTTCTTCAGCATCATATCATG-3'
5'-CCCTCACTGCTGGGAAGAAGGCCATTGCA-3'
5-TGCAATGGCCTTCTTCCCAGCAGTGAGGG-3'
5'-CAGAGAAGGAGCAGGATCTGCTAAGACAGAAGC-3'
5-GCTTCTGTCTTAGCAGATCCTGCTCCTTCTCTG-3'
5'-GTATATGGAGGCTCAAGAGAAAAGTCACAAGGAAAACATAG-3'
5-CTATGTTTTCCTTGTGACTTTTCTCTTGAGCCTCCATATAC-3'
5'-AACTGAGAAGGAAGCTGATGCAGGAGAGAGAGCAGG-3'
5'-CCTGCTCTCTCTCCTGCATCAGCTTCCTTCTCAGTT-3'

5
CATGATATGATGCTGAAGAAGCAATTGAAGGATCAAAAGGCTTTCCT-
3

5
AGGAAAGCCTTTTGATCCTTCAATTGCTTCTTCAGCATCATATCATG-3'

2.11.3 Primer fur die mGBP10 Mutationen

Bezeichnung Sequenz

mGBP10 N542D 5-AGAGAGCAGCTCATCAAAGACCATGACATGATGCTGAAG-3

for

mGBP10 N542D 5-CTTCAGCATCATGTCATGGTCTTTGATGAGCTGCTCTCT-3'

rev

mGBP10 Q548L 5-ATAACATGATGCTGAAGAAGCTGATGAAGGATCAAAAGGCTTTCC-3'
for

mGBP10 Q548L 5-GGAAAGCCTTTTGATCCTTCATCAGCTTCTTCAGCATCATGTTAT-3'
rev

mGBP10 L549M 5-CATGATGCTGAAGAAGCAGATGAAGGATCAAAAGGCTTT-3

for
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mGBP10 L549M 5-AAAGCCTTTTGATCCTTCATCTGCTTCTTCAGCATCATG-3'

rev

mGBP10 D590E 5-AAAAGAAACACTGATCGAATTAAGGAGGCTCTCTTAAATGGATTTTC-
for 3

mGBP10 D590E 5-GAAAATCCATTTAAGAGAGCCTCCTTAATTCGATCAGTGTTTCTTTT-
rev 3'

2114 Primer fur die mGBP2 Mutationen

Bezeichnung Sequenz

mGBP2_y522F for 5'- CAGCAGAAGGAAAAGAGTTTCCAGGAGCATGTGA-3'

mGBP2_y522F rev  5-TCACATGCTCCTGGAAACTCTTTTCCTTCTGCTG-3'

mGBP2_Y445F for 5-GACAAGAGCTAGAGAAAAAGTTTAACCAGGCTCCTGG-3'

mGBP2_Y445F rev 5-CCAGGAGCCTGGTTAAACTTTTTCTCTAGCTCTTGTC-3'

mGBP2_E543Q_for 5'-
CGAACAGAAACAGTTATTAGCACAGCAGGAAAACATCATAGCTGCTA-
3

mGBP2_E543Q_rev 5'-
TAGCAGCTATGATGTTTTCCTGCTGTGCTAATAACTGTTTCTGTTCG-3'

211.5 Primer fiir die mGBP6-pWPXL/mCherry Klonierung

Bezeichnung Sequenz

mGBP6/pWPXL-Sma 5'- AATTCCCGGGAACCCAACCACAAATGG-3'

for

mGBP6/pWPXL-Ndel 5'- AATTCATATGTCATAAATGCTTTAGATAACGGACAAGGTAATG-3
rev

2.11.6 Plasmidvektoren/Ausgangsvektoren
Bezeichnung Eigenschaften Bezugsquelle
pWPXL Ausgangsvektor zur Klonierung der pWPXL- Labor Trono(Pan
Konstrukte; EF1-Promotor, AmpR et al.,2007)
pWPXL/mCherry Ausgangsvektor zur Klonierung von pWPXL-
mCherry-w/o-STOP, EF 1--Promotor, AmpR
pDsRed-Monomer-C1 Expressionsvektor fir N-terminales DsRed- Clontech
Fusionsprotein, CMV-Promotor, KanR, Neo®
pFRTZ-mCherry Expressionsvektor fur mCherry; HCMV-MIEP Dr. Vu Thuy Khanh
Promotor Le (Essen)
pCR II-TOPO Vektor zur direkten Klonierung von PCR Produkten  Invitrogen
AmpR, Kan®, f1 ori, Col E1 ori, lac-Promotor, lacZ_-
Fragment
pLP/VSVG Expressionsvektor zur lentiviralen Transduktion Invitrogen

(envelope),
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Expression des VSV-G Gens (VSV G
Glycoprotein), CMVPromotor, Amp"

psPAX2 Expressionsvektor zur lentiviralen Transduktion Labor Trono
(Packaging),
Expression von Gag, Pol und Env, CMV-Promotor,
AmpR

2117 im Rahmen der Arbeit hergestellte Plasmide

Ausgangsvektoren

mGBP6 Mutanten dsRed

mGBP6 Mutanten pWPXL/mCherry

mGBP10 Mutanten pWPXL/GFP

mGBP2 Mutanten pWPXL/GFP

2.11.8 Primer und Sonden fiir die RT-PCR

Gen Primer1 (5'—3) Primer 2 (5'—3°) Roche
Sonde
#

mGBP1 CAGACTCCTGGAAAGGGACTC CTTGGATTCAAAGTATTTTCTCAGC 41

murines TGACAGGATGCAGAAGGAGA CGCTCAGGAGGAGCAATG 106

B-Actin

p62/SQSTM1 TGGGAGAGGGACTCAATCAG GAAGCTGCCCTATACCCACA 110

IFNy ATCTGGAGGAACTGGCAAA TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG 27

IFNB CATGCAACCTTTAAGCATCAG CCTTTGACCTTTCAAATGCAG 95

IL-6 CCAGGTAGGTATGGTACTCCAGAA GCTACCAAACTGGATATAATCAGG 6

3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung eukaryotischen Zelllinien

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in behandelten Zellkulturflaschen oder Mehrfach-
Loch-Platten unter sterilen Bedingungen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C in
wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 10 % CO,. Die Zellen wurden regelmaRig
passagiert, indem sie mit PBS gewaschen und fir 3 min mit Trypsin/EDTA bedeckt
wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Medium gestoppt und eine
angemessene Zahl an Zellen neu ausgesat.

3.1.2 Kultivierung von T. gondii

Zur Vermehrung der intermediar virulenten Typ Il ME49 Toxoplasma gondii, wurden
1*10° Parasiten in T25 Zellkulturflaschen auf ein Monolayer von HFF in IMDM-Medium
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kultiviert. Die virulenten Typ | BK Parasiten wurden auf L929 Zellen kultiviert. Hierzu
wurden 1*10” Parasiten mit 1*10° L929 Zellen in eine T25 Zellkulturflasche gegeben.
Nach Vermehrung der Parasiten und Lyse der Wirtszellen wurde der Uberstand
abgenommen und bei 50 x g (600rpm) und RT wurden Wirtszellriickstadnde zentrifugiert.
Durch eine weitere Zentrifugation des Uberstandes bei 600 x g (1800 rpm) fiir 15 min bei
RT wurden die Parasiten pelletiert. Diese wurden in IMDM Zellmedium resuspendiert,
die Zellzahl bestimmt und entsprechende Mengen auf neue Wirtszellen gegeben.

3.1.3 Transfektion von Fibroblasten

3.1.3.1 Stabile Transduktion mittels Virusiiberstand

Um genetisches Material stabil in Zielzellen zu exprimieren, wurde der virale Gentransfer
genutzt. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten lentiviralen Vektoren sind nicht
replikationsfahig, sie durchlaufen den lentiviralen Replikationszyklus nur bis zur
Integration der DNA in das Zielzellgenom und werden daher als sich selbst inaktivierend
bezeichnet.

Fur die Herstellung lentiviraler Uberstande, wurden drei Plasmide transient in 293FT
Zellen transifiziert. Dazu wurden am Vortag 5 * 10° 293FT Zellen auf einer 10 cm
Zellkulturschale in DMEM-Medium ausgesat. Zur Transfektion wurden 20 ug des
Expressionsvektors mit dem zu exprimierenden Gen, 15 ug des Verpackungsvektors
psPAX2 und 5 ug des Hullproteinvektors pLP/VSVG gemischt und auf 250 pl mit 2,5 mM
HEPES aufgeflllt. Nach Zugabe von 250 yl 0,5M CaCl, wurde die Ldésung unter
Vortexen zu 500 yl 2x HEBES-L6sung tropfenweise hinzugegeben. Anschliefend
erfolgte eine 35 minutige Inkubation bei RT, wahrenddessen sich ein feiner Niederschlag
aus Kalziumphosphat und DNA bildete. Es erfolgte ein Mediumwechsel bei den 293 FT
Zellen, wobei das Kulturmedium gegen FKS-freies Medium ausgetauscht wurde. Der
Inkubation bei RT folgend wurde der Transfektionsansatz unter Schwenken auf die
Zellen getropft und fir 6 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Darauf erfolgte ein
Mediumwechsel, das FKS-freie Medium mit dem DNA-Prazipitat wurde gegen
Kulturmedium ausgetauscht. 48 h spater wurde der Virusuberstand geerntet. Dazu
wurde das Medium abgenommen und fir 10 min bei 2.000 rpM zentrifugiert. Der
virenhaltige Uberstand wurde dann durch ein 0,45 pm Zellsieb filtriert und in Kryotubes
aliqoutiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -
80°C.

Fir die Transduktion der Zielzellen mit dem erzeugten lentiviralen Uberstand wurden am
Vortag 3 * 10* MEFs oder NIH 3T3 Fibroblasten auf 24-Loch-Platten ausgesit. Am Tag
der Transduktion wurde das Kulturmedium gegen 600 ul des erzeugten
Virusliberstandes und 25 pg Polybrene ausgetauscht. Es erfolgte eine Inkubation bei
37°C im Brutschrank fur 30 min und anschlielend eine Zentrifugation fur 2 h bei 1.200
roM und 32°C. Nach weiteren 4 h im Brutschrank wurde der Virusliiberstand gegen
Kulturmedium ausgetauscht. Die transduzierten Zellen wurden anschlieRend alle zwei
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Tage passagiert und auf groliere Zellkulturschalen gesetzt. Die Transduktion wurde
mittels Durchflusszytometrie Uberpruft und die positiven Zellen Uber einen
durchflusszytometrischen Sortiervorgang angereichert (Dr. Daniel Degrandi).

3.1.3.2 Transiente Transfektion mittels JetPrime

Die transiente Transfektion von Fibroblasten wurde mittels Jet PRIME (Polyplus) gemafn
dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Dabei wurden 2*10° Zellen (3T3 NIH oder MEFs)
am Vortag in 24-Loch- Platten auf Deckglaschen ausplattiert. 24 h nach Transfektion
wurden die Zellen mit IFNy (100 U/ml) stimuliert, am nachsten Tag mit T. gondii infiziert
und flr die Immunfluoreszenz eingesetzt (3.1.4 und 3.1.5).

3.1.4 In vitro Infektion mit T. gondii

Es wurden am Vortag 3*10° Fibroblasten in 24-Loch- Platten auf Deckgléschen
ausplattiert und 10 h spater mit IFNy (100U/ml) Gber Nacht stimuliert. Am nachsten Tag
erfolgte die Infektion mit T. gondii im Verhaltnis 1:50 fur 2 h bei 37°C. AnschlieRend
wurden die Zellen mit PBS fur 5 min gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd fixiert.
Intrazellulare Parasiten wurden mittels Immunfluoreszenz gefarbt (3.1.5).

3.1.5 Immunfluoreszenzfarbung (IF)

Far die Lokalisationsstudien wurden Immunfluoreszenzfarbungen angewandt. Dazu
wurden die Zellen ggf. mit T. gondii infiziert (3.1.4) und mit 4 % PFA fur 10 min fixiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fir 5 min mit PBS gewaschen. Daraufhin folgte die
Permeabilisierung, wobei die Zellen in der Regel in 0,02% Saponin/PBS Lésung bei RT
langsam geschwenkt wurde. Nur bei der selektiven Permeabilisierung (3.2) wurden
abweichende Konzentrationen genutzt. Der Permeabilisierung folgte die Blockierung mit
2 % Ziegenserum in 0,002 % Saponin/PBS fur 20 min bei RT. Die Inkubation mit dem
primaren Antikdrper erfolgte 1:500 in 1:10 verdunntem Block-Puffer fir 1 h bei RT.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal fur 10 min in PBS gewaschen und dann mit
dem sekundar Antikérper (1:200) fur 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit PBS fur 5 min und bei RT. AbschlieRend erfolgte die Kernfarbung
mittels DAPI, wobei die Zellen in PBS mit DAPI (1:2500) 3 min bei RT inkubiert wurden
und anschlieBend fir 5 min mit PBS gewaschen. Die Glasplattchen wurden mit
Fluoromount G auf Objekttrager befestigt und tGber Nacht bei 4°C ausgehartet.

3.1.6 In vitro Anwendung von Inhibitoren/Chelatoren

Im Rahmen der Lokalisationsstudien wurden Zellen und Parasiten ggf. vor der
Immunfluoreszenzfarbung mit verschiedenen Inhibitoren wie in Tabelle 1 aufgefiihrt,
behandelt.
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Tabelle 1: Anwendung verschiedener Inhibitoren in vitro

Konzentration Anwendung

Nocodazol 4 uM Fibroblasten wurden 10 h vor T. gondii
Infektion mit dem Inhibitor inkubiert

Paclitaxel 4 uM Fibroblasten wurden 10 h vor T. gondii
Infektion mit dem Inhibitor inkubiert

Tubulozol 4 uM Fibroblasten wurden 10 h vor T. gondii
Infektion mit dem Inhibitor inkubiert

u0126 10 uM Fibroblasten wurden 2 h vor T. gondii
Infektion mit dem Inhibitor inkubiert

G06976 1-5 uM Fibroblasten wurden 1 h vor T. gondii
Infektion mit dem Inhibitor inkubiert

4-BPB 0,05-0,5 uM T. gondii wurden fir 30 min mit dem

Inhibitor pra-inkubiert, Ruckstande
wurden durch einen Waschschritt
entfernt

3.2 Selektive Permeabilisierung

Um Topologien an intrazellularen Membranen aufzuklaren, kann im Rahmen der
Immunfluoreszensfarbung eine selektive Permeabilisierung durchgefiihrt werden. Dabei
werden unterschiedliche Konzentrationen des Permeabilisierungsreagenz (Saponin)
eingesetzt, um Unterschiede in der Permeabilitat verschiedener Membrankomplexe in
der Zelle zu erreichen. In dieser Arbeit wurde 0,001 % Saponin eingesetzt, um eine
Permeabilisierung der auleren Zellmembran zu erreichen. Wurden 0,02 % oder 0,1 %
Saponin eingesetzt, wurde auch die innere Membran der parasitophoren Vakuole von
T. gondii permeabilisert und Antigene in der PV fur Antikdrper zuganglich gemacht. Fur
den Versuch wurde das Standardprotokoll der IF (3.1.5) insofern abgeandert, dass mit 3
% BSA in PBS anstatt mit Ziegenserum blockiert wurde. Des Weiteren wurden
unterschiedliche Permeabilisierungsldsungen (0,001 - 0,1 % Saponin in PBS + 1 % BSA)
eingesetzt. Die Waschschritte zwischen den Antikérperfarbungen erfolgten mit PBS
ohne Saponin.

3.3 Kalzium Depletion

Um die Kalzium-Abhangigkeit der mGBP-Translokation zu testen, wurden die Zellen am
Tag des Versuches unter Kalzium-depletierenden Bedingungen gehalten. Dazu wurden
sie am Vortag wie fur eine IF (3.1.5) ausgesat und tber Nacht mit IFNy stimuliert. Am
Tag der Farbung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen um Kalzium-haltiges
Medium zu entfernen. Dann wurden sie fir 45 min entweder in Kalzium-freiem oder
Kontroll-Medium inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die Parasiten geerntet (3.1.2)
und einmal in Kalzium-freiem Medium oder Kontroll-Medium gewaschen. Die Zellen
wurden wie zuvor beschrieben mit den Parasiten infiziert (3.1.4) und die
Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt (3.1.5).
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Kalzium-freies Medium

Kontroll-Medium

145 mM NaCL 140 mM NaCl
5 mM KCI 5 mM KCI
2 mM MgCl, 2 mM MgCl,
2,5 mM CaCl,
10 mM Glukose 10 mM Glukose
0,25 mM EGTA
10 mM NaOH-HEPES | 10 mM NaOH-HEPES
pH 7,3 pH 7,3

15 uyM BAPTA-AM

3.4 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

3.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmid-DNA wurde durch die modifizierte alkalische Lyse-Methode von
(Birnboim und Doly, 1979) fir qualitative Analysen mit dem Zyppy Mini Kit der Firma
Zymo Research (Irvine, USA) oder fur quantitative Analysen mit dem NucleoBond
Xtra Maxiprep Kit von Machery Nagel jeweils nach Herstellerangaben durchgeflihrt.
Die Konzentration der gereinigten Plasmid-DNA wurde am NanoDrop bestimmt. Positive
Klone wurden mittels Restriktionsverdau und Sequenzanalyse (Firma GATC) Uberprift.

3.4.2 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurden die
passenden Banden unter UV-Licht (A=230 nm) aus dem Agarosegel
herausgeschnitten und mittels Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research,
Irvine) nach Angaben des Herstellers extrahiert. Die Konzentration wurde mittels
NanoDrop bestimmt.

3.4.3 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente, wie PCR-Produkte und Plasmide wurden nach Restriktion aufgetrennt
mittels Agarosegelelektrophorese. Dazu wurde 1% (w/v) Agarose in TAE-Puffer
aufgekocht und mit Ethidiumbromid (1% (v/v) Loésung) versetzt (1 pl
Ethidumbromidlésung/100 ml Agaroselésung). Nach Polymerisation des Gels wurde es
in der Gelkammer im TAE-Puffersystem mit den Proben geladen und durch ein
Spannungsfeld (120 V) wurden die DNA-Fragmente aufgetrennt.

3.4.4 Restriktionsanalyse

In dieser Arbeit wurde DNA mit Hilfe von Endonukleasen des Typs Il an spezifischen
Erkennungsstellen geschnitten. Beim Typ Il sind Erkennungs- und Spaltstelle
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identisch. Die Restriktion wurde nach Angaben des Herstellers, MBI Fermentas (St.
Leon-Rot), NEB (Frankfurt a.M.) oder Roche (Mannheim) durchgefthrt.

3.4.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA-Polymerasen konnen einzelstrangige DNA als Matrize fur die Synthese eines
Komplementarstranges verwenden. Dies wird bei der Polymerasekettenreaktion (PCR)
verwendet, um Kopien einer spezifischen DNA-Sequenz zu produzieren. Die
doppelstrangige DNA (dsDNA) wird durch Erhitzen denaturiert. Wahrend die Probe
wieder herunterkihlt werden, kdnnen spezifische Primer an die 5- und 3‘-flankierenden
Sequenzen des zu amplifizierenden Fragments hybridisieren. Die thermostabile DNA-
Polymerase synthetisiert den Komplementarstrang bei 72°C. Eine zyklische
Wiederholung der Temperaturanderungen flihrt zu einer exponentiellen Vervielfaltigung
des gewunschten Fragments.

Folgender Reaktionsansatz wurde auf Eis angesetzt:

Reaktionsansatz Ca.100ng DNA

1 ul Primer 1 (20pmol)
1l Primer 2 (20pmol)
5ul 10x Reaktionspuffer
1 ul dNTP Mix (10 mM)
0,2—-1ul Polymerase

ad 50 pl H2Opgest

Durchfihrung des Reaktionszyklus:

DNA Denaturierung 95°C 5 min

DNA Denaturierung 95°C 1 min

Primerhybridisierung 55-68°C 30 sec

Primerverlangerung 72°C 1 min/1 kb des
Produkts

Lagerung 4°C

3.4.6 Mutagenese-PCR

Zur Insertion einzelner oder multipler Mutationen in einen Ausgangsvektor wurde das
QuikChange®Site-Directed Mutagenesis oder das QuikChange®Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) nach Angaben des Herstellers verwendet. Hierzu wurden
spezielle Primer mit Hilfe des QuikChange Primer Designs tools auf der
Herstellerhomepage entworfen und durch die Firma Metabion synthetisiert. Vorwarts-
und Ruckwartsprimer mussen die gewulnschte Mutation enthalten. Die Ansatze der
Standard oder XL-Mutagenese PCR wurde entsprechend den Angaben des Herstellers
vorbereitet und unter angegebenen Bedingungen durchgefihrt.
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Nach der Amplifikation wurden die PCR-Ansatze fir 1 h bei 37°C mit Dpnl verdaut.
Hierbei werden die methylierten, nicht mutierten Vektorvorlagen fragmentiert.
AbschlieRend wurden 3 ul eines Ansatzes zur Transformation von E. coli verwendet
(3.4.11).

3.4.7 Quantitative PCR (realtime PCR)

Basierend auf der Polymerasekettenreaktion (PCR) bietet die quantitative Realtime
(qRT)-PCR die Moglichkeit zur Quantifizierung des entstehenden PCR-Produkts mit Hilfe
von Fluoreszenzmessungen wahrend eines jeden Zyklus. Mit Menge des PCR-
Produktes nimmt die Fluoreszenz proportional zu. Diese wird mittels einer
fluoreszenzmarkierten Sonde in das System hineingebracht. Bei der Sonde liegen die
Fluorophore zuvor gequencht vor und werden erst durch Abbau wahrend der
Polymerisierung freigesetzt. Die relative Genexpression wurde unter Verwendung der
Pfaffl-Methode (Pfaffl, 2001) berechnet.

Folgender Reaktionsansatz wurde auf Eis angesetzt:

12, 5 yl  Fast Start Mastermix (Invitrogen)
6,5 pl H.O

0,3 ul Primer 1

0,3 ul Primer 2

0,5 ul Sonde

5ul 1:5 verdinnte cDNA

Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1. DNA Denaturierung 95°C 7 min

2. DNA Denaturierung 94 °C 20 sec

3. Primerhybridisierung und -verlangerung 60 °C 1 min

4. Lagerung bis zur Weiterverarbeitung 4 °C unendlich

Die Schritte 2 bis 3 wurden zyklisch 40-mal wiederholt. Unmittelbar wurde nach jedem 3.
Schritt die Fluoreszenz gemessen. Die unterschiedliche Zunahme der Fluoreszenz
konnte in CT-Werten dargestellt werden und somit verschiedene cDNA-Proben und
Gene im Vergleich zum Standard, dem sogenannten Housekeeping-Gen {-Aktin,
verglichen werden.

3.4.8 Ligation

Wahrend der Ligation werden die mit Endonuklasen behandelten DNA-Fragmente
mit Hilfe der T4-Ligase in die ebenfalls geschnittenen Vektoren inseriert. Die
optimale Insertion wird durch ein Vektor/Insert-Verhaltnis von 1:3 ermoglicht, ist
jedoch stark von den jeweiligen FragmentgrolRen abhangig. Der Ligationsansatz



Methoden

wurde nach Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim) zusammengestellt und
Uber Nacht bei 15°C oder bei 22°C fur eine Stunde inkubiert.

Alternativ wurden PCR-Fragmente mittels TOPO TA Cloning®Kit (Invitrogen,
Karlsruhe) in den Vektor pCR [I-TOPO nach Angaben des Herstellers inseriert.

3.4.9 Isolierung von mRNA aus eukaryotischen Zellen

Die Isolierung von RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe der Guanidiniumthiocyanat-
Methode. Hierzu wurde das TRIzol Reagenz von Invitrogen eingesetzt, bei dem es sich
um eine Weiterentwicklung der genannten Methode handelt. Die Vorgehensweise
erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.4.10 cDNA-Synthese aus gesamtzellularer RNA

Wahrend der cDNA-Synthese wird mRNA aus Zellen enzymatisch in DNA
umgeschrieben. Dies erfolgt mit Hilfe einer reversen Transkriptase. Die molekularen
Verhaltnisse der Transkripte werden nicht verandert, daher eignet sich die entstehende
cDNA zur Expressionsquantifizierung mittels quantitativer Realtime PCR (qRT-PCR).

Fir die reverse Transkription wurden 3 ug RNA eingesetzt. Folgender Ansatz wurde auf
Eis pippetiert:

Ansatz: 3 ug RNA in 10 pl DEPC-H,0
+ 1 ul Oligo-dT Primer 10 uM (Invitrogen)

Inkubation des Ansatzes fir 2 Minuten bei 70°C und anschlief3end Abklhlung auf Eis
+ 1 I RNAse Out

4 ul 5x First-Strand Buffer (Invitrogen)

1 ul 0,1 M DTT (Invitrogen)

1 ul ANTP Mix 10 mM

2 ul M-MLV RT (Invitrogen)

+ + + o+

Inkubation fir 1 h bei 37°C

Inaktivierung fur 5 min bei 95°C
+ 80 pl H,O

3.4.11 Transformation chemokompetenter Bakterien

Hergestellte Plasmide wurden in Bakterien transformiert, die zuvor durch die Behandlung
mit CaCl, kompetent gemacht worden sind, DNA durch einen kurzen Hitzeschock
aufzunehmen. Hierfir wurden der Bakterienstamm DH5a verwendet. 100 ul der
kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und der Ligationsansatz bzw. 100 ng
zirkulare, doppelstrangige DNA zugegeben. Es folgte eine Inkubation auf Eis fur 20 min.
Der Hitzeschock erfolgte bei 42°C fur 1 min. Nach Zugabe von 500 pl LB-Medium
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wurden die Zellen fir 1 h bei 37°C schittelnd inkubiert, um die Expression der
plasmidkodierten Antibiotikaresistenz zu ermdglichen. Aus diesem Ansatz wurden dann
entweder 100 pl direkt (low-Ansatz) oder angereichert durch kurze Zentrifugation und
resuspendieren des Bakterienpellets in 100 pyl Medium (high-Ansatz) auf Agarplatten mit
entsprechendem Selektionsdruck ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht angezogen.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Far diverse proteinbiochemische Analysen wurde ggf. ein Gesamtzellextrakt hergestelit.
Dazu wurden 1*10° bis 1*10" Zellen trypsinisiert, in PBS gewaschen und in
Zelllysepuffer aufgenommen (100 pl pro 1 * 10° Zellen). Viele Iésliche Zellkernproteine
sowie zytoplasmatische Proteine kdnnen mittels nicht-ionischem Detergenz, im Puffer
NP-40 (Igepal, Sigma Aldrich) vom Rest der Zelle getrennt werden. Dies erfolgte durch
eine Zentrifugation bei 4°C fir 15min bei 13000 rpM. Der Uberstand wurde
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt. Dadurch trennt man
Proteinlysat von den restlichen Zelltrimmer, welche sich im Pellet befinden. Der
Proteingehalt wurde mittels BCA-Assay (3.5.2) bestimmt. Entsprechende Proteinmengen
wurden in 5x Ladepuffer aufgenommen und fiir 5 min bei 95°C aufgekocht, wodurch es
zur Denaturierung der Proteine kam. Die Proteinlysate wurden in der SDS-PAGE (3.5.3)
und im Western Blot (3.5.4) weiter analysiert.

3.5.2 Konzentrationsbestimmungen von Proteinen tiber BCA

Die Proteinkonzentration von Zell- und Organlysaten wurde mittels BCA™ Protein Assay
Kit von Thermo Scientific nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Grundlage dieses
Assays ist die Bichinolin-Reaktion. Hierbei reagiert Bichinolin (BCA) mit einwertigen
Kuperionen zu einer Komplexverbindung mit violetter Farbe. Die Farbveranderung kann
photometrisch bei 562 nm verfolgt werden und mittels BSA-Standardkurve (0 — 2 mg/ml)
kann der Proteingehalt der Probe ermittelt werden.

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE (denaturierende, diskontinuierliche Natrium-Dodecyl-Sulfat-
Polyacrylamid-Gelektrophorese) nach Douglas (Douglas et al., 1979) diente der
Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts im elektrischen
Feld. Durch das Kochen der Proben in SDS-haltigem Auftragspuffer und die
Reduktion der Disulfidbricken durch DTT (Dithiothreitol) wurden die Proteine
denaturiert. Im Verlauf dieser Arbeit wurden 4-12 % Bis-Tris-Gradientengele der
Firma Invitrogen und selbstgegossene 10 % Tris-Gele verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120-170V im entsprechenden
Laufpuffer.
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3.5.4 Western Blot

Zur spezifischen Detektion der Proteine durch Antikdrper wurden diese mittels Western
Blot auf eine Trager-Membran Ubertragen. Fir die Western Blot-Analyse wurde eine
Nitrozellulose-Membran (0,45 um Porengrofe, Whatman, Dassel) und das semi-dry
Verfahren mit dem Semy-Dry Elektroblotter der Firma Peqglab Biotechnologie (Erlangen)
eingesetzt. Zundchst wurden Tragermembran und Whatman-Papier in NuPAGE
Transferpuffer aquilibriert, anschlieRend Ubereinander geschichtet. Die Proteine wurden
bei einer Stromstérke von 0,8 mA/cm? Gelflache fiir 2 h auf die Membran transferiert.
Der Proteinlbertrag wurde mittels Ponceau-S Farbung Uberprift. Nach dem Blotten
wurde die Membran flr 1 h in TBS-T Puffer mit 5 % Milchpulver blockiert. Dadurch
wurden unspezifische Nebenreaktionen der Antikérper mit der Membran verhindert. Die
Zugabe des ersten Antikorpers erfolgte in TBS-T + 3 % Milchpulver Uber Nacht bei 4°C
oder fur 1 h bei RT. Ungebundene Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen mit
TBS-T Puffer entfernt. Es folgte die Inkubation mit dem HRP-(Horse raddish Peroxidase)
gekoppelten Sekundarantikdrper fur 1 h in TBS-T Puffer mit 3 % Milchpulver.
AbschlieRend wurde die Membran dreimal in TBS-T Puffer gewaschen. Zur Detektion
der spezifisch gebundenen Antikérper erfolgte die Entwicklung des Blots mittels Chemo-
Lumineszenz (ECL, enhanced chemoluminescence) mit dem Super-Signal West Pico
Chemoluminescent Substrat — Kit der Firma Thermo Scientific (2.1.4) nach Angaben des
Herstellers. Die Lichtemission der ECL Reaktion wurde mit Rontgenfiimen (Hyperfilm
ECL) der Firma Amersham (Buckinghamshire, UK) detektiert, die Filme in der
Entwicklermaschine entwickelt und anschliellend im Vergleich mit dem GroéRenstandard
ausgewertet. Um weitere Proteine zu detektieren, z. B. anti-B Aktin zur Ladekontrolle,
wurden gebundene Antikdrper von der Membran abgeldst (gestrippt). Hierzu wurde die
Membran 10 min in Re-Blot Plus Strong der Firma Millipore (Schwalbach) inkubiert,
anschlieend zweimal in TBS-T mit 5 % Milchpulver blockiert und es erfolgte eine
wiederholte Inkubation mit Primar- und Sekundarantikérper wie beschrieben.

3.6 Tierversuche

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuihrten Tierversuche erfolgten gemafl des
Tierschutzgesetzes § 8 und wurden vom Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRW der Bezirksregierung Dusseldorf genehmigt.

3.6.1 Versuchstiere

Die verwendeten Mause wurden im spezifisch-pathogenfreien (SPF-) Bereich der
Tierversuchsanlage der Universitat Diisseldorf gehalten und geziichtet. Die mGBP2"
Mause waren zum Zeitpunkt der Arbeitsaufnahme mindestens Uber 10 Generationen auf
den C57BL/6 Hintergrund zurlickgekreuzt (Degrandi et al., 2013).
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3.6.2 Methoden der MCMYV Infektion

3.6.2.1 Herstellung Virusstock

Um einen Virusstock herzustellen, wird zunachst ein Vorstock angelegt, in dem MEFs
auf 6-er Schalen mit einer MOI von 0,6 flir 48 h infiziert werden. Fur den eigentlichen
Virusstock werden in 25 - 30 T175 Flaschen MEFs ausgesét. Sind diese ca. zu 90 %
konfluent, wird der Uberstand vom Vorstock mit 500 ml DMEM (+ 1 % Pen/Strep, + 10 %
FCS) vermischt und auf die Flaschen verteilt. Die Zellen werden fur 4-5 Tage bei 37°C
im Brutschrank inkubiert und ggf. bei Verfarbung des Mediums (pH Umschlag) 5 ml
frisches Medium hinzugegeben. Ein kompletter Mediumwechsel ist 1 - 2 Tage nach
Infektion moglich.

Die Praparation des Virusstocks erfolgte, indem die Zellen von der Flasche gelost
wurden und der Uberstand mit Zellen zentrifugiert wurde (10°C, 10 - 20 min, Beckman
J2-21 Rotor 10000 rpm). Der Uberstand der ersten Zentrifugation wurde in neue
Zentrifugenbecher Uberflihrt und abermals zentrifugiert, um das Virus zu pelletieren
(4°C, 3 h, 13000rpm). Nun wurde der Uberstand verworfen, sodass das Pellet noch
leicht bedeckt war. Es folgte eine Inkubation bei 4°C Giber Nacht oder 3 - 4 h auf Eis. Das
Pellet wurde nun im verbleibenden Uberstand resuspendiert und in einen Douncer
Uberfuhrt. Zum Zellaufschluss wurde die Suspension 20mal auf Eis gedounced. Jetzt
wurde ein Sucrosekissen in Polyallomer Réhrchen vorgelegt (15 - 20 ml VSB/15 %
Sucrose), darauf die Zellsuspension pipettiert. Es folgte eine Ultrazentrifugation ftr 1,5 h
bei 4°C und 20000 rpm. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und
das Viruspellet mit 0,5 - 4 ml VSB/15 % Sucrose Uberschichtet. AbschlieRend folgte eine
Inkubation bei 4°C Uber Nacht oder fir 3 - 4 h auf Eis und dann die Resuspension des
Pellets im Puffer. Der Virusstock wurde aliquotiert (10 — 30 ul) und bei -80°C gelagert.
Der Virustiter des Stocks wurde mittels Plaquetest bestimmt. Dazu wurden MEFs in
24well-Platten ausgesat und mit Virus aus zwei Vorverdinnungen (1:10 und 1:100) in
Form einer Verdiinnungsreihe (10° - 107) infiziert. Es folgte eine Zentrifugation fiir
15 min, bei RT und 2000 rpm, danach wurde die Platte um 180° gedreht und die
Zentrifugation erneut gestartet. Nach 2 h bei 37°C im Inkubator wurde das Medium
gegen Methylcellulose ausgetauscht. Die Zellen wurden 4 - 7 Tage bebritet und
abschliel3en die Plaques ausgezanhlt

3.6.2.2 Infektion mit MCMV

Fir die Infektion mit MCMV wurden die Méuse intraperitoneal mit 4*10° PFU des MCMV
Stammes Dm157-Luc rep ( freundlicherweise von Katrin Ehrhardt und Albert
Zimmerman zur Verfugung gestellt) infiziert. Als Kontrolltiere dienten WT Tiere und nicht
infizierte Tiere. Zu verschiedenen Zeitpunkten (48 h, 72 h, 96 h, 14 d und 21 d) nach
Infektion wurden die Tiere aus dem Versuch genommen und Leber, Lunge, Milz und
Speicheldrisen prapariert.
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3.6.2.3 Préparation von Organen

Die Mause wurden nach zervikaler Dislokation fixiert, um die Organe zu entnehmen. Die
isolierten Organe zunachst in flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert,
bis der Luciferase-Assay durchgefuhrt werden konnte.

Fir den Luciferase-Assay wurden die Organe gewogen und mit Hilfe eines
Spritzenstempels durch ein 70 ym Zellsieb, angefeuchtet mit 500 yl PBS + 5 % FCS,
gedruckt. Das Sieb wurde mit insgesamt 2 ml PBS + 5 % FCS gespult. Es folgte der
erste Zentrifugationsschritt bei 4°C und 800 rmp fiir 10 min. Der Uberstand wurde in ein
neues 15 ml Reaktionsgefald tberfihrt und erneut zentrifugiert (4°C, 4000 rpm, 2 min).
Der so erhaltene virushaltige Uberstand wurde fir die Infektion von BIM (BalbC immortal
Fibroblasts, Mirko Trilling) verwendet und somit fir den Luciferase Assay eingesetzt.

3.6.2.4 Bestimmung der Viruslast in den Organen mittels Luciferase Assay

Von dem virushaltigen Uberstand aus den Organen infizierter Mause (3.6.2.3) wurden
fur die Infektion der BIM Zellen 200 pl auf die Fibroblasten gegeben. Es folgten zwei
Zentrifugationsschritte, bei RT und 2000 rpm fir 15 min, wobei zwischendurch die
Orientierung der Platten um 180° geadndert wurde. Nach zwei Stunden wurde das
Medium gewechselt und nach 24 h wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit
100 pul Luciferase Lysispuffer (Roche, Mannheim) bedeckt. Nun wurden die Zellen samt
Lysepufffer fir 24 h bei -80°C eingefroren, bis das Zelllysat fir den Luciferase-Assay
nach Anleitung des Herstellers eingesetzt werden konnte.

3.6.3 Methoden der Toxoplasma Infektion

3.6.3.1 Préaparation von T. gondii-Zysten

Fiar die Infektion von Mausen mit T. gondii -Zysten wurden latent infizierte BALB/c
Mause im Zeitraum von 3 - 4 Wochen nach Infektion getotet und das Gehirn prapariert.
Das isolierte Gehirn wurde mehrfach mit PBS gespllt und mit einer Schere in einer 5 cm
Petrischale in 5 ml PBS grob zerkleinert. AnschlieRend wurde das Organlysat durch
sukzessiv kleiner werdende Kanilen (18, 20, 22 Gauge) gezogen und dadurch
homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation (800 x g, 5 min, 4°C) und die Resuspension
in 15 ml PBS. Das Organlysat wurde mit 10 ml Ficoll unterschichtet und fir 25 min bei
1000 x g und RT ohne Bremse zentrifugiert. Die Zysten im Pellet wurden in PBS
resuspendiert und unter dem Mikroskop gezahlt. Pro Maus wurden 20 Zysten
intraperitoneal injiziert. Dazu wurden die Zysten lysiert, um die Bradyzoiten freizusetzten.
Es wurde die gewlnschte Zahl an Zysten in einem Gesamtvolumen von 0,5 ml PBS
resuspendiert und mit 150 ul Trypsin/EDTA Lésung versetzt. Die Lyse der Zysten wurde
unter dem Mikroskop verfolgt und passend durch die Zugabe von 0,5 ml FCS
abgestoppt. Die lysierten Zysten wurden abschlie®end noch einmal bei 1000 x g
(1800 rpm) und 15 min pelletiert und das Volumen so eingestellt, dass die gewlinschte
Zystenzahl in 200 pl Injektionsvolumen geldst war.
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3.6.3.2 Préparation von Milz, Leber und Lunge fiir die FACS-Analyse

Die Mause wurden nach zervikaler Dislokation fixiert, die isolierten Organe wurden in 5
cm Petrischalen in 2 - 3 ml Organverdaupuffer Gberflihrt und mit Hilfe zweier Pinzetten
zerrissen. AnschlieRend wurde die Suspension flr 25 - 30 min bei 37°C inkubiert. Die
verdauten Organe wurden durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die
Reaktion wurde mit ca. 10 ml Stoppuffer beendet und Uber ein 70 - 100 um Zellsieb in
ein 50 ml Roéhrchen Uberflhrt. Die Zellen wurden bei 1200 rpm fir 5 min bei 4°C
pelletiert. Bei der Milz wurden Erythrozyten lysiert, in 10 ml FACS-Puffer resuspendiert
und die Zellzahl bestimmt.

Fir die Anreicherung von Lymphozyten und Monozyten aus Leber und Lunge wurde das
Zellhomogenisat Uber einen Percollgradienten aufgereinigt. Hierbei wurde das Zellpellet
in 5 ml 40 % Percoll resuspendiert und mit 6 ml 70 % Percoll unterschichtet. Es folgte
eine Zentrifugation bei 2000 rpm und RT fur 20 min. Die entstandenen Phasen wurden
getrennt und nur die mittlere Schicht (Mischpopulation mit B-, T-Zellen und anderen
hamatopoetischen Zellen) wurde fur die FACS-Analyse weiter verwendet. Dazu wurden
die Zellen pelletiert (1200 rpm, 4°C, 5 min), in 1ml FACS Puffer resuspendiert und die
Zellzahl bestimmt.

3.7 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Expression von spezifischen Markermolekilen auf Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence activated cell sorting) gemessen.
Hierbei wurden verschiedene Zellpopulationen anhand ihrer Oberflachenproteine mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Im Durchflusszytometer wird mittels
Laserstrahl die Emission der fluoreszierenden Signale angeregt und das emittierte
Streulicht von Detektoren registriet. Das durch Beugung hervorgerufene
Vorwartsstreulicht (forward Scatter) stellt ein Maly fir die ZellgroRe dar und das durch
Brechung hervorgerufene Seitwartsstreulicht (side Scatter) steht fur die Granularitat der
Zelle. Die Detektoren, Photomultiplier (PMT) detektieren Vorwarts-, Seitwartsstreulicht
sowie die Fluoreszenzemission der an die Zellen gebundenen Antikorper.

Far die FACS-Analysen wurden in dieser Arbeit Zellsuspensionen verschiedener Organe
(Milz, Leber, Lunge, Speicheldriisen) verwendet. Alle Antikdrper wurden im Uberschuss
eingesetzt. Die Inkubationsschritte erfolgten im Dunkeln bei 4°C. Die Zellsuspensionen
wurden mit FACS-Puffer gewaschen und anschlieRend in FACS-Réhrchen durch ein
Siebgewebe pipettiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (1200 rpm, 5 min, 4°C) wurden
zunachst die Fc-Rezeptoren CD16/32 fir 10 min bei 4°C blockiert (1:50 in 24 ul FACS-
Puffer). Anschliellend wurden die fluorochromkonjugierten oder biotinylierten Antikorper
in 25 yl FACS-Puffer hinzugegeben und fur 10 min bei 4°C inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt, wobei die Proben mit 2 - 3 ml FACS-Puffer verdiinnt und dann pelletiert
(1200 rmp, 5 min, 4°C) wurden. Bei Verwendung von biotinylierten Antikdrpern wurden
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die Proben mit 50 pl Sekundarreagenz, einem fluorochromkonjugierten Streptavidin, fur
10 min auf Eis im Dunkeln inkubiert, anschlieRend erneut gewaschen und zentrifugiert
(1200 rpm, 5 min, 4°C). Abschlieend wurden die Zellen in 200 - 500 yl FACS-Puffer +
DAPI resuspendiert und analysiert. Die FACS-Analyse wurde mit dem FACS Canto I
und der FACS Diva Software (BD Biosciences ) durchgefihrt.

57



58

Methoden




Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Funktionelle Charakterisierung der Lokalisation von
MGBP Proteinen in der Zelle

4.1.1 Lipid Bodies

Die Stimulation mit IFNy flhrt zu einer induzierten Expression von Guanylat-Bindenden
Proteinen (GBPs). Diese zeigen eine vesikulare Verteilung im Zytoplasma. Ziel war es,
die Art der vesikuldren Strukturen zu bestimmen. Vorherige Arbeiten unserer und
anderer Gruppen zeigten keine Kolokalisation von mGBPs mit verschiedenen
Zellorganellmarkern des Endoplasmatischen Retikulums, des Golgi Apparates, der
Endosomen oder von Membrankomplexen (Degrandi et al., 2007; Vestal et al., 2000).

Es konnte beobachtet werden, dass wahrend der Infektion mit T. gondii eine
Anreicherung sogenannter Lipid Bodies (Lipid Korperchen) erfolgt (Charron und Sibley,
2002). In der Vergangenheit wurde diesen Zellorganellen lediglich die Funktion als
Lipidvorrat zugesprochen. In den letzten Jahren wurde entdeckt, dass es sich um
dynamische und funktionell aktive Organellen handelt, die eine breite Funktion wahrend
des Lipidmetabolismus, bei Transportprozessen und in der Signal-Ubertragung erfiillen
(Farese und Walther, 2009).

Die steigende Bedeutung der Lipid-Vesikel in immunologischen Prozessen, ihre
charakteristische vesikulare Form sowie ihre Anreicherung nach T. gondii Infektion
lieBen vermuten, dass dies womdglich die GBP-enthaltenen Vesikel sind. Eine mdgliche
Kolokalisation wurde mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie Uberprift. Dazu wurden
murine embryonale Fibroblasten (MEFs) Uber Nacht mit 100 U IFNy stimuliert und am
nachsten Tag fur 2 h mit T. gondii infiziert. Durch die Verwendung des lipophilen
Farbstoffes BODIPY 493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene; Molecular Probes), der sich spezifisch in die Membran einlagert, wurden die
Lipid Bodies angefarbt (Abbildung 5). Des Weiteren wurde im Versuch mGBP1 mit
einem Antikdrper als Vertreter der mGBPs angefarbt, sowie das T. gondii
Oberflachenprotein SAG1 als Parasitenmarker.
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anti-mGBP1 Lipid Bodies anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

IFNy stimuliert

IFNy stimuliert, T. gondii infiziert

Abbildung 5: Kolokalisationsstudien zwischen Lipid Bodies und mGBP1-positiven Vesikeln; mGBP1
wurde mittels Antikorper gefarbt (rot), die Lipid Bodies mittels BODIPY 493/503 markiert (griin),
T. gondii wurde mittels eines anti-Sag1 Antikorpers gefarbt (magenta), die letzte Spalte zeigt die
Uberlagerung. Die letzte Zeile zeigt eine VergroBerung des intrazellularen Parasiten aus Zeile 3. Die
MaRstabbalken zeigen eine Einheit von 10 ym.

Trotz ahnlicher vesikularer Verteilung konnte keine Kolokalisation mit GBP1-positiven
Vesikeln beobachtet werden. Nach Infektion mit T. gondii kommt es zu einer
Rekrutierung der Lipid-Vesikel zur parasitophoren Vakuole, hier dienen sie unter
anderem als Lipidquelle fur den Parasiten und werden in die PVM integriert. Daher zeigt
sich an der PVM auch eine partielle Kolokalisation zwischen GBP-positiven Vesikeln und
den Lipidorganellen. Es bleibt zu analysieren, ob diese Kolokalisation auch einen

funktionellen Aspekt hat oder lediglich aufgrund der réumlichen Nahe zustande kommit.
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4.1.2 Interaktion mit dem Adapterprotein p62/SQSTM1

Ein weiteres, durch IFNy induziertes, Effektormolekil ist das Adaptorprotein
p62/SQSTM1 (p62) (Kim und Ozato, 2009). Das Protein ist an verschiedenen zelluldren
Prozessen beteiligt. Besonders wahrend der Regulation zellularer Abbaumechanismen
ist es wichtig, indem es ubiquitinylierte Proteine sowie LC3 bindet und somit zum Abbau
markierte Proteine oder Zellorganellen in den Prozess der Autophagie einschleust. Des
Weiteren beeinflusst es andere Signalwege innerhalb der Zelle, unter anderem wird die
Expression vieler proinflammatorischer Zytokine in aktivierten Makrophagen durch
p62/SQSTM1 reguliert (Duran et al., 2008; Hurley et al., 2006; Kim und Ozato, 2009).
Trotz vieler neuer Erkenntnisse ist bisher nur wenig Uber die Rolle von p62/SQSTM1 in
der angeborenen Immunitat bekannt. Durch die IFNy-abhangige Expression und die
mogliche Rolle wahrend fruher, immunologisch wichtiger Prozesse, ist eine Interaktion
mit GBPs denkbar. Daher wurden Kolokalisationsstudien mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie von p62/SQSTM1 und mGBP2 durchgefuhrt (Abbildung 6).
Hierzu wurden MEFs aus mGBP2” Mausen verwendet, welche stabil mit einem GFP-
mGBP2 Konstrukt transduziert wurden, welches unter der Kontrolle eines konstitutiv
aktiven heterologen Promoters steht. Diese Zellen wurden Gber Nacht mit IFNy (100 U)
stimuliert und am nachsten Tag fur 2 h mit T. gondii infiziert. Als Kontrolle dienten nicht
stimulierte und nicht infizierte Zellen. Im Versuchsansatz wurde p62/SQSTM1 mit einem
spezifischen Antikérper gefarbt. Da jedoch der p62/SQSTM1-spezifische Antikdrper als
auch der verwendete T. gondii SAG1-spezifische Antikorper aus der Maus stammen,
konnte eine gleichzeitige Toxoplasmen-Farbung nicht durchgeflhrt werden.

Bereits in nicht stimulierten Zellen zeigt sich aufgrund des IFNy-unabhangigen
Promotors des verwendeten Konstrukts ein basales Proteinlevel von GFP-mGBP2.
Ebenfalls kann eine geringe p62/SQSTM1-Expression (Abbildung 6, obere Bildreihe)
detektiert werden. Auch in den nicht stimulierten Proben kommt es zu einer punktuellen
Kolokalisation von p62/SQSTM1 und mGBP2 (Abbildung 6, obere Bildreihe, Pfeil). Durch
die Stimulation mit IFNy kommt es zu einer erhdhten Expression von p62 und auch zu
einer Vermehrung der Vesikel, in denen p62/SQSTM1 und GFP-mGBP2 kolokalisieren
(Abbildung 6, zweite Bildreihe, Pfeil). Nach Infektion mit T. gondii ist eine Kolokalisation
beider Proteine mit der PV zu erkennen (Abbildung 6, unterste Bildreihe). So rekrutieren
beide Proteine, mGBP2 und p62/SQSTM1, an die PV des Parasiten. Es ist mdglich,
dass entweder mGBP2 die Rekrutierung von p62/SQSTM1 initiiert oder umgekehrt. Ob
die Proteine ihre Rekrutierung gegenseitig beeinflussen, wird weiter im Verlauf dieser
Arbeit analysiert (Abschnitt 4.2.7).
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GFP-mGBP2 anti-p62/SQSTM1 Uberlagerung

Abbildung 6: Kolokalisationstudie zwischen mGBP2 (griin) und p62 (rot) in GFP-mGBP2
rekonstituierten mGBP2" MEFs, in der dritten Spalte wird die Uberlagerung gezeigt. Die MEFs
wurden uber Nacht unstimuliert gelassen (Zeile 1) oder mit IFNy stimuliert und am néachsten Tag
entweder mit T. gondii infiziert (Zeile 3) oder Kontrollzellen nicht infiziert (Zeile 2) Die
MafRstabsbalken entsprechen 10 ym.

nicht stimuliert

+IFNy
- T. gondii

+71. gondii

4.2 Erkennung von T. gondii und Signaltransmission nach
Infektion in vitro

4.2.1 Live cell imaging

Aus vorangegangenen Versuchen ist bereits bekannt, dass es sich bei der Rekrutierung
der mGBPs zu der PV um einen sehr schnellen Prozess handelt. Bereits 10-20 min nach
Infektion kdnnen erste mGBP-positive parasitophore Vakuolen detektiert werden. Diese
Ergebnisse wurden bisher nur in statischen Immunfluoreszenzfarbungen gezeigt
(Degrandi et al., 2007). Ziel war es, die Rekrutierung der mGBP-Vesikel in Echtzeit
mittels live cell imaging zu beobachten.

Dazu wurden GFP-mGBP2 exprimierende MEFs Uber Nacht mit IFNy stimuliert und mit
T. gondii infiziert. Direkt nach Zugabe der Toxoplasmen auf die Zellen wurden die
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Filmaufnahmen gestartet. Noch bevor die Zelle von Parasiten befallen wird, ist die
Dynamik der GFP-mGBP2-Vesikel zu beobachten.
0.00 min 11.23 min 11.62 min 12.91 min

15.49 min 16.78 min 19 36 min 21.94 min

25.82 min 29.69 min 38.73 min 51.63 min

103.27 min

Abbildung 7: Live cell Imaging von IFNy-stimulierten GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2" MEFs.
Gezeigt sind Ausschnitte aus dem Film des live cell imaging Video 01; GFP-mGBP2 exprimierende
Zellen wurden Uber Nacht mit IFNy stimuliert und anschlieBend mit T. gondii infiziert. Der Verlauf der
Infektion wurde gefilmt. Die Pfeile markieren das Eindringen von T. gondii Organismen. Die * zeigen
erste kolokalisierende Vesikel, bzw. ** starkeres mGBP2 Signal am Toxoplasma. Die MaBstabsbalken
entsprechen 10 pm.

In Abbildung 7 sind Ausschnitte aus dem live cell imaging Film (Video 01, der Arbeit
beigefiigt) gezeigt. Man sieht, wie nach ca. 11 min ein erster Parasit in die Zelle eindringt
(markiert durch einen Pfeil). Bereits eine Minute spater zeigen sich erste punktuelle
GFP-mGBP2-Signale an der PVM (Abbildung 7, Bildreihe 1; 12.91 min, markiert durch
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einen *). Das GFP-mGBP2-Signal wird Uber die Zeit starker (Abbildung 7, Bildreihe 2,
15.49 min, **). Nach ca. 16 min invadiert ein weiterer Parasit die Zelle (16.78 min).
Diesmal dauert es langer, bis GFP-mGBP2 Signale mit der PVM kolokalisieren
(Abbildung 7, Bildreihe 3, *). Die Parasiten wandern von den peripheren Eintrittsstellen
weiter in die Zelle Richtung Kern (Sinai et al., 1997). Im Verlauf der Beobachtung zeigt
sich eine Verstarkung des GFP-mGBP2-Signals um die PV herum. Nachfolgend wird die
frthe Ansammlung an GFP-mGBP2 um den Parasiten noch einmal vergroRert
dargestellt (Abbildung 9) sowie einzelne Vesikel-Dynamiken genauer beschrieben
(Abbildung 8 -Abbildung 12).

Abbildung 8: Live cell imaging von IFNy stimulierten GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2"" MEFs;
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem Film, fokussiert auf einen oberen Zellauslaufer. Dargestellt ist die
Vesikel-Bewegung noch vor T. gondii Infektion. Das * markiert einen relativ statischen Vesikel, der
sich kaum bewegt. Die Pfeile sind zur Verfolgung zweier Vesikel, die sich beide erst auch nur
gemaBigt bewegen, plotzlich bewegt sich der untere Vesikel schnell aus dem Bildfokus. Im letzten
Bild ist der untere Vesikel nicht mehr zu sehen. Der MaRstabsbalken in Bild 1 (1.29 min) stellt 5 pm
dar.

Wahrend der Aufnahmen ist zu erkennen, dass GFP-mGBP2 Vesikel direkt nach
Invasion des Parasiten in die Zelle mit der PV verschmelzen. Allerdings zeigte sich auch,
dass die Rekrutierung der Vesikel in den Uberexprimierenden Zellen weniger gerichtet
ist, als dass es ein dynamischer Prozess von Verschmelzung und Abspaltung (fusion
and fission) ist. Des Weiteren lasst sich beobachten, dass es nur geringflgig zur
Verschmelzung einzelner Vesikel mit der PV Membran kommt. Es sieht mehr so aus, als
wirden Proteine aus den Vesikel ins Zytosol entlassen werden (Vesikel werden kleiner)
und dann an der PVM anlagern.

Dabei gibt es Vesikel, die sich nur geringfugig im Zytosol hin- und herbewegen und es
gibt Vesikel, die plétzlich gréRere Distanzen zurticklegen (Abbildung 8).

In Abbildung 9 ist gezeigt, wie sich kurz nach T. gondii Invasion in die Zelle, ein
GFP-mGBP2 Signal um die PV herum aufbaut. Man erkennt keinen gezielten
Vesikeltransport, es handelt sich vielmehr um eine Akkumulierung von zytosolischem
GFP-mGBP2 Proteinen um die PV herum.
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14.20 min

19.36 min 20.65 min 21.94 min 23.24 min 24.53 min

Abbildung 9: Live cell imaging von IFNy stimulierten GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2"" MEFs.
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem Film fokussiert auf den Parasiten, der als erstes in die Zelle
eingedrungen ist. Es wird gezeigt, wie sich ein GFP-mGBP2-positives Signal um die PVM herum
bildet.

In Abbildung 10 ist ein weiterer Ausschnitt aus dem Film gezeigt, es wird der zweite
eingedrungene Parasit (zum Zeitpunkt 16.78 min) vergréRert gezeigt. Im Film ist zu
sehen, dass GFP-mGBP2-Vesikel, die sich in unmittelbarer Nahe der T. gondii PV
befinden, immer kleiner werden und sich letztendlich aufgeldést zu haben scheinen
(Abbildung 10, untere Bildreihe 83.78 min). Im Film ist deutlich zu sehen, dass die
Vesikel nicht gerichtet an die PVM wandern und mit ihr verschmelzen, vielmehr werden
diese stetig kleiner und 16sen sich letztendlich auf.

83.52 min 83.65 min 8378 min

Ehugdindd Blcuiy Bl

Abbildung 10: live cell imaging von IFNy stimulierten GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2"" MEFs.
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem Film fokussiert auf den Parasiten, der als zweites in die Zelle
eingedrungen ist. Es wird gezeigt, wie GFP-mGBP2-positive Vesikel in PVM-Ndhe (s. Kasten) immer
kleiner werden und sich letztendlich auflésen und verschwinden (83.78 min).

Die GFP-mGBP2 positiven Vesikel zeigen eine ausgepragte Dynamik, dabei konnten
verschiedene Prozesse beobachtet werden. In Abbildung 11 ist die Interaktion zwischen
zwei Vesikeln zu sehen. Es scheint, als fusioniere einer der beiden Vesikel zunachst mit
der PVM (Abbildung 11, Bildreihe 1, Zeit 90.10 - 90.19 min), der sich aber auch wieder
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abspaltet. Daraufhin fusionieren beide Vesikel miteinander (Abbildung 11, Bildreihe 2,
Zeit 90.62 min). Auferdem sieht man, dass sich in unmittelbarer Nahe des
verschmolzenen Vesikels ein neues Vesikel bildet und ebenfalls mit dem vorher
beschriebenen Vesikel verschmilzt (Abbildung 11, Bildreihe 2, Zeit 91.26 min).

90.36 min 90.19 min

91.13 min 91.26 min

91.39 min 91.52 min 91.78 min 91.91 min

Abbildung 11: Live cell imaging von IFNy-stimulierten GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2”" MEFs.
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem Film fokussiert auf den Parasiten, der als zweites in die Zelle
eingedrungen ist. Es wird die Dynamik zweier GFP-mGBP2 positiver Vesikel dargestellt. Die Vesikel,
die verfolgt wurden, sind durch Pfeile markiert.

Bevor die live cell imaging Aufnahmen vorlagen, wurde erwartet, dass die mGBP
positiven Vesikel sich gezielt als Ganzes auf die PVM zubewegen. Es konnte aber auch
beobachtet werden, wie sich Vesikel scheinbar teilen und nur ein Teil des Vesikels sich
gerichtet auf die PVM hinzu bewegt (Abbildung 12). Der andere Teil wird im Zeitverlauf

kleiner und 16st sich letztendlich auf, wie es bereits in Abbildung 10 gezeigt wurden.
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Abbildung 12: Live cell imaging von IFNy stimulierten GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2” MEFs.
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem Film fokussiert auf den Parasiten, der als zweites in die Zelle
eingedrungen ist. Es wird die Dynamik eines Vesikels verfolgt, der im ersten Bild durch einen Pfeil
markiert ist.

Weiterhin sollte beobachtet werden, was im Verlauf der Infektion mit den mGBP2-
positiven PV passiert. Dazu wurden GFP-mGBP2 Zellen transient mit einem mCherry-
exprimierenden Konstrukt transfiziert, diese Uber Nacht mit IFNy stimuliert und am
nachsten Tag flr live cell imaging Experimente eingesetzt. Diesmal wurden die Zellen
mit T. gondii infiziert und fir 1 h bei 37°C im Inkubator inkubiert. Dann wurde am
Mikroskop nach intrazelluldaren Parasiten gesucht, die von GFP-mGBP2 umgeben
waren. Diese wurden schlief3lich gefilmt. Im Verlauf des Films (Video 02, der Arbeit
beigefligt) zeigte sich, dass die Membran der PV geschadigt wird, denn das zytosolische
mCherry-Protein zeigt sich ab einem bestimmten Zeitpunkt schlagartig auch im
Innenraum der parasitophoren Vakuole, welche zuvor als dunkle Aussparung innerhalb
des Zytosols erscheint. Dies ist ein Hinweis darauf, dass mGBP2-positive PVs auf eine
bislang unbekannte Art und Weise geschadigt werden, sodass moglicherweise weitere
Abwehrmechanismen Zugang zum Parasiten erlangen kdnnen.
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41.674 min 50.009 min 66.678 min 75.013 min

Abbildung 13: Live cell imaging mit mCherry- (rot) exprimierenden, tiber Nacht mit IFNy stimulierten
GFP-mGBP2-rekonstituierten mGBP2" MEFs (Video 02). Gezeigt ist der Filmverlauf in Ausschnitten.
Disruption der PVM in Bildreihe 2 zwischen 41.647 und 50.009 Minuten.

Der Film (Video 02) zeigt den Verlauf einer T. gondii Infektion in vitro. Die Zeitpunkte
wurden notiert, ab denen die Beobachtung beginnt. Aufgrund der unbeobachteten
Vorinkubation der Zellen mit den Parasiten im Inkubator, kann kein genauer Zeitpunkt
nach Infektion angegeben werden.

Eine Disruption der PVM und ein Eindringen von zytosolischem mCherry auch im
periparasitophoren Vakuolenraum ist in Abbildung 13, untere Bildreihe zwischen den
Zeitpunkten 41,647 und 50,009 Minuten zu erkennen. Die Disruption der PVM wird im
Folgenden im Detail betrachtet (Abbildung 14). Hier sieht man, dass ca. 49 min nach
Beobachtung die PVM so angegriffen wurde, dass zytosolisches mCherry auch in der
PV zu finden ist.
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Abbildung 14: Live cell imaging mit mCherry- (rot) exprimierenden, tiber Nacht mit IFNy stimulierten
GFP-mGBP2-rekonstituierten mGBP2”~ MEFs (Video 02). Gezeigt ist ein Ausschnitt fokussiert auf
zwei mGBP2-positive intrazelluldare Parasiten. Verfolgt wird die Disruption der PVM. Die Schadigung
der PV-Membran zeigt sich in der oberen Bildreihe, 3. Bild (*), hier kbnnen ersten mCherry-Proteine
in der PV detektiert werden, das Signal nimmt daraufhin zu (4. Bild **).

Eine Beobachtung im live cell imaging war, dass schon bereits in den ersten Sekunden
des Filmes (Video 03) ein Toxoplasma die GFP-mGBP2 umlagerte PV verlasst und

durch die Zelle hin zur Plasmamembran und aus der Zelle wieder heraus tritt (Abbildung
15).
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Abbildung 15: Live cell imaging mit mCherry (rot) exprimierenden, liber Nacht mit IFNy stimulierten
GFP-mGBP2 rekonstituierten mGBP2” MEFs (Video 03). Gezeigt ist ein MEF infiziert mit zwei
Toxoplasmen. Zu Beginn des Films (0.0s) sind beide PVs ausgefiillt mit den Parasiten. Bei 5.0s
verlasst der eine Parasit aus der PV, die sich daraufhin mit mCherry fiillt und der Parasit verlasst die
Zelle (markiert mit einem Pfeil). Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.

4.2.2 mGBP2 Lokalisation in MyD88 defizienten MEFs

Bisher ist nur wenig Uber die Funktionalitdt der verschiedenen mGBPs bekannt. Die
IFNy-induzierte Expression und vor allem die gezielte Lokalisationsdanderung nach
T. gondii Infektion und die erhdhte Suszeptibilitdt der mGBP2" Maus (Degrandi et al.,
2013) zeigen die Bedeutung der mGBPs wahrend der Immunabwehr. Bisher ist dennoch
nicht bekannt, welche Signale die Lokalisationsanderung der mGBPs nach Infektion
initiieren.

Aufgrund der mdglichen Funktion der GTPasen wahrend der Immunkontrolle ist ein
Zusammenhang mit Rezeptoren des angeborenen Immunsystems denkbar. Innerhalb
dieser Rezeptoren spielen die Toll-like-Rezeptoren (TLRs) eine grol’e Rolle in der
angeborenen Immunitat. Sie erkennen spezifisch Strukturen verschiedener Pathogene
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns). Ein Beispiel ist hier TLR4, welches
Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien erkennt (Beutler, 2000; Hoshino et al.,
1999). Nach Aktivierung der TLRs durch die Erkennung von pathogenassoziierten
Moleklilen kommt es zu einer Signalkaskade, an deren Ende die Aktivierung
verschiedener  Transkriptionsfaktoren und die  Expression immunologischer
Effektorproteine stehen. Innerhalb dieser Signalkaskade kommt es zur Aktivierung
verschiedener Kinasen, durch die das Rezeptorsignal weitergeleitet wird (Kumar et al.,
2009). Nach Aktivierung der TLRs bindet zuerst das Adaptorprotein MyD88 an den
zytoplasmatischen Teil des TLRs. Die Aktivierung von MyD88 bildet folglich einen
zentralen Schritt in der Signallbertragung der meisten TLRs (Kumar et al., 2009).
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Um zu testen, ob die Aktivierung von TLRs die Rekrutierung der mGBPs zur
parasitophoren Vakuole auslést, wurden nachfolgend MyD88 -efiziente (MyD88") MEFs
fur Lokalisationsstudien eingesetzt (Adachi et al., 1998). Die MEFs wurden wie
beschrieben Uber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten Tag mit T. gondii infiziert.
In der Fluoreszenzfarbung wurde mGBP2 und Sag1 als Toxoplasma Marker gefarbt.
AnschlielRend wurde die Kolokalisation von mGBP2 und parasitophoren Vakuolen am
Mikroskop analysiert.

anti-mGBP2 anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

nicht stimuliert

IFNy stimuliert

Abbildung 16: Kolokalisation zwischen mGBP2 und T. gondii in MyD88 defizienten MEFs; MyD88
defiziente Fibroblasten wurden mit IFNy stimuliert oder nicht behandelt und anschlieBend mit
T. gondii infiziert. mGBP2 (griin) wurde mit Hilfe eines spezifischen Kaninchen Antiserums detektiert
und mit einem fluoreszierenden Sekundarantikorper visualisiert (Cy2, griin). T. gondii wurde mittels
eines Toxoplasma-spezifischen Maus-anti-Sag1 Antikorpers detektiert und mit einem
Sekundarantikorper (Cy3, rot) markiert. Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.

In den unstimulierten Proben ist wie erwartet nur eine sehr geringe endogene mGBP2-
Expression zu detektieren. Die Expression von mGBP2 wird durch IFNy induziert und
nach Infektion kommt es auch in MyD88-defizienten MEFs zu einer Kolokalisation
zwischen mGBP2 und der parasitophoren Vakuole. Das zeigt, dass die
Signalibertragung von den TLRs Uber MyD88 flir die Lokalisationsdanderung von
mGBP2 keine Rolle spielt.
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4.2.3 Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die mGBP-
Rekrutierung zur T. gondii PV

4.2.3.1 Zytoskelett-Abhédngigkeit der Translokation von mGBP2 zur PV

Vesikularer Proteintransport erfolgt haufig entlang von Mikrotubuli bzw. mit Hilfe
Mikrotubuli-assoziierter Motorproteine. Mikrotubuli spielen eine wichtige Rolle wahrend
des Transports verschiedener Proteine nicht nur zwischen dem ER und dem Golgi-
Komplex (Lippincott-Schwartz et al., 1990; Saraste und Svensson, 1991), sondern auch
wahrend allgemeiner Transportprozesse von Proteinen oder Zellorganellen innerhalb der
Zellen. Es ergibt sich die Frage, ob die Lokalisationsanderung der mGBP Vesikel
Mikrotubuli abhangig ist. Spezifische Mikrotubuli-Inhibitoren kénnen verwendet werden,
um Mikrotubuli-abhéngige Prozesse innerhalb der Zelle aufzuklaren. Daher wurden im
folgendem Versuch murine embryonale Fibroblasten mit Mikrotubuli-Inhibitoren inkubiert
und daraufhin die Kolokalisation von mGBP2 mit der parasitophoren Vakuole analysiert.
Es wurden Nocodazol, Paclitaxel und Tubulozol verwendet. Die Substanzen greifen alle
in die Mikrotubulidynamik ein und verhindern somit den Mikrotubuli-abhangigen
Transport (Lee et al., 2011; Nogales, 1999; Schiff und Horwitz, 1980). Nocodazol bindet
Tubulindimere und Polymere, durch eine Konformationsédnderung im Tubulin wird eine
Polymerisierung verhindert (Lee et al., 1980). Tubulozol bindet ebenfalls Tubulin und
verhindert somit die Polymerisierung. Paclitaxel stabilisiet den Abbau von
Mikrotubulielementen, indem es B-Tubulin bindet und so die GTP-gebundene Situation
simuliert (Nogales, 1999; Schiff und Horwitz, 1980). Die Stabilisierung verhindert die fur
den Neuaufbau notwendige Dynamik des Mikrotubuliauf- und -abbauprozesses.
Zunachst wurden GFP-mGBP2 exprimierende MEFs flr 2 h mit jeweils 4 uyM Inhibitor
inkubiert. Es zeigte sich kein Effekt auf die Rekrutierung von mGBP2 zur parasitophoren
Vakuole. Daraufhin wurde die Inkubationszeit der Inhibitoren auf 10 h verlangert.
Simultan wurden die Zellen tber Nacht mit 100 U IFNy stimuliert und am nachsten Tag
fur 2 h mit T. gondii infiziert. AnschlieRend erfolgte eine Fluoreszenzfarbung von Sag1
mittels Antikorper.
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GFP-mGBP2 anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

10h Nocodazol

10h Paclitaxel

10h Tubulozol

Abbildung 17: Analyse der in vitro Anwendung von Mikrotubuli-Inhibitoren auf die mGBP2
Rekrutierung zur PV. Die MEFs wurden mit IFNy uiber Nacht stimuliert oder Kontrollen unbehandelt
gelassen (nicht gezeigt), die Inkubation der Inhibitoren (4 yM Endkonzentrationen) erfolgte fiir 10 h
vor der Infektion mit T. gondii . Analysiert wurde die Kolokalisation zwischen GFP-mGBP2 (griin) und
intrazelluldren T. gondii (rot). Die MaRstabsbalken entsprechen 10 pm.

Da es sich um GFP-mGBP2 (berexprimierende Zellen handelt (GFP-mGBP2
Expression unter einem IFNy unabhangigen Promotor), ist die Expression von mGBP2
auch ohne IFNy Stimulation gegeben (nicht gezeigt). Allerdings kommt es zu keiner
Kolokalisation mit der PV in unstimulierten Zellen. Auch eine zehnstindige Inkubation
mit den Mikrotubuli-Inhibitoren beeinflusste die Rekrutierung von mGBP2 zur
parasitophoren Vakuole nicht, sodass der Prozess der Lokalisationsanderung der
mGBP2-Vesikel Mikrotubuli-unabhangig zu sein scheint.

4.2.3.2 Untersuchungen der Abhéngigkeit der mGBP2-Translokation von
ERK1/2, intrazellularem Kalzium und der Proteinkinase C

Toxoplasmen sowie auch andere intrazellulare Parasiten haben verschiedene Strategien
entwickelt, um den Immunabwehrreaktionen des Wirts zu entgehen. Zum Beispiel
inhibiert der Parasit verschiedene Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Butcher et al.,
2005; Shapira et al., 2002) und STAT1a (Luder et al., 2001). Ein entscheidender
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Mechanismus bei T. gondii ist die Bildung der parasitophoren Vakuole bereits wahrend
des Eindringens in die Wirtszelle. Durch sie soll eine Erkennung durch den Wirt
verhindert und eine Replikationsnische innerhalb des Wirtszytoplasmas geschaffen
werden (Joiner et al., 1994; Schwab et al., 1994). In dieser ist der Parasit geschitzt vor
verschiedenen  antimikrobiellen  Effektorproteinen des  Wirtes. Trotz aller
Schutzmechanismen vor der Wirtszellabwehr, werden durch die Infektion mit T. gondii
verschiedene proinflammatorische Signalwege aktiviert. Auch extrazellulare Parasiten
oder Parasitenbestandteile konnen Signalwege in der Wirtszelle aktivieren, wie die
Mitogen-aktivierte-Protein Kinase (MAPK) ERK1/2 (extracellular-signal requlated Kinase)
(Abi Abdallah et al., 2012; Kim und Denkers, 2006; Valere et al., 2003). Valere et al.
konnten zeigen, dass ein Hohepunkt der ERK1/2-Aktivierung bereits 10 min nach
Infektion mit T. gondii vorlag.

Da auch die mGBP-Rekrutiertung zur PV bereits nach 10 min zu beobachten ist, konnte
ein Zusammenhang zwischen einer ERK1/2-Aktivierung und der Lokalisationsanderung
der mGBP2 Vesikel nach Toxoplasma Infektion bestehen. Die Signalweiterleitung durch
zelluldre Mitogen-aktivierte Proteinkinasen konnte somit wichtig fur die mGBP
Rekrutierung sein. Daher wurden Lokalisationstudien durchgeflinrt unter Einfluss eines
spezifischen ERK1/2 Inhibitors, U0126 (Favata et al., 1998). Hierbei wurden die Zellen
wie zuvor Uber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten Tag fur 2 h bei 37°C mit dem
Inhibitor (10 uM) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Infektion mit T. gondii fur weitere
2 h. Es folgte eine Immunfluoreszenzfarbung wie zuvor beschrieben (Methoden 3.1.5).
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GFP-mGBP2 anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

nicht infiziert

IFNy stimuliert, U0O126 behandelt
T. gondii infiziert

Abbildung 18: In vitro Anwendung von ERK1/2 Inhibitor U0126; Die GFP-mGBP2 exprimierenden
MEFs wurden liber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten Tag fiir 2h mit dem Inhibitor (10 uM)
inkubiert und fir weitere 2h mit T. gondii infiziert. Es wurde die Kolokalisation von GFP-mGBP2
(griin) und intrazellularen Toxoplasmen (rot) analysiert. Die MaRstabsbalken geben eine Lange von
10 ym wieder.

Die Anwendung des Inhibitors U0126 hatte keinen Einfluss auf die Expression von
mGBP2 (Abbildung 18, obere Bildreihe). Nach Infektion mit T. gondii konnte eine
Ansammlung von mGBP2 um die parasitophore Vakuole herum beobachtet werden wie
zuvor im Versuchsaufbau ohne Inhibitor (Abbildung 18, Bildreihe 2 und 3). Der Versuch
zeigt, dass die Rekrutierung von mGBP2 unabhangig von der ERK1/2-Aktivierung ist.

Nach Toxoplasma Invasion wird eine weitere Kinase aktiviert, die Proteinkinase C
(Masek et al 2006). Vielversprechend bei der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)
durch T. gondii ist, dass dies bereits 5 bis 15 min nach Infektion zu beobachten ist
(Masek et al., 2006). Somit ist die Aktivierung der PKC und die Translokation der
Untereinheiten ein sehr schneller Prozess nach T. gondii Infektion, ahnlich schnell erfolgt
die mGBP Rekrutierung zur PV. Um einen Zusammenhang zwischen PKC Aktivierung
und mGBP2 Rekrutierung zu testen, wurden Lokalisationsanalysen unter Einfluss des
PKC Inhibitors G66976 durchgefihrt (Martiny-Baron et al., 1993). Der Inhibitor wurde in
Konzentrationen von 1-5 yM 60 min vor T. gondii Infektion zu den MEFs gegeben. Es



Ergebnisse

folgte die Infektion mit T. gondii und die Immunfluoreszenzfarbung wie zuvor
beschrieben (Methoden 3.1.5).

GFP-mGBP2 anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung
Abbildung 19: mGBP2 Lokalisation nach G66976-Inkubation und T. gondii Infektion; die Zellen
wurden uber Nacht mit IFNy stimuliert und eine Stunde vor Infektion mit T. gondii mit dem Inhibitor

inkubiert. Es wurde die Kolokalisation von GFP-mGBP2 (griin) und intrazellularen Toxoplasmen (rot)
analysiert. Die MaRstabsbalken zeigen 10 um.

nicht infiziert

IFNy stimuliert, G66976 behandelt

T. gondii infiziert

Der Versuch in Abbildung 19 zeigt, dass die Rekrutierung der mGBP2-Vesikel zur
parasitophoren Vakuole nicht durch den PKC-Inhibitor G66976 beeinflusst wird.

Wie bereits beschrieben, wird wahrend der Invasion von T. gondii in die Wirtszelle die
parasitophore Vakuole gebildet. Diese assoziiert nach Invasion Uber ihre
zytoplasmatische Oberflache schnell mit dem Endoplasmatischen Retikulum und den
Mitochondrien (Sinai et al., 1997). Die biologische Signifikanz dieser Interaktion ist noch
nicht ausreichend aufgeklart. Sowohl tGber das ER als auch tber die Mitochondrien wird
das intrazelluldre Kalzium- (Ca®*) Level reguliert. Intrazelluldres Kalzium ist beteiligt an
der Wirtszellreaktion auf mikrobielle Produkte in verschiedenen Infektionsmodellen
(Goldfine und Wadsworth, 2002; Goodridge et al., 2003; Yadav et al., 2004). Au3erdem
konnte ein Einfluss auf intrazelluldre Ca®** Mengen durch T. gondii Lysat beobachtet
werden (Aliberti et al., 2003). Hinzu kommt ein zugeschriebener proinflammatorischer
Einfluss von Ca*" in Lymphozyten (Dolmetsch et al., 1997; Dolmetsch et al., 1998).
Diese vorangegangen Beobachtungen filhren zu der Hypothese, dass Ca? die
Erkennung von T. gondii und die anschlieBenden Signalkaskaden beeinflussen kdnnte.
Es wurde getestet, ob intrazellulare Kalziumspiegel auch einen Einfluss auf die
Kolokalisation zwischen mGBPs und der PV haben. Dazu wurden MEFs Uber Nacht
stimuliert und am nachsten Tag unter Depletion von extrazelluldren und intrazelluldren
Ca”" infiziert (Methoden 3.3).
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GFP-mGBP2 anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

..

Abbildung 20: Lokalisation von GFP-mGBP2 unter kalziumdepletierenden Bedingungen. Die mGBP2-
Lokalisation ist auch im unstimulierten Zustand nicht beeinflusst (obere Bildreihe). Nach Infektion
kommt es zur Rekrutierung von GFP-mGBP zum intrazelluldren T. gondii (rot). Die MaRstabsbalken
bilden 10 pm ab.

uninfiziert

IFNy stimuliert, Ca2* Depletion

T. gondii infiziert

Die basale Expression von mGBP2 wird durch das Ca?**-depletierende Medium nicht
beeintrachtigt (Abbildung 20). Auch nach Infektion scheint intrazellulares Kalzium keinen
Einfluss auf die Relokalisation von mGBP2 zur PV zu haben, denn diese ist wie unter
normalen Bedingungen zu beobachten.

4.2.4 ldentifizierung eines fur die Rekrutierung von mGBPs zur
T. gondii PV wichtigen Sequenzmotivs

Bisher konnte kein Signal oder Rezeptor identifiziert werden, der zur Rekrutierung der
mGBPs zur parasitophoren Vakuole fihrt. Allerdings konnte fiur mGBP2 die
Isoprenylierungsstelle am C-terminalen Proteinende als notwendig fur die Rekrutierung
identifiziert werden (Degrandi et al., 2013). Aber nicht alle rekrutierenden mGBPs
besitzen dieses Isoprenylierungsmotiv, daher muss es andere Motive geben, die die
Lokalisation an der PV beeinflussen.

Im Nachfolgenden sollte dies fur mGBP6 bzw. mGBP10 aufgeklart werden. Die
Besonderheit dieser beiden mGBP Vertreter liegt darin, dass sie eine sehr hohe
Sequenzahnlichkeit aufweisen. Sie unterscheiden sich lediglich in 14 Aminosauren,
allerdings lokalisieren sie unterschiedlich nach T. gondii Infektion. Wahrend mGBP6
nach |IFNy-Stimulation und T. gondii Infektion an der PV akkumuliert und eine
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Kolokalisation zu beobachten ist, verbleibt mGBP10 in seiner zytoplasmatischen
Verteilung und kolokalisiert nicht mit der T. gondii PV (Abbildung 21) (Degrandi et al.,
2007). Durch die hohe Sequenzahnlichkeit und das divergierende Verhalten nach
T. gondii Infektion sollte durch Austausch definierter Doméanen bzw. Aminosauren ein
Motiv identifiziert werden, welches fir die Rekrutierung wichtig ist.

mGBP Konstrukt ~ anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung

-.

Abbildung 21: Lokalisation von mGBP6 WT und mGBP10 WT. dsRed-mGBP6 (rot) zeigt eine
vesikuladre, zytoplasmatische Verteilung nach IFNy-Stimulation (erste Bildreihe) und rekrutiert nach
T. gondii Infektion an die PV des intrazelluldren Parasiten (griin). GFP-mGBP10 zeigt eine weniger
ausgepragte vesikulare Struktur (dritte Bildreihe, griin) und rekrutiert auch nach T. gondii Infektion
nicht an die PV des intrazelluliren Parasiten (rot, unterste Bildreihe). Die MaBstabsbalken zeigen
10 pm.

+ |IFNy, - T.gondii

dsRed-mGBP6

+ IFNy, +T.gondii

+ IFNy, - T.gondii

GFP-mGBP10

+ |IFNy, +T.gondii

77



78

Ergebnisse

4.2.4.1 mGBP10/6 Hybrid-Protein

Um den Abschnitt im Protein zu identifizieren, der wichtig fir die Relokalisation ist, wurde
zunachst ein Hybrid-Protein aus mGBP6 und mGBP10 kloniert. Dazu wurden die
Sequenzen mittels PCR (Methoden 3.4.5) vervielfaltigt und mit dem Restriktionsenzym
Hindlll verdaut. Anschlieend folgte die Ligation der geschnitten Fragmente mit jeweils
dem geschnitten Gegenpart von mGBP6 bzw. mGBP10 (siehe Abbildung 22).

Hindlll Hindlll

l l Abbildung 22: Schema der
| mGBP6 [ | mGBP10 | Herstellung des mGBP6/10-Hybrid-
Proteins. Die kodierende Sequenz

Verdau der DNA-Sequenz wurde zundchst vervielfaltigt, dann

mittels Hindlll verdaut und die

| 6.1 || s2 || 10.1 ||| 102 | entsprechenden Proteinfragmente

wieder ligiert. Hierbei wurde der N-

>< Ligation terminale Teil von mGBP10
|

(mGBP10.1) mit dem C-terminalen
6.2 | Teil (mGBP6.2) von mGBP6
zusammengefiigt.

| 10.1

Das so entstandene ,Hybrid-Protein“ wurde N—terminal mit einen GFP-Tag versehen,
stabil in NIH3T3 Fibroblasten transduziert (Methoden, 3.1.3) und die Lokalisation nach
T. gondii Infektion analysiert.
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GFP-mGBP10.1-6.2 anti Sag1-(T. gondii) Uberlagerung
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Abbildung 23: Lokalisation des mGBP10.1-6.2 Hybrid-Proteins. NIH3T3 Fibroblasten wurden stabil
transduziert und tiber Nacht mit oder ohne IFNy inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen fiir 2 h
mit T. gondii infiziert und die Lokalisation des Hybridproteins analysiert.

Wie erwartet zeigt der Versuch mit wildtypischen mGBP6-Protein eine
Lokalisationsanderung nach IFNy-Stimulation und T. gondii Infektion. Wie beschrieben
verbleibt wildtypisches mGBP10 in der zytoplasmatischen Verteilung auch nach T. gondii
Infektion (Abbildung 21).

Das klonierte Hybridprotein mGBP10.1-6.2 zeigt eine ahnliche vesikulare Verteilung im
Zytoplasma wie wildtypisches mGBP6 (Abbildung 23, Bildreihe 1). Nach Infektion mit
T. gondii, aber ohne Stimulation mit IFNy (Abbildung 23, Bildreihe 2), kommt es zu
keiner Rekrutierung an die PV. Erst im IFNy-stimulierten Zustand kommt es nach
T. gondii Infektion zu einer Rekrutierung des Hybridproteins zur PV des intrazellularen
Parasiten (Abbildung 23, Bildreihe 3 und 4). Somit weisen die mGBP10.1-6.2 Hybrid-

79



80

Ergebnisse

Proteine ein Rekrutierungsverhalten wie wildtypisches mGBP6 auf und es lasst sich
schlussfolgern, dass der C-terminale Proteinteil wichtig fir die Rekrutierung an die PV
ist.

4.2.4.2 mGBP6/mGBP10 Mutationsanalyse

Um das fur die PV-Lokalisation wichtige Motiv genauer bestimmen zu kdnnen, wurden
Mutationsanalysen durchgefuhrt. Hierzu wurden gezielt Punktmutationen in die mGBP6
Sequenz eingeflgt. Dadurch wurden je nach Kombination einzelne oder mehrere
Aminosauren so mutiert, wie sie in der mGBP10 Sequenz zu finden sind (Abbildung 24).
Dies erfolgte mittels Mutagenese-PCR (Methoden, 3.4.6), anschlieRend wurden die
Konstrukte mittels Sequenzanalyse auf die korrekte Mutation Gberpruft. In Tabelle 2 sind
die verwendeten Mutationskonstrukte aufgefiihrt. Ziel des Versuchs war es, eine
Veranderung der mGBP6-Mutanten in der Lokalisation nach T. gondii Infektion zu
beobachten. Die Mutation eines flr die Rekrutierung wichtigen Motivs hatte zur Folge,
dass das mGBP6-Konstrukt nicht, wie im wildtypischen Zustand an der PV akkumuliert,
sondern dass das Konstrukt wie mGBP10 nach Infektion die mGBP10-typische
zytoplasmatische Verteilung zeigt.
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Abbildung 24: ClustalW Alignment der Proteinsequenzen von mGBP6 und mGBP10. Markiert wurde
die Stelle, an der die WT-Sequenzen geschnitten (Hindlll) und wieder ligiert wurden. Des Weiteren
sind die Aminosduren markiert und mit Positionsangaben versehen, die in den nachfolgenden
Versuchen mutiert und analysiert wurden.

Tabelle 2: Uberblick der Mutationen im dsRed-mGBP6-Konstrukt. Gezeigt sind die Einzelaminosiure-
austiausche bzw. Kombinationen von Aminosduremutationen in einzelnen Konstrukten. Konstrukt 1
weist demnach die Mutation E499D auf, eine Mutation des Glutamins an Stelle 499 zu einer

Asparaginsaure.

Konstrukt# E481K E499D L523|

E531M D537L D542N L548Q M549L ES590D

N

© oo ~NoO O WN
x

X
X
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Fir eine schnelle Identifizierung méglicher interessanter Klone, wurden die Mutationen in
ein dsRed-mGBP6-Vektorkonstrukt eingeflugt, der Vektor mittels transienter Transfektion
in MEFs eingebracht und die mutierten dsRed-mGBP6-Konstrukte auf Lokalisation
mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Zunachst wurden die Konstrukte 1 bis 5 (Abbildung 25) Uberprift, ob die Mutationen hier
einen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins haben.
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dsRed-mGBP6 Konstrukt anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

mGBP6-D5371 mGBP6-L532] mGBP6-E499D
E531M D537L

mGBP6-E481K E499D

D537L

W

GBP6-E481K E531M

m

Abbildung 25: Mutationskonstrukte 1-5. MEFs wurden transient transfiziert, iber Nacht mit IFNy
stimuliert und mit T. gondii fiir 2 h infiziert. Nach T. gondii Infektion rekrutieren die dsRed-mGBP6-
Konstrukte (rot) alle zum intrazellularen Parasiten (griin). Die MaRstabsbalken entsprechen 10 pm.

Abbildung 25 zeigt, dass die Lokalisation der mGBP6-Konstrukte nicht durch die
Aminosauren im Bereich zwischen Positionen 481 und 537 beeinflusst wird.
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Nachfolgend wurden Konstrukte untersucht mit Mutationen im Bereich zwischen
Aminosaure 542 bis zum Proteinende (Konstrukte 6-9, Abbildung 26 + Abbildung 27).

dsRed-mGBP6 Konstrukt anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung

mGBP6-L548Q M549L

mGBP6-D542N E590D

Abbildung 26: Mutationskonstrukte 6 und 7. Die MEFs wurden transient transfiziert, liber Nacht mit
IFNy stimuliert und mit T. gondii fir 2. Die Lokalisation der dsRed-mGBP6-Mutationskonstrukte (rot)
wurde nach T. gondii Infektion (griin) analysiert. Die MaRstabsbalken entsprechen 10 ym.

Abbildung 26 zeigt die Lokalisation von dsRed-mGBP6-Mutationskonstrukten, die
Mutationen im C-terminalem Proteinteil aufweisen. Diese scheinen Einfluss auf die
Lokalisation nach T. gondii Infektion zu haben. Denn schon bei der Doppelmutante
L548Q-M549L war die Fahigkeit zur Rekrutierung teilweise beeintrachtigt. Es zeigte sich
ein nicht ganz eindeutiges Bild, in dem es gleichermalien zu kolokalisierenden und
weiterhin zytoplasmatisch verteilten Konstrukte kam. Eindeutiger war das Ergebnis der
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mMmGBP6 Doppelmutante mit den Mutationen D542N und E590D (Abbildung 26, Bildreihe
3 und 4). Hier konnte nach transienter Transfektion des dsRed-mGBP6-
Mutationskonstrukts und IFNy-Stimulation eine deutlich verringerte Rekrutierung des
Proteins zur PV nach T. gondii Infektion beobachtet werden. Nachfolgend war es
interessant, ob die Doppelmutation dazu notwendig ist, oder ob die Mutation einer
einzelnen Aminosaure von beiden ausreicht, um die Lokalisation zu beeinflussen.

dsRed-mGBP6 Konstrukt anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

Abbildung 27: Mutationskonstrukte 8 und 9. Die MEFs wurden transient transfiziert, liber Nacht mit
IFNy stimuliert und mit T.gondii fur 2 h infiziert. Die Lokalisation der dsRed-mGBP6-
Mutationskonstrukte (rot) wurde nach T. gondii Infektion (griin) analysiert. Die MaRstabsbalken
entsprechen 10 pym.

mGBP6-D542N

mGBP6-E590D

Abbildung 27 zeigt, dass die Mutation D542N im dsRed-mGBP6-Konstrukt 8 die
Lokalisation nach IFNy-Stimulation Gber Nacht und T. gondii Infektion beeinflusst. Es
kommt zu einer verminderten Rate von rekrutierendem Protein. Der Austausch der
Aminosaure in der Sequenz, wie sie in mGBP10 vorkommt, Ubertragt damit die nicht-
rekrutierenden Eigenschaften von mGBP10 und somit spielt Asparaginsaure 542 eine
wichtige Rolle fur die Rekrutierung zur PVM.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass viele Mutationen von mGBP6 mit den
korrespondierenden Aminosauren aus mGBP10 keinen Einfluss auf die Lokalisation
haben, wahrend die Mutation D542N eine Kolokalisation verhindert.
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Tabelle 3 Uberblick der Mutationsanalyse von dsRed-mGBP6-Konstrukten. In der ersten Zeile ist die
Mutation beschrieben und in der letzten Spalte ob die Mutation einen Effekt auf die Kolokalisation
der mGBPs mit intrazelluldaren T. gondii hat.

X
o) m —
: & & B 2 B f % o7 &  ro
; > S [N = N N 3 © S lokalisation
mGBP6 ja
WT
mGBP10 X X X X X X X X X nein
WT
1 X ja
2 X ja
3 X ja
4 X X X X ja
5 X X X ja
6 X X beeintrachtigt
7 X X nein
8 X nein
9 X ja

Des Weiteren folgte die Untersuchung, ob analoge Aminosauren auch in mGBP10 und
mGBP2 wichtig flr die Lokalisation in der Zelle und an der PV sind. Dazu wurden in
wildtypischen pWPXL/GFP-mGBP10 bzw. pWPXL/GFP-mGBP2 Vektorkonstrukten die
Aminosaure mutiert, die homolog zu der Aminosaure 542 in mGBP6 ist. Bei mGBP10
handelte es sich um Asparagin 542 (N542) und bei mGBP2 um die Glutaminsaure an
Position 548. Damit ahnliche Bedingungen wie im Versuch mit den dsRed-mGBP6-
Konstrukten vorliegen, wurden die wildtypischen und mutierten Vektorkonstrukte von
mGBP2 und mGBP10 ebenfalls transient in MEFs transfiziert (Methoden, 3.1.3).
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GFP-mGPB10 anti-Sag1(7. gondii) Uberlagerung
Konstrukt

mGBP10-WT

mGBP10-N542D

Abbildung 28: Transiente Transfektion von mGBP10-N542D-Mutationskonstrukten. Die MEFs wurden
transient transfiziert, tiber Nacht mit IFNy stimuliert und mit T. gondii fiir 2 h infiziert. Die Analyse der
Kolokalisation von mGBP10 WT oder der N542D Mutante (griin) mit intrazellularen Toxoplasmen (rot)
erfolgte mit konfokaler Mikroskopie. Die MaRstabsbalken entsprechen 10 pm.

Die Ergebnisse fir die mGBP10-N542D-Mutante sind nicht eindeutig (Abbildung 28), in
fast allen mGBP10-N542D-positiven Zellen kommt es zu keiner Rekrutierung von
mGBP10 zur parasitophoren Vakuole. Allerdings kommt es vereinzelt zu einer
Rekrutierung, die bei wildtypischem mGBP10 nicht zu beobachten ist (Abbildung 28,
untere Bildreihe). Bei mGBP2 scheint die Mutation keinen Einfluss auf die Lokalisation
des Proteins nach T. gondii Infektion zu haben, es kommt weiterhin zu einer
Rekrutierung zur parasitophoren Vakuole (Abbildung 29). Auffallig ist, dass das mGBP2-
E548Q-Konstrukt im nicht-infizierten Zustand weniger die charakteristische, definierte
vesikulare Verteilung als andere rekrutierende mGBPs aufweist, sondern eher die
zytoplasmatische Verteilung nicht rekrutierender mGBPs (wie mGBP10) zeigt (Abbildung
29, untere Bildreihe; Vergleich mit Abbildung 28 obere Bildreihe).
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GFP-mGPB2 anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

.

Konstrukt

mGBP2-WT

mGBP2-E548N

Abbildung 29: Transiente Transfektion von mGBP2-E548N Mutationskonstrukten. Die MEFs wurden
transient transfiziert und tGber Nacht mit IFNy stimuliert. Am nachsten Tag erfolgte die Infektion mit
T. gondii und die Analyse der Kolokalisation von mGBP2 WT oder der E548N Mutante (griin) mit
intrazellularen Toxoplasmen (rot). Die MaBstasbbalken entsprechen 10 ym.

Zusatzlich zur transienten Transfektion wurde eine retrovirale Transduktion der mutierten
Proteine durchgefihrt (Methoden 3.1.3). Hierbei wurden die mGBP6 Mutanten in einen
mCherry-exprimierenden pWPXL-Vektor als Fusionsproteine kloniert. Als Kontrollen
wurden ebenfalls wildtypisches mGBP6 in den genannten Vektor kloniert sowie
Mutationskonstrukte, die in den vorangegangenen Untersuchungen keinen Einfluss auf
die Lokalisation von mGBP6 zeigten.
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mCherry-mGBP6  anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

mGBP6-D537L mGBP6 WT

mGBP6-E590D

Abbildung 30: mCherry-mGBP6 stabil exprimierende MEFs. Die Zellen wurden stabil mit den
jeweiligen mCherry-mGBP6 WT oder Mutationskonstrukten transduziert, nach mCherry-Expression
sortiert und fiir die IF eingesetzt. Dazu wurden sie lUiber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten
Tag mit T. gondii infiziert. Die Kolokalisation der mCherry-mGBP6-Konstrukte (rot) mit T. gondii
(griin) wurde analysiert. Zu sehen ist mGBP6 WT und die Mutanten D537L und E590D. Die
MafRstabsbalken entsprechen 10 ym.

Zunachst wurden die Kontrollen auf Kolokalisation von mCherry-mGBP6 und
intrazelluldaren T. gondii untersucht. Es zeigte sich, dass weder die Mutation mGBP6-
D537L (Abbildung 30, mittlere Bildreihe) noch die Mutation der Glutaminsaure 590 zur
Asparaginsaure einen Effekt auf die Lokalisation von mCherry-mGBP6 nach T. gondii
Infektion hatte. Diese Ergebnisse stimmen mit der transienten Transfektion der

Konstrukte Uberein.
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mCherry-mGBP6  anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung

..
.

Abbildung 31: mCherry-mGBP6 stabil exprimierende MEFs. Die MEFs wurden stabil mit den
jeweiligen mCherry-mGBP6 WT oder Mutationskonstrukten transduziert, nach mCherry-Expression
sortiert und fiir die Immunfluoreszenzfarbung eingesetzt. Dazu wurden sie liber Nacht mit IFNy
stimuliert und am nachsten Tag mit T. gondii infiziert. Die Kolokalisation der mCherry-mGBP6
Konstrukte (rot) mit T. gondii (griin) wurde analysiert. Zu sehen ist mGBP6 WT und die Mutante
D542N. Der Pfeil markiert eine Kolokalisation von mCherry-mGBP6 mit der PV. Der MaRstabsbalken
entsprechen 10 pym.

mGBP6 WT

mGBP6-D542N

Der Vergleich der Lokalisation zwischen wildtypischem mCherry-mGBP6 und der
Mutante mGBP6-D542N (Abbildung 31) zeigt eine stark verringerte Kolokalisation
zwischen Parasiten und der Asparaginsdure-Mutante. Bei manchen intrazellularen
Parasiten kann eine Lokalisation des mCherry-mGBP6 an der PV beobachtet werden
(Abbildung 31, untere Bildreihe, Pfeil), dennoch zeigt sich bei der Auswertung
intrazellularer Parasiten bezuglich ihrer Kolokalisation mit mCherry-mGBP6, dass es
durch die Mutation zu einer Beeintrachtigung der Kolokalisation kommt.
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Tabelle 4: Auswertung der Kolokalisation von mCherry-mGBP6 Konstrukten mit intrazellularen
T. gondii. Es wurden jeweils 200 intrazellulare Parasiten untersucht und der Prozentsatz derer
bestimmt, die mit den mGBP6-Konstrukten kolokalisieren.

Konstrukt % Kolokalisation
mCherry/mGBP6 WT 77
mCherry/mGBP6 D537N 60
mCherry/mGBP6 D542N 38
mCherry/mGBP6 E590D 50

Die Mutationsanalysen zeigen, dass Asparaginsaure 542 eine fur die Translokation von
mGBP6 wichtige Aminosaure ist. Wird diese zu Asparagin mutiert, wie es an der
analogen Stelle im nicht-rekrutierendem mGBP10 vorliegt, ist die Translokation
beeintrachtigt.

4.2.5 Inhibition der Sekretion von Rhoptrien Proteinen mittels 4'-
Bromophenacyl Bromid

Intrazellulare Parasiten haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um der
Immunabwehr des Wirtes zu entgehen, wie die Bildung der parasitophoren Vakuole bei
T. gondii wahrend der Invasion in die Wirtszelle (Joiner et al., 1994; Schwab et al.,
1994). Aber schon vor und wahrend des aktiven Eindringens in die Wirtzelle werden vom
Parasiten verschiedene Effektormolekile in die Wirtszelle sekretiert (Boothroyd und
Dubremetz, 2008). Hierbei sind die sekretorischen Organellen, die Mikroneme,
Rhoptrien und die Dichten Granula beteiligt. Die sekretierten Effektormolekile
unterscheiden sich je nach Pathogenitat des Toxoplasma-Stammes (Behnke et al.,
2011; Saeij et al., 2005; Taylor et al., 2006). So unterscheiden sich zum Beispiel
virulente Typ | Stamme (BK, RH) vom intermediar virulenten Typ Il Stamm (ME49) in
ihren sekretierten ROP-Kinasen (Saeij et al., 2005; Taylor et al., 2006). Diese ROP-
Kinasen beeinflussen je nach Pathogenitat Signalwege innerhalb der Wirtszelle.

Die Rekrutierung der mGBPs um die PV von T. gondii ist ebenfalls abhangig von der
Virulenz des Stammes. So haben virulente Stamme wie BK und RH Mechanismen
entwickelt, um die Rekrutierung der mGBPs zu verhindern (Degrandi et al., 2007,
Virreira Winter et al., 2011). Es koénnte sein, dass auch hier die zur unterschiedlichen
Virulenz  beitragenden ROP-Kinasen wichtig sind und das unterschiedliche
Rekrutierungsverhalten begrinden. Um aufzukldren, ob die ROP-Kinasen fir die
Unterschiede in der Rekrutierung der mGBPs nach Infektion mit virulenten Typ |
Stdmmen (BK, RH) oder intermediar virulenten Typ Il (ME49) verantwortlich sind, wurde
die Sekretion der ROP-Kinasen durch den Inhibitor 4-Bromophenacyl Bromid (4-BPB)
gehemmt (Ravindran et al., 2009). Dies beeintrachtigt allerdings auch die Invasion der
Parasiten in die Wirtszelle, daher wurde in den folgenden Versuchen die Infektionszeit
auf 3 h erhoht. Ziel war es, herauszufinden, ob durch die Inhibition der ROP-Proteine in
virulenten T. gondii-Stammen, eine erhohte Rekrutierung der mGBPs um die PV zu
beobachten ist.
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GFP-mGBP2 anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung

Abbildung 32: Einfluss von 4-BPB auf die mGBP2 Rekrutierung nach T. gondii ME49-Infektion. GFP-
mGBP2-exprimierende MEFs wurden tiber Nacht mit IFNy stimuliert. Die Toxoplasmen wurden fiir
30 min vor Infektion mit 0,1 pM oder 0,5 uM des Inhibitors behandelt. Es folgte die Infektion der MEFs
und die Analyse der Kolokalisation zwischen GFP-mGBP2 (griin) und intrazelluldaren Parasiten (rot).
Die MaRstabsbalken entsprechen 10 pm.

0,1 uM 4-BPB

T. gondii ME49

0,5 uM 4-BPB

Im Versuch wurde der Inhibitor 4-BPB zunachst im Zusammenhang mit Typ || ME49
Toxoplasmen getestet. Die Parasiten wurden fir 30 min mit entsprechenden
Konzentrationen des Inhibitors 4-BPB pra-inkubiert. Nach einem Waschschritt erfolgte
die Infektion von GFP-mGBP2-exprimierenden MEFs, die zuvor Uber Nacht mit IFNy
stimuliert worden waren. Abbildung 32 zeigt, dass weder 0,1 uM noch 0,5 uM des
Inhibitors Einfluss auf die mGBP2 Rekrutierung hat. Hohere Konzentrationen von 1 uM
und 5 uM wurden ebenfalls getestet, allerdings verhindern diese hohen Konzentrationen
das Eindringen der Parasiten in die Wirtszelle (nicht gezeigt). Die BK-Parasiten wurden
parallel zu den ME49-Toxoplasmen 30 min vor Infektion mit dem Inhibitor 4-BPB pra-
inkubiert und anschlieflend gewaschen. Die Parasiten fir den Kontrollansatz wurden mit
entsprechenden Mengen DMSO behandelt, da der Inhibitor in DMSO geldst wurde.

In Abbildung 33 sind die Ergebnisse dargestellt. Ohne 4-BPB, kommt es nach BK-
Infektion zu keiner Rekrutierung von mGPB2 um die PV herum. Schon geringe Mengen
Inhibitor (0,1 uM) reichen aus, um die Menge an GFP-mGBP2-positiven Vakuolen zu
erhohen. Bei erhdhter Inhibitorkonzentration von 0,5 yM steigt die Zahl der mGBP2-
positiven intrazelluldren Parasiten nicht weiter. Ab 1 yM 4-BPB werden keine Zellen
mehr infiziert. Das Eindringen in die Wirtszelle wird durch hohe Konzentrationen des
Inhibitors verhindert, allerdings nicht die Anlagerung der Parasiten an die aulRere
Wirtszellmembran. Das konnte im Versuch wie von Ravindran (Ravindran et al., 2009)
beschrieben beobachtet werden.

Die quantitative Auswertung des Versuches ist schwierig, da nur wenige Parasiten in die
Zellen eindringen. Es wurden fur die quantitative Auswertung pro Versuch 100
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intrazellulare Parasiten gezahlt und bestimmt, ob die PV von GFP-mGBP2 umgeben,
also GFP-mGBP2-positiv ist. Die Zahlen in Tabelle 4 zeigen die Mittelwerte von drei
Versuchen.

Tabelle 5 Einfluss des Inhibitors 4-BPB auf die Kolokalisation von mGBP2 nach ME49- und BK- T.

gondii Infektion von MEFs. Fiir entsprechende Details siehe Text.

ohne Inhibitor 0,1 uM 4-BPB 0,5 uM 4-BPB
ME49 50,6% 40,3% 36,5%
BK 4,5% 12 % 12,5%
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GFP-mGBP2 anti-Sag1 (T. gondii) Uberlagerung
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Abbildung 33: Einfluss des Inhibitors 4-BPB auf die Relokalisation von mGBP2 nach BK- T. gondii
Infektion. GFP-mGBP2-exprimierende MEFs wurden iiber Nacht mit IFNy stimuliert. Die Toxoplasmen
wurden fiir 30 min vor Infektion mit 0,1 uM oder 0,5 uM des Inhibitors behandelt und anschlieRend
gewaschen. Es folgte die Infektion der MEFs und die Analyse der Kolokalisation zwischen GFP-
mGBP2 (griin) und intrazellularen Parasiten (rot). Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.
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Die Ergebnisse der Versuche mit dem ROP-Inhibitor 4-BPB zeigen, dass die
Rekrutierung von mGBP2 nach Infektion mit Typ | BK-Toxoplasmen durch sezernierte
ROP-Proteine verhindert wird. Durch die Inhibierung der ROP-Sezernierung kommt es
zu einer erhdhten Translokation von mGBP2 an die PV.

4.2.6 Selektive Permeabilisierung der parasitophoren
Vakuolenmembran zur Topologiebestimmung von mGBP2

Um die Funktionalitat der mGBP-Rekrutierung um die PV herum naher charakterisieren
zu konnen, ist es wichtig zu wissen, welche Topologie die mGBPs an der PV aufweisen.
Wo genau die mGBPs anlagern oder mit der PVM interagieren, ob die mGBPs an der
zytoplasmatischen Seite der PVM agieren, es eine Integration in die PVM gibt, oder ob
die mGBPs sogar die PVM passieren und im Inneren der parasitophoren Vakuole
wirken, sollte aufgeklart werden.

Hierzu wurden daher selektive Permeabilisierungs-Versuche durchgefihrt (Methoden,
3.2). Dazu wurde das Protokoll der Immunfluoreszenz Farbung dahingehend
abgeandert, dass unterschiedliche Konzentrationen an Saponin zur Permeabilisierung
von Membranen eingesetzt wurden. Bei geringen Konzentrationen (0 - 0,001%) Saponin
soll lediglich die auflere Wirtszellmembran permeabilisiert und somit zuganglich fir
Antikérper werden (Beckers et al. 1994). Es kommt bereits durch die Fixierung mit PFA
zu einer Permeabilisierung der auleren Wirtszellmembran (Mc Carthy, 2007), daher
kénnen schon ohne Saponin Antikérper in die Zelle gelangen und Proteine detektieren.
Wird die Saponinkonzentration erhéht (0,02 — 0,15 %) kommt es auch zu einer
Permeabilisierung der parasitophoren Vakuolenmembran und der Exposition von
parasitaren Oberflachenproteinen, sodass Antikérper binden kdénnen (Beckers et al.,
1994).
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anti-mGBP2 anti-Sag1 (7. gondii) Durchlicht Uberlagerung
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Abbildung 34: Selektive Permeabilisierung von murinen embryonalen Fibroblasten. Wildtyp MEFs
wurden liber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten Tag mit T. gondii (ME49) fiir 2 h infiziert. Die
MaRstabsbalken entsprechen 10 pm.

Der Versuch mit dem intermediar virulenten Typ Il T. gondii-Stamm ME49 ist in
Abbildung 34 gezeigt. Wahrend des Versuchs ist aufgefallen, dass auch schon ohne
Permeabilisierung mit Saponin, Signale der Antikdrper gegen zytosolisches mGBP2 und
selten gegen das Toxoplasma-Oberflachenprotein Sag1, zu detektieren waren. So zeigte
sich, dass von 100 intrazelluldaren Toxoplasmen bereits 50 % positiv bezuglich eines
mGBP2 Signals waren, 38 % der intrazellularen Parasiten waren positiv fur mGBP2 und
Sag1. AuBerdem konnten 12 % intrazellulare Parasiten als mGBP2-negativ, aber Sag1-
positiv identifiziert werden. Die Verteilung mit der sehr geringen Saponinkonzentration
von 0,001% war ahnlich wie die im Ansatz ohne Saponin. Mit einer Konzentration von
0,15% Saponin zeigt sich eine Verteilung, wie sie sich auch im Standardversuchsansatz
zeigt. Zur Ubersicht wurden die Werte in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Der gleiche Versuch wurde mit den virulenten Typ | T. gondii-Stamm BK durchgefihrt.

ohne Saponin

0,001% Saponin

0,15 % Saponin

anti-mGBP2 anti-T. gondii Durchlicht Uberlagerung

T~
~—

Abbildung 35: Selektive Permeabilisierung nach Infektion mit T. gondii Stamm BK; intrazellulare
ungefarbte Parasiten sind durch Pfeile markiert. Die WT MEFs wurden liber Nacht IFNy stimuliert und
am nachsten Tag fiir 2 h mit T. gondii infiziert. Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.

Nach Infektion mit BK-Toxoplasmen und einer Permeabilisierung ohne oder mit 0,001 %
Saponin konnte eine vesikulare mGBP2-Verteilung in der Wirtszelle beobachtet werden.
Es konnten nur sehr wenige Sag1-positive BK-Parasiten detektiert werden (3 % bzw. 30
%, siehe Abbildung 35 und Tabelle 6). Ahnliches zeigte sich mit einer hoheren
Saponinkonzentration (0,15 %). Auch hier wurde, den Erwartungen entsprechend, ein
sehr geringer Anteil an Kolokalisation von mGBP2 mit den virulenten Parasiten
beobachtet (1 %), aber die Saponinkonzentration reichte aus, um die PVM zu
permeabilisieren, wodurch nahezu alle intrazellularen Parasiten vom Antikérper
detektiert wurden (99 %).
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Tabelle 6 Auswertung selektive Permeabilisierung; *=Differenz zu 100 % entsprechen ungeférbte,
intrazelluldre Parasiten; n.d. nicht determinierbar.

MEA49 T. gondii BK T. gondii
mGBP2+ mGBP2+ mGBP2- | mGBP2+ mGBP2+ mGBP2-
Sag1- Sag1+ Sag1+ Sag1- Sag1+ Sag1+
ohne 50 % 38 % 12 % n.d. n.d. 3%

Saponin
0,001 % 64 %* 22 %* 10 %* n.d. n.d. 30 %
Saponin
0,15 % n.d. 57 % 43% n.d. 1% 99 %
Saponin

So zeigt sich in diesem Versuch, dass nach Infektion mit ME49-Toxoplasmen schon
ohne bzw. mit wenig Saponin auch Sag1-positive parasitophore Vakuolen detektiert
werden konnen. Dies ist nach Infektion mit BK-Toxoplasmen nicht der Fall, hier kénnen
ohne ausreichende Saponinkonzentrationen kaum Sag1-positive Vakuolen detektiert
werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die mGBPs wahrscheinlich an der
zytoplasmatischen Seite der PVM anlagern. AuRerdem kénnen nach Infektion mit ME49-
T. gondii auch ohne Permeabilisierung Parasiten mittels oberflachenproteinspezifischen
Antikérper (anti-Sag1) von T. gondii detektiert werden. Dies ist nicht der Fall nach einer
Infektion mit virulenten Typ | BK-Toxoplasmen. Es kann somit postuliert werden, dass
die Anlagerung von mGBP2 an die PVM zu einer Permeabilisierung der PV Membran
fuhrt.

4.2.7 Abhangigkeit der Translokation zur T. gondii PV von
mGBP2 und p62/SQSTM1

Bereits im Abschnitt 4.1.2 wurde die Kolokalisation von mGBP2 und p62/SQSTM1
beschrieben. Diese Kolokalisation sollte im Folgenden funktionell genauer beschrieben
werden. Dazu wurde in einer Kinetik Uberprift, ob die Kolokalisation von mGBP2 und
p62/SQSTM1 an der parasitophoren Vakuole zeitgleich erfolgt und somit Riickschliisse
auf eine funktionelle Abhangigkeit der Proteine gezogen werden kénnen (Abbildung 36).
Dazu wurden GFP-mGBP2 exprimierende MEFs wie im vorherigen Ansatz IFNy
stimuliert und mit T. gondii infiziert. Die Fixierung und Fluoreszenzfarbung erfolgte
allerdings in einer Kinetik. Der erste Zeitpunkt flr die Farbung wurde auf finf Minuten
nach Infektion festgelegt, es folgten 10, 15, 20, 30 und 60 min nach Infektion. Bereits
funf Minuten nach Infektion konnte man in wenigen Zellen erste mGBP2-positive PVs
detektieren (nicht gezeigt). Zehn Minuten nach Infektion stieg der Anteil der GFP-
mGBP2-positiven parasitophoren Vakuolen deutlich. Ein punktuelles p62/SQSTM1
Signal wurde allerdings erst nach ca. 15 min an der PV detektiert (Pfeil), welches auch
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mit GFP-mGBP2 kolokalisierte. Ein deutliches, mit mGBP2 kolokalisierendes
p62/SQSTM1-Signal um die gesamte Vakuole konnte nach 20 min beobachtet werden
(Abbildung 36).

GFP-mGBP2

anti-p62/SQSTM1 Uberlagerung

10 min p.l.

15 min p.l.

20 min p.l.

30 min p.l.

Abbildung 36: Kinetik der Kolokalisation von GFP-mGBP2 (griin) und p62 (rot) an der PV
intrazelluldarer Parasiten. Erste kolokalisierende GFP-mGBP2/p62-Signale wurden nach 15 min
beobachtet und mit Pfeilen markiert. Die MaBstabsbalken zeigen eine Einheit von 10 pm.

Aufgrund der Kolokalisationsergebnisse aus dem allgemeinen Versuchsaufbau
(Abbildung 6) und der Kinetik folgte die Fragestellung, ob die Lokalisation an der
parasitophoren Vakuolenmembran von p62/SQSTM1 etwa mGBP2-abhangig ist oder
eventuell eine Abhangigkeit der mGBP-Lokalisation von p62/SQSTM1 besteht. Um dies
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weiter aufzuklaren, wurden Lokalisationsstudien in mGBP2-defiziente Zellen, als auch in
p6/SQSTM12 ,knock down* Zellen durchgefuhrt.

Dazu war es zunachst notwendig, die p62/SQSTM1 Expression auszuschalten bzw.
herunter zu regulieren. Dies wurde in dieser Arbeit mittels kleinen interferierenden RNA-
Molekilen (small interfering RNA, siRNA) erreicht (Elbashir et al., 2001). Dabei handelt
es sich um kurze, einzelstrangige, nicht-kodierende RNA-Molekile, die im Rahmen der
RNA-Interferenz in Zellen die Genexpression regulieren konnen. Der Prozess der RNA-
Interferenz ist ein natdrlicher Mechanismus in Eukaryoten. Durch die Wechselwirkung
mit komplementaren kurzen RNA-Sequenzen kommt zum Abbau kodierender mRNA
und somit wird die Genexpression des Zielproteins herunter-reguliert (Silencing, ,knock
down").

Fur den Versuch wurde ein Vektor mit entsprechender Zielsequenz oder mit einer
zufalligen Sequenz (,scrambled) als Kontrolle in NIH3T3-Fibroblasten und GFP-
mGBP2-exprimierende MEFs stabil eingebracht. Die stabil exprimierenden Klone
wurden mittels Puromycin-Resistenz vermehrt und auf einen Gen-,knock down“ mittels
gRT-PCR getestet (nicht gezeigt). Mdgliche ,knock-down“-Klone wurden herangezogen
und die Proteinexpression mittels Western Blot-Verfahren tberprift (Abbildung 37).

P62/SQSTM1 [Wl ~ ==
B-Aktin

Abbildung 37: Western Blot. p62/SQSTM1 knock down in GFP-mGBP2-exprimierenden MEFs.
Zelllysat verschiedener Klone wurde auf p62/SQSTM1-Expression analysiert. Dies wurde mit anti-
p62/SQSTM1 oder anti-3-Aktin durchgefiihrt Als Kontrolle diente eine siRNA mit zufalliger Sequenz
(scrambled) und als Ladekontrolle 3-Aktin.

Solchermalien verifizierte ,knock-down“-Zellen wurden flir Kolokalisationsstudien mittels
konfokaler Mikroskopie eingesetzt. Hierzu wurden wie bereits beschrieben die Zellen

Uber Nacht mit IFNy stimuliert und danach mit T. gondii fur 2 h infiziert (Abbildung 38).
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GFP-mGBP2 anti-GBP1 anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung

Kontroll siRNA

10 ym 10 pm

Klon 31

Abbildung 38: p62 ,knock down" in GFP-mGBP2-exprimierenden MEFs. Im Versuch wurde der
verifizierte knock down Klon 31 verwendet und ein Klon transfiziert mit Kontroll siRNA. Es wurde die
Lokalisation von GFP-mGBP2 (griin), mGBP1 (gelb) nach IFNy-Stimulation liber Nacht und T. gondii
Infektion fiir 2 h analysiert. Die MaRstabsbalken entsprechen 10 pm.

In den verifizierten p62/SQSTM1 herunter-regulierten Zellen konnte weder von mGBP2
noch von mGBP1 eine deregulierte Lokalisation beobachtet werden. Eine p62/SQSTM1-
Kontrollfarbung war in diesem Ansatz aufgrund der gleichen
Sekundarantikdrperspezifitdt mit dem anti-Sag1 Toxoplasmenantikérper nicht maoglich,
wurde aber in anderen Versuchen Uberprift (nicht gezeigt). Daraus lasst sich folgern,
dass die beobachtete Kolokalisation von p62/SQSTM1 und mGBP2 keinen Einfluss auf
die Lokalisationsdnderung der mGBPs nach T. gondii Infektion hat. Allerdings kdnnte es
sein, dass eine umgekehrte Abhangigkeit der Lokalisation vorliegt, also die Lokalisation
von p62/SQSTM1 an der PVM abhadngig von mGBP2 ist. Daher wurden
Kolokalisationsstudien mit p62/SQSTM1 und T. gondii in mGBP2 defizienten Zellen
durchgefihrt.
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anti-mGBP2 anti-p62/SQSTM1 Durchlicht Uberlagerung

Abbildung 39: p62-Lokalisation in mGBP2 defizienten MEFs nach IFNy-Stimulation iiber Nacht und
T. gondii Infektion fiir 2 h. Nach Infektion sind die intrazelluldren Parasiten im Durchlicht nur schwer
zu erkennen (Pfeile). Die Farbung mit dem anti-mGBP2 Antikérper diente zur Kontrolle, es konnte
kein Signal detektiert werden (erste Spalte). Die MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.

+ IFNy
uninfiziert

mGBP2 ko

+ IFNy, T. gondii
infiziert

Der Versuch zeigt, dass die Lokalisation von p62/SQSTM1 in mGBP2-defizienten
Fibroblasten nicht beeintrachtigt ist. Die intrazellularen Parasiten sind nach Infektion nur
schwer im Durchlicht zu erkennen und wurden daher mit Pfeilen markiert (Abbildung 39).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es nach IFNy-Stimulation zu kolokalisierenden
Vesikeln kommt, die positiv fur mGBP2 und p62/SQSTM1 sind. Auch nach T. gondii
Infektion kommt es zu einer Kolokalisation an der parasitophoren Vakuolenmembran.
Allerdings scheint die Rekrutierung von mGBP2 und p62/SQSTM1 voneinander
unabhangig zu sein. Denn in mGBP2 defizienten Zellen kommt es zu einer
Kolokalisation von p62/SQSTM1 mit dem intrazellularen Parasiten und auch in
p62/SQSTM1 ,knock-down* Zellen zeigt sich eine Kolokalisation von mGBP2 und
mGBP1 mit der PVM.

4.3 mGBPs im Zusammenhang mit Autophagie

4.3.1 ATG5-Abhangigkeit der mGBP2 Kolokalisation

Eine Verbindung zwischen mGBPs und Autophagie zeigt sich schon in den
Experimenten mit p62/SQSTM1, einem fir die Autophagie wichtigen Adapterprotein
(Pankiv et al., 2007). Es ist beschrieben, dass Autophagie nicht nur eine Rolle spielt, um
Nahrstoffmangel zu Uberbricken, indem Zellkompartimente ,selbstverdaut® werden
(Alberts B, 2002), sondern auch einen wichtigen Mechanismus fur die Abwehr
intrazellularer Pathogene darstellt (Deretic et al., 2009). Weiterhin wurde fir andere
IFNy-induzierte GTPasen, den IRGs (immune related GTPases), beschrieben, dass die
Kolokalisation mit intrazelluldaren Parasiten eine ATG5-Abhangigkeit aufweist (Zhao et
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al., 2008). Das Protein ATG5 (Autophagie Protein 5) ist wichtig fir die Elongation der
Membranen von Autophagosomen (Youle und Narendra, 2011).

Zur Untersuchung ob das Autophagieprotein ATG5 wichtig fur die Rekrutierung von
mGBP2 an die PV ist, wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit ATG5-defizienten MEFs
durchgefiihrt. Die Zellen wurden tber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten Tag fur
2 h mit T. gondii infiziert. Es wurde mittels Antikbrper endogenes mGBP2 gefarbt und die
Parasiten mit Hilfe des Oberflachenmarkers Sag1 detektiert (Abbildung 40).

anti-GBP2 anti-Sag1 (7. gondii) Uberlagerung

Abbildung 40: mGBP2-Lokalisation in ATG5” und ATG5"™ MEFs. Die Zellen wurden iiber Nacht mit
IFNy stimuliert und am nachsten Tag mit ME49-T. gondii infiziert. Die Kolokalisation zwischen
mGBP2 (griin) und intrazellularen Toxoplasmen (rot) wurde analysiert. Die MaRstabsbalken
entsprechen 10 pm.

IFNy stimuliert

ATG 5 7"

IFNy stimuliert, 7. gondii infiziert

+/+

ATG5
IFNy stimuliert,
T. gondii infiziert
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Im Vergleich zu wildtypischen ATG5-MEFs (Abbildung 40, Bildreihe 4), in denen bei ca.
60 % der intrazellularen Parasiten ein mGBP2-positives Signal an der PV zu detektieren
ist, zeigte sich in ATG5-defizienten MEFs (Abbildung 40, Bildreihe 1-3) eine deutlich
verringerte Kolokalisation bei nur ca. 6 % der intrazelluldaren Parasiten. In diesem
Versuch wurde endogenes Protein mit einem mGBP2-spezifischem Antikorper gefarbt.
Es wurden ATG5"* und ATG5™ Zellen mit einem GFP-mGBP2-exprimierenden Vektor
stabil transduziert. Diese Zellen wurden dann fir Immunfluoreszenzfarbungen
eingesetzt. Dazu wurden sie Uber Nacht mit IFNy stimuliert und am nachsten Tag fur 2 h
mit T. gondii infiziert. Die Versuche mit diesen GFP-mGBP2 Uberexprimierenden ATG5-
defizienten MEFs zeigten eine dhnliche Tendenz wie in den Versuchen mit dem anti-
mGBP2 Antikorper. Sie zeigten eine verringerte Kolokalisation von mGBP2 mit
intrazelluldren Toxoplasmen in den ATG5-defizienten im Vergleich zu den ATGS
wildtypischen Fibroblasten. In ATG5"* MEFs zeigte sich eine Kolokalisation von GFP-
mMmGBP2 mit der PV bei ca. 50% der intrazellularen Parasiten. Im Vergleich dazu konnte
in den GFP-mGBP2-exprimierenden ATG5” MEFs nur eine Kolokalisation von GFP-
mGBP2 und Sag1 bei 30 % der intrazellularen Parasiten detektiert werden (Daten nicht
gezeigt).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kolokalisation von mGBP2
mit intrazellul&ren Toxoplasmen in ATG5-defizienten Fibroblasten (ATG5” MEFs)
beeintrachtigt ist (Abbildung 40). Durch die ATG5-Abhangigkeit der Kolokalisation von
mMmGBP2 mit dem Parasiten kam die Fragestellung auf, ob die Rekrutierung der mGBPs
vom Prozess der Autophagie abhangig ist. Um dies zu klaren, wurden im folgenden
Versuch verschiedene Autophagie-Inhibitoren eingesetzt (Abbildung 41), um eine
Abhangigkeit der Kolokalisation von Autophagie-Prozessen nachzuweisen.

Autophagie kann durch unterschiedliche Inhibitoren gehemmt werden. So kénnen 3-
Methyladenin (3-MA) oder Wortmannin (WM) eingesetzt werden (Blommaart et al., 1997;
Powis et al., 1994; Vlahos et al., 1994). Sie hemmen Phosphoinositid-3 Kinasen (PI3K)
des Types Il (Knight und Shokat, 2007; Kong und Yamori, 2008) und blocken
Autophagie dadurch, dass sie die Produktion von Phosphatidylinsositol-3-Phosphat
(PI3P) durch die Typ lll PI3K verhindern (Petiot et al., 2000). Vinblastin (VIN) induziert
die Akkumulation von autophagischen Vesikeln, aber der Abbau dieser Vesikel durch
Verschmelzung mit dem Lysosom wird verhindert und somit Autophagie inhibiert
(Gordon und Seglen, 1988; Hoyvik et al., 1986; Munafo und Colombo, 2001).
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GFP-mGBP2 anti Sag1 (T. gondii) Uberlagerung

untreated

IFNy stimuliert, 7. gondii infiziert
1 uM WM

5 mM 3-MA

10 pM VIN

Abbildung 41: Einfluss verschiedener Autophagie-Inhibitoren auf die GFP-mGBP2-Kolokalisation mit
T. gondii in wildtypischen MEFs; in der ersten Spalte ist das GFP-mGBP2-Signal abgebildet, in der
zweiten Spalte T. gondii markiert mittels anti-Sag1-Antikorpern und in der letzten Spalte die
Uberlagerung der Signale. In der ersten Zeile ist die unbehandelte Kontrolle gezeigt, Zeile zwei zeigt
Wortmannin (WM), in der dritten Zeile sind die 3-Methyladenin (3-MA) und in der letzten Zeile
Vinblastin (VIN) behandelte Zellen; die MaBstabsbalken entsprechen 10pm

Im Versuch wurden GFP-mGBP2-exprimierende MEFs Uber Nacht mit IFNy stimuliert
und am nachsten Tag fur 30 min mit den in der Literatur etablierten Konzentrationen der
Inhibitoren vor-inkubiert (Blommaart et al., 1997; Munafo und Colombo, 2001; Seglen
und Gordon, 1982). Dann erfolgte die Infektion mit T. gondii fir 2 h. Anschlielend fand
die Fluoreszenzfarbung wie beschrieben statt (Methoden 3.1.5). Die Analyse wurde am
konfokalen Fluoreszenzmikroskop durchgefuhrt.
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Unterschiedliche Konzentrationen der Inhibitoren wurden getestet. Fir Wortmannin
(WM) wurde 50 nM und 1 uM eingesetzt. Ein Unterschied konnte am Mikroskop nicht
festgestellt werden, in beiden Fallen kam es zu leicht verringerten Frequenzen von ca.
40 % Kolokalisation zwischen mGBP2 und T. gondii, im Kontrollansatz ohne Inhibitor
konnte eine Kolokalisationsrate von 56 % der intrazelluldaren Toxoplasmen festgestellt
werden. Auch die Inkubation mit 3-Methyladenin (3-MA) oder Vinblastin (Vin) hatte
keinen Einfluss auf die Rekrutierung von mGBP2 zur parasitophoren Vakuole.
Abschlieend lasst sich sagen, dass die mGBP2-Rekrutierung ATG5-abhangig zu sein
scheint, allerdings unabhangig von der Inhibition der Autophagie mittels chemischer
Modulatoren.

4.3.2 Basale LC3 Level in mGBP2 defizienten MEFs

Fir humanes GBP1 und GBP2 wurde beschrieben, dass Fibroblasten mit einem ,knock-
down* fur hGBP1/hGBP2 veranderte Autophagielevel, gemessen mittels LC3 und
p62/SQSTM1 aufweisen (Al-Zeer et al., 2013). Aufgrund dieser Beobachtung und der
Ergebnisse, die einen Zusammenhang zwischen mGBP2 und den fir die Autophagie
wichtigen Proteinen p62/SQSTM1 und ATGS zeigen, wurde im Folgenden analysiert, ob
es in mGBP2-defizienten Fibroblasten zu veranderten Autophagiedynamiken kommt.
Somit koénnen Ruckschlisse gezogen werden, ob mGBP2 einen Einfluss auf den
Prozess der Autophagie-vermittelten Abwehr von intrazellularen Parasiten hat.

Fur diesen Versuch wurden primare wildtypische oder mGBP2-defiziente MEFs
verwendet. Diese wurden Uber Nacht mit IFNy stimuliert oder als nicht stimulierte
Kontrollen mitgefihrt. Des Weiteren wurde ein Teil der Zellen Uber Nacht unter ,Hunger*-
Bedingungen (Mangelmedium HBSS) gehalten, um Autophagie zu induzieren (Li et al.,
2013). Das Medium halt den pH und die osmotische Balance aufrecht, enthalt aber keine
Nahrstoffe auller essentiellen anorganischen lonen. Anfanglich wurde eine HBSS-
Inkubation von 4 h getestet, nach der in den mGBP2-MEFs keine Induktion von
Autophagie zu erkennen war, daher wurde die Inkubationszeit auf 10 h ausgeweitet. Als
Marker flr Autophagie wurde LC3 eingesetzt, dies gilt als verlasslicher
Autophagosomenmarker (Mizushima und Yoshimori, 2007). Wahrend der Autophagie
reift LC3-l zu LC3-Il, daher stellt die Umsetzung von LC3-l zu LC3-1l einen Marker fur die
Aktivitat der autophagischen Proteolyse dar. Dabei korreliert die Menge an LC3-1l mit der
Anzahl der Autophagosomen. Die Halbwertszeit von LC3-Il ist sehr kurz, da es wahrend
der Autophagie im Autophagolysosom abgebaut wird (Mizushima und Yoshimori, 2007).
Um dennoch die Aktivitdt der autophagischen Proteolyse ermitteln zu kdnnen, wird der
Inhibitor Bafilomycin A1 eingesetzt (Yamamoto et al., 1998). Dieser verhindert die Fusion
zwischen Autophagosom und Lysosom und somit die Bildung des Autophagolysosoms
(Yamamoto et al., 1998). Durch die Inhibition der Fusion zwischen Autophagosom und
Lysosom kommt es zu einer Anreicherung der Autophagosomen und somit zu einer
Anreicherung von LC3-Il und die Umsetzung zwischen LC3-I zu LC3-Il kann verfolgt
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werden. Die Umsetzung des Proteins kann durch die unterschiedlichen Grélen verfolgt
werden, LC3-| zeigt eine Bande bei 18 kDa und LC3-Il ist bei 16 kDa zu detektieren
(Mizushima und Yoshimori, 2007).

X N N N
AV v 7 Vv
R N4 < 3
S FLFE L K
IFNy - - + 4+ - - + +
HBSS - - - - 4+ + + +
BAF  + + + + + + + +
anti-LC3 . > o . |LC3|

anti-p62 | e w= @ -

B-Aktln - - - - -

Abbildung 42: Western Blot-Analyse von LC3 und p62/SQSTM1 in primdaren WT und mGBP2-
defizienten MEFs. Es werden die Blots eines Experiments gezeigt, exemplarisch von n=3
Experimenten. Im oberen Abschnitt wurde der Blot mit einem anti-LC3 Antikorper und mit einem anti-
p62/SQSTM1 Antikorper inkubiert (mittig), gestripped und die Proteinmengen mit einem anti-B-Aktin
Antikorper (unterer Abschnitt) kontrolliert.

Abbildung 42 zeigt die Induktion der Autophagie in mGBP2" MEFs. Die Zellen wurden
Uber Nacht mit IFNy stimuliert oder nicht behandelt. Autophagie wurde induziert, indem
die Zellen Uber Nacht im Mangelmedium (HBSS) inkubiert wurden. Um die Umsetzung
von LC3-l zu LC3-Il verfolgen zu kénnen, wurde den Kulturmedien Bafilomycin A1
zugesetzt. Die Induktion der Autophagie lasst sich zusatzlich durch den Abbau des
Adapterproteins p62/SQSTM1 verfolgen (Germain et al.,, 2011; Mizushima und
Yoshimori, 2007). In Abbildung 42 zeigt sich, dass die p62/SQSTM1-Proteinlevel mit
Induktion der Autophagie abnehmen.

Um feststellen zu kdnnen, ob die Induktion der Autophagie in den mGBP2"" MEFs
beeintrachtigt ist, wurde die Umsetzung von LC3-I zu LC3-Il verfolgt. Um Abweichungen
der Proteinmengen auszugleichen (s. B-Aktin Kontrolle, Abbildung 42), wurden die
Bandenintensitaten des in Abbildung 42 gezeigten Blots mit Hilfe des Programms
ImageStudio Lite (LI-COR) ausgewertet. Dazu wurden die jeweiligen Bandenintensitaten
des LC3-Il Signals sowie der B-Aktin-Ladekontrolle mit Hilfe des Programms (LI-COR)
bestimmt. Die Werte des LC3-II Signals wurden mit Hilfe der entsprechenden B-Aktin-
Ladekontrolle normiert. Dazu wurden die Bandenintensitaten der LC3-Il Werte durch die
entsprechenden Intensitdten der Ladekontrolle dividiert. Die sich daraus ergebenen
Zahlenwerte zeigen den steigenden Anteil an LC3-ll, bedingt durch die Induktion der
Autophagie. Dementsprechend bedeuten steigende Zahlenwerte, eine erhdhte Induktion
der Autophagie.
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Abbildung 43: Darstellung der relativen LC3-ll Bandenintensitiaten in Korrelation zu der B-Aktin-
Ladekontrolle. Die Intensitit der Banden wurde mit Hilfe des Programms ImageStudio (LI-COR)
ausgewertet und mit den entsprechenden B-Aktin-Ladekontrollen normiert.

In Abbildung 43 zeigt sich, der relative Anstieg von LC3-Il im Autophagie-induziertem
Zustand (WT, +HBSS, +BAF). Wird Autophagie nicht induziert, zeigen sich keine
Unterschiede zwischen WT und mGBP2” MEFs, unabhangig von der IFNy Stimulation
(Abbildung 43; ersten vier Balken). Wahrend der Autophagie-Induktion (+HBSS; letzte 4
Balken) zeigt sich ein verringertes Level an Autophagie in den mGBP2” MEFS
(Abbildung 43; mGBP2" +HBSS, -IFNy und +HBSS, +IFNy). Im IFNy-stimulierten
Zustand, unter ,Hunger“-Bedingungen (+HBSS) ist das Level an LC3-Il in den mGBP2-
defizienten MEFs im Vergleich zum nicht stimulierten, Nahrstoff-depletierten Zustand
(+HBSS) geringer. Dieser Unterschied ist auch in den WT MEFs zu verfolgen.
AbschlieRend lasst sich sagen, dass in mGBP2-defizienten MEFs die autophagische,
proteolytische Aktivitdt schon im nicht IFNy-stimulierten Zustand beeintrachtigt ist.
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4.4 Die Rolle von mGBP2 im Infektionsmodell

4.4.1 Cytomegalovirus Infektion und mGBP2-Defizienz

Um die Rolle von mGBP2 in einem viralen Infektionsmodell zu untersuchen, wurden
mGBP2-defiziente Mause (MGBP2"") und wildtypische Kontroll-Mause mit dem murinen
Cytomegalovirus (MCMV) infiziert. Beim fur diese Experimente eingesetzten Virus ist der
Genlocus des m157 Proteins durch das offene Leseraster fur Luciferase (luc) ersetzt
(MCMVAmM157:luc) (Trilling et al., 2011). Die Expression des m157 Genlokus steht unter
dem immediate-early (IE) Promoter und findet in der frihen Phase der Genexpression
statt. Der m157 Genlokus kodiert ein Oberflachenprotein, was mit dem Ly49H Rezeptor
auf NK-Zellen interagiert (Bukowski et al., 1984; Welsh et al., 1984; Welsh et al., 1991).
Das Enzym Luciferase kann das Substrat Luciferin umsetzen, wahrend der Reaktion
kommt es zur Biolumineszenz, die gemessen werden kann. Werden Zellen mit dem
Luciferase-exprimierenden Virus infiziert, kommt es zu einer von der Viruslast
abhangigen Umsetzung des Substrats, also zu einer Vviruslastabhangigen
Biolumineszenz (Brasier et al., 1989).

Zuerst wurde die Suszeptibilitit von mGBP2” Mausen im Rahmen einer
Uberlebenskurve analysiert. Dazu wurden wildtypische Mause, mGBP2" Mause und als
Kontrolle IFNy-Rezeptor knock-out Mause mit 4*10° PFUs MCMV infiziert und t&glich
kontrolliert. Das Uberleben der Mause wurde (ber einen Zeitraum von 14 Tagen
beobachtet. Es konnte keine erhohte Letatilitdt bei den mGBP2-defizienten Mausen
beobachtet werden. Die Wildtypkontrollen, die mGBP2 und die IFNy-Rezeptor knock-out
Ma&use Uberlebten die Infektion im beobachteten Zeitraum.

Um die Viruslast in den Organen der infizierten Tiere bestimmen zu kénnen wurden pro
Zeitpunkt 3 bzw. 4 Tiere mit 4*10° PFU infiziert. Zu den Zeitpunkten 48 h, 72 h, 14 Tage
und 21 Tage (Experiment 1 und 2) bzw. 48 h, 72 h und 96 h (Experiment 3) wurden die
Organe analysiert Milz, Speicheldriisen, Leber und Lunge wurden entnommen, in
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Fur den Virus-Assay wurden die
Organe homogenisiert (Methoden, 2.5.2) und mit dem virushaltigen Organlysat wurden
entweder Fibroblasten (BALB/c immortal fibroblasts, BIM) infiziert oder das Organlysat
wurde direkt fir den Luciferase-Assay eingesetzt.

Infiziert man die Fibroblasten mit dem Organlysat und misst nach 24 h die Luciferase-
Aktivitat im Zelllysat, wird die Menge an Virus in den Organen gemessen, welches noch
replikationsfahig war. Misst man die Luciferase-Aktivitat direkt aus dem Organlysat,
misst man die Menge an Virus im Organ, welches infektids war, aber kann keine
Rickschlusse auf die Replikationsfahigkeit ziehen (Trilling et al., 2011).

Zuerst sollte untersucht werden, ob die Viruslast in mGBP2” Mausen im Vergleich zu
WT Mausen erhoht ist. Dies wurde bestimmt, indem die Luciferase-Aktivitat im
Organlysat direkt gemessen wurde. Es kénnen nur relative Luciferase-Einheiten (relative
Luciferase Units, RLUs) angegeben werden, da es nicht mdglich ist, eine Virus-
Standardkurve anzufertigen.
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Abbildung 44: Viruslast nach MCMV Infektion in der Milz von WT (schwarz) und mGBP2” Miusen
(rot). Gezeigt ist die Infektionsrate der Milz in drei verschiedenen Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt
n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die RLUs sind in Relation zum Organgewicht in

logarithmischer Weise dargestelit.
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Abbildung 45: Viruslast nach MCMV Infektion in der Speicheldriise von WT (schwarz) und mGBP2"
Mausen (rot). Gezeigt ist die Infektionsrate der Speicheldriise in drei verschiedenen Versuchen.
Versuch 1 und 2 zeigt n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die RLUs sind in Relation zum
Organgewicht in logarithmischer Weise dargestelit.
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Abbildung 46: Viruslast nach MCMV Infektion in der Leber von WT (schwarz) und mGBP2” Miusen
(rot). Gezeigt ist die Infektionsrate der Leber in drei verschiedenen Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt
n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die RLUs sind in Relation zum Organgewicht in

logarithmischer Weise dargestelit.
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Abbildung 47: Viruslast nach MCMV Infektion in der Lunge von WT (schwarz) und mGBP2”" Miusen
(rot). Gezeigt ist die Infektionsrate der Lunge in drei verschiedenen Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt
n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die RLUs sind in Relation zum Organgewicht in
logarithmischer Weise dargestelit.

In Abbildung 44 zeigt sich, dass sowohl in wildtypischen Mausen, als auch in
mGBP2-defizienten Mausen die Infektionsrate der Milzen vergleichbar sind und sich
kaum unterscheiden. Auch in den Speicheldrisen ist zu erkennen, dass die
Infektionsrate (Abbildung 45) in WT und mGBP2” Mausen vergleichbar ist, allerdings ist
tendenziell eine leichte Erhéhung in den mGBP2" Méausen festzustellen. Abbildung 46
zeigt, das sich die Viruslast in der Leber nach Infektion kaum zwischen WT und mGBP2
" unterscheidet. Nur im Versuch 1 zeigt sich eine tendenziell erhdhte Infektionsrate
wahrend der friihen Versuchszeitpunkte. Auch in der Lunge ist keine unterschiedliche
Infektionsrate festzustellen Abbildung 47.

Des Weiteren wurde verfolgt, ob in mGBP2” Mausen die Virusreplikation beeinflusst ist.
Dazu wurde die Menge an replikationsfahigem Virus gemessen, welches in den Organen
gebildet wird. Um replikationsfahiges Virus zu messen, wird das virushaltige Organlysat
auf Fibroblasten gegeben. Nur replikationsfahiges Virus ist in der Lage, die Fibroblasten
neu zu infizieren und innerhalb der Zelle viruskodierte Proteine zu synthetisieren (im
Versuch u.a. Luciferase). Im Versuch wurden auch Fibroblasten mit definierten Mengen
an Virus infiziert, sodass die Luciferase-Aktivitat in diesen Zellen als Grundlage fur eine
Standardkurve diente, mit deren Hilfe die RLUs in tatsachliche Virustiter (Plaque forming
Units, PFUs) umgerechnet werden konnten (Rulcksprache Albert Zimmermann,
Virologie, DUsseldorf).
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Abbildung 48: Viruslast nach MCMV Infektion in der Milz von WT (schwarz) und mGBP2"" Miusen
(rot). Gezeigt ist die Messung von replikationsfahigem MCMV in der Milz, in drei verschiedenen
Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die ermittelten RLUs
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konnten mittels einer Standardkurve in PFUs umgerechnet werden und werden logarithmisch in
Relation zum Organgewicht dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen (Abbildung 48), dass die Viruslast in den mGBP2” Mausen
tendenziell erhdht ist, besonders wahrend der friihen Phase der Infektion. Daraus kann
man schlieRen, dass mehr replikationsfahiges Virus in den mGBP2" Mausen produziert
werden kann, was nicht auf eine erhdhte Infektionsrate der Organe zurtckzuflhren ist
(Abbildung 44).

Speicheldriise Versuch 1 Speicheldriise Versuch 2 Speicheldriise Versuch3
1,0x 106 = 1.0,40° = . 1.0,40% 9
. ¢ — -~
_—
1.0: 105 1.0,40°4
0105 o e o X . . .
1.0 104 = L4 1.0,40°4 . =— 1.0,40° 4 -
2 * =) 4
E 1.0+ 10% o 5 1040 M E .
o . o hd
1.0x 102 = . s T 1.0,40%4 1.0,10% ® . o
— L _."'. .
ol b N - . -
1.0x 101 .- 1.0,40 e .
.
1.0 10° <y T T = T 3 a 1.0,40" <=pp——y——spp—— T u 10407 ¥
& F S 0 B B ¢ R P R AT & @« S
& e e & e S E & O e e O S

Abbildung 49: Viruslast nach MCMV Infektion in der Speicheldriise von WT (schwarz) und mGBP2™"
Mausen (rot). Gezeigt ist die Messung von replikationsfahigem MCMV in der Speicheldriise, in drei
verschiedenen Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die
ermittelten RLUs konnten mittels einer Standardkurve in PFUs umgerechnet werden und werden
logarithmisch in Relation zum Organgewicht dargestelit.

In der Speicheldrise zeigt sich schon im Versuch 1 eine tendenziell erhéhte
Virusreplikation wahrend der frihen Zeitpunkte nach Infektion (Abbildung 49). Ein
drastischerer Phanotyp konnte im zweiten MCMYV Infektionsversuch beobachtet werden.
Hier konnte kein Virus in den WT Mausen zu den Zeitpunkten 48 h und 72 h nach
Infektion nachgewiesen werden. Dieser Unterschied war in dritten Versuch weniger

ausgepragt, jedoch konnte auch hier nach 72 h ein deutlicher Unterschied festgestellt

werden.
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Abbildung 50: Viruslast nach MCMV Infektion in der Leber von WT (schwarz) und mGBP2”" Miusen
(rot). Gezeigt ist die Messung von replikationsfahigem MCMV in der Leber, in drei verschiedenen
Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die ermittelten RLUs
konnten mittels einer Standardkurve in PFUs umgerechnet werden und werden logarithmisch in
Relation zum Organgewicht dargestellt.

In der Leber zeigen sich erhdhte Virustiter in den Versuchen 1 und 2 (Abbildung 50) in
den mGBP2" Mausen. Eine erhohte Viruslast zeigt sich in allen drei Versuchen
besonders zum Zeitpunkt 72 h nach Infektion (Abbildung 50). Im dritten Versuch zeigt
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sich kein erhohter Virustiter nach 96 h in den mGBP2-defizienten Mausen (Abbildung
50). Allerdings zeigen die Versuche 1 und 2 auch zu den Zeitpunkten 14 d und 21 d
nach Infektion erhdhte Viruslasten in den mGBP2™ Mausen (Abbildung 50).
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Abbildung 51: Viruslast nach MCMV Infektion in der Lunge von WT (schwarz) und mGBP2” Miusen
(rot). Gezeigt ist die Messung von replikationsfahigem MCMV in der Lunge in drei verschiedenen
Versuchen. Versuch 1 und 2 zeigt n=3, Versuch 3 zeigt n=4 Tiere pro Zeitwert. Die ermittelten RLUs
konnten mittels einer Standardkurve in PFUs umgerechnet werden und werden logarithmisch in
Relation zum Organgewicht dargestellt.

In der Lunge zeigen sich ebenfalls ahnliche Virustiter nach Infektion (Abbildung 51). In
der frihen Phase zeigt sich zum Zeitpunkt 72 h nach Infektion eine erhohte
Replikationsrate des Virus in den mGBP2" Mausen (Abbildung 51). Wohingegen zum
Zeitpunkt 96 h im Versuch 3 die Verhaltnisse umgekehrt vorliegen, hier ist die Viruslast
in den mGBP2” Mé&usen geringer. Im spéteren Infektionsverlauf zeigen sich keine

tendenziellen Unterschiede zwischen WT und mGBP2-defizienten Mausen.

Nachfolgend sollte Uberprift werden, wie sich die Expression der mGBPs nach
Virusinfektion verandert und ob die Expression eventuell durch die Virusinfektion
beeinflusst wird. Dazu wurden die Organlysate des zweiten Infektionsversuches, die
auch fir den Luciferase Assay verwendet wurden, mittels Western Blot auf mGBP
Expression untersucht. Es wurden nicht infizierte Organe von WT und mGBP2" Mausen
als Kontrollen mitgefihrt. Es wurde das Organlysat eines Tieres (WT1 bzw. KO1) pro
Zeitpunkt aufgetragen.
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Abbildung 52: Western Blot. Expression von mGPB1, 2, 3 und 5 in Milz und Speicheldriisen von
MCMV infizierten WT oder mGBP2"" Miusen zu den Zeitpunkten uninfiziert, 48 h, 72 h und 14 Tage
nach Infektion. Gezeigt ist eine Membran, die jeweils mit Antikorper gegen mGBP1, mGBP3 oder
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mGBP2 und mGBP5 mit entsprechender B-Aktin Ladekontrolle inkubiert wurde, die entsprechende
Ladekontrolle ist unter den dazugehorigen Blots gezeigt.

Zuerst wurde die mGBP-Expression der Milzen und Speicheldrisen nach MCMV
Infektion untersucht (Abbildung 52). In Milz und Speicheldrise zeigt sich, dass mGBP1
in den mGBP2"" Mausen dereguliert vorlag. In den mGBP2-defizienten Mausen erfolgt
die Expression bereits nach 48 h und die Proteinmengen sind deutlich erhdht im
Vergleich zu den WT Mausen. Die Expression von mGBP3 liegt in Milz und
Speicheldrisen konstitutiv vor, wie bereits beschrieben (Degrandi et al., 2007), und wird
nicht durch MCMV beeinflusst.

mGBP2 wird in der Milz nach 48 h induziert und erreicht eine maximale Expression 72 h
nach Infektion. Zum Zeitpunkt 14 Tage p.l. ist die Expression nicht mehr nachweisbar.
Dies kénnte auf eine Rolle von mGBP2 in der frGhen Phase der Infektion hinweisen.
Dies zeigt sich fur mGBP2 auch im Infektionsversuch, nach 14 Tagen war die Viruslast
in Organen der knock out Maus nicht erhéht (Abbildung 44 und Abbildung 48). In der
Milz wird mGBP5 basal exprimiert, allerdings zeigt sich zu den Zeitpunkten 48 h und
72 h nach Infektion eine Spleildvariente des Proteins (mGBP5a, 68 kDa). Diese mGBP5-
Proteinvariante konnte auch 24 h nach Infektion mit Listeria monocytogenes aber nicht
nach Infektion mit T. gondii beobachtet werden (Degrandi et al., 2007). Die Expression
der SpleilRvariante in den frihen Infektionsphasen kénnte auf eine Funktion von
mGBP5a in der MCMV-Abwehr hinweisen. In den Speicheldriisen kann mGBP5a nach
Infektion nicht detektiert werden. Auch liegt keine Expression in den WT Mausen im
nichtinfiziertem Zustand und 72 h nach Infektion vor.

WT GBP2 - WT GBP2 =
SR S AN > SR SR AN >
SR AV & e AW RSP CAPR RS ONPONN
GBP1 =5 ans GBP2
Pl @ — — mGBP5a
§ GBP3 - § GBP5 = e D e e G e | MGBP5
B-AKtin| wmm == — = ey == an == B-Aktin| egg = == = g == & =
GBP1 [T GBP2 =
o GBP3 & GBPS — p—— mGBP5a
s Mm-S - WP |GEP5
B-Aktin| e - c» o» o> o»o» o B-Aktin | «iip e—d e b S D T

Abbildung 53: Western Blot. Expression von mGPB1, 2, 3 und 5 in Leber und Lunge von MCMV
infizierten WT oder mGBP2" Miusen zu den Zeitpunkten uninfiziert, 48 h, 72 h und 14 Tage nach
Infektion. Gezeigt ist eine Membran, die jeweils mit Antikérper gegen mGBP1, mGBP3 oder mGBP2
und mGBP5 mit entsprechender B-Aktin Ladekontrolle inkubiert wurde, die entsprechende
Ladekontrolle ist unter den dazugehoérigen Blots gezeigt.

Auch in Leber und Lunge (Abbildung 53) zeigt sich in den mGBP2” Mausen im
Vergleich zu den WT Mausen eine De-regulation von mGBP1. In den WT Mausen kann
keine mGBP1-Expression in Leber oder Lunge nachgewiesen werden. In den mGBP2"

Mausen zeigt sich eine induzierte mGBP1 Expression 48 h und 72 h nach MCMV
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Infektion. In der Lunge ist schon im nicht infizierten Zustand ein geringes Level an
mGBP1 nachzuweisen, die Expression wird durch MCMV Infektion verstarkt.

Fir mGBP3 und mGBP5 wurde in der Leber eine konstitutive, basale Expression
beschrieben (Degrandi et al., 2007), welche aber in diesem Versuch nicht vorliegt. In der
Leber zeigt mGBP3 ein anderes Expressionsmuster als in Milz, Speicheldrise
(Abbildung 52) und Lunge, in denen eine konstitutive Expression besteht. In der Leber
wird mGBP3 lediglich in den WT Mausen nach 14 d exprimiert und in den mGBP2"
Mausen bereits im nicht infizierten Zustand und wieder zum Zeitpunkt 72 h nach
Infektion (Abbildung 53).

Die Leber zeigt eine gleichmallige Expression von mGBPS bis auf den Zeitpunkt 72 h
nach Infektion in den WT Mausen. Dies sollte weiter Uberpriift werden, ob die Expression
tatsachlich so vorliegt oder ein methodischer Fehler das Fehlen der Bande bedingt. In
der Leber der mGBP2” Mausen zeigt sich eine Induktion der mGBP5a Spleifvariante
zum Zeitpunkt 48 h und 72 h nach Infektion. Ein mGBP2-Signal konnte in der Leber von
den WT Tieren nicht detektiert werden. In der Lunge kommt es sowohl in WT als auch in
mGBP2" Mausen zu einer konstitutiven Expression von mGBP5 und einer Induktion von
mGBP5a zu den Zeitpunkten 48 h und 72 h nach Infektion in den mGBP2" M&usen und
zum Zeitpunkt 72 h nach Infektion in den WT Mausen. mGBP2 lasst sich 72 h nach
Infektion in den Lungen von WT Mausen detektieren.Ob die teilweise erhdhten Virustiter
in den mGBP2" Mausen mit einer Defizienz in der Produktion verschiedener Zytokine zu
begrinden sind, sollte mittels Expressionslevel durch Real-time PCR-Analysen
festgestellt werden. Es wurden von zwei Versuchen RNA aus den infizierten Organen
prapariert und fur die Real-time Analysen eingesetzt (Methoden, 3.4.7). Aufgrund
quantitativer Unterschiede zwischen den Versuchen werden diese getrennt dargestellt.
Als Vergleichswert dienten mRNA-Level in infizierten WT-Mausen. Die Balken zeigen
somit das Verhaltnis der mRNA-Level in den mGBP2" Mé&usen verglichen zu den
Mengen in WT Mausen.

Besonders wichtig fur die Immunabwehr ist in der frihen Phase der MCMV-Infektion die
Produktion von IFNa/B/y und TNFa (Dalod et al., 2003; Hengel et al., 1994). IFNa/f wird
von einer Subpopulation der Dendritischen Zellen (DCs) produziert, dadurch werden NK-
Zellen und CD8+ T-Zellen aktiviert (Dalod et al., 2003). Die NK-Zellen sind essentiell fur
die friihe Immunabwehr von MCMV. IFNy und TNFa sind wahrend der spaten Phasen
der MCMV-Infektion wichtig (Hengel et al., 1995; Hengel et al., 1994). Durch sie wird die
Prasentation von Viruspeptiden durch MHC | Molekiile fur die Aktivierung von CD8+ T-
Zellen aufrechterhalten. Des Weiteren werden eine Vielzahl von Effektormolekilen durch
IFNy induziert, u.a. die Expression der mGBPs. Auch TNFa wurde in der MCMV-Abwehr
als essentiell beschrieben (Dalod, 2003). In der Abfolge der Entziindungskaskaden nach
Aktivierung von TNFa wird IL-6 induziert. Dabei nimmt IL-6 eine Schlisselfunktion im
Ubergang von der angeborenen hin zur erworbenen Immunitat ein. Die Mechanismen
der erworbenen Immunitat sind besonders wichtig wahrend der spaten Phase der MCMV
Infektion und einer moglichen Reaktivierung aus der latenten Phase (Dalod et al., 2003).
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Um herauszufinden, ob die Immunkontrolle von MCMV in mGBP2” Tieren beeintrachtigt
ist, und daher die erhdhten Virustiter zu erklaren sind, wurden die Expressionslevel
einiger Molekile Uberprift, die wichtig fur die Immunabwehr von MCMV sind (IFNy,
IFNB, IL-6).
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Abbildung 54: Real-Time PCR-Ergebnisse fir Milz und Speicheldriisen aus zwei MCMV-
Infektionsversuchen. Gemessen wurde die Ratio an mRNA fiir IFNy, IFNB und IL-6 in Organen von
mGBP2"" Miusen. Die Y-Achsen zeigen das Verhiltnis im Vergleich zum Wildtyp. Die Linie zeigt das
wildtypische mRNA Level (normiert auf 1).
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In der Milz (Abbildung 54) weichen die Mengen an IFNy mRNA in beiden ausgewerteten
Versuch stark ab. Im Versuch 1 wird IFNy 48 h nach Infektion hochreguliert, zu den
darauf folgenden Zeitpunkten sinkt es sogar unter das Level, welches in den WT
Mausen vorliegt. Im Versuch 2 zeigen sich zwei Hbhepunkte im mRNA-Level, zum
Zeitpunkt 72 h und 21 d nach Infektion.

Die IFNB mRNA sinkt in beiden Versuchen tendenziell zum Zeitpunkt 48 h nach Infektion
unterhalb das Level des WT-Niveaus, wird aber nur in Versuch 2 72 h nach Infektion im
Vergleich zum WT hochreguliert. IL-6 wird nur in Versuch 1 nach Infektion hochreguliert,
in Versuch 2 zeigen sich keine Unterschiede zum WT-mRNA-Level. In der
Speicheldriise (Abbildung 54) wird IFNy in beiden Versuchen in mGBP2" Mausen
hochreguliert, wenn auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten, 14 Tage nach der Infektion
ist das mRNA-Level wieder mit dem in den WT Mausen vergleichbar. Auch IFNB zeigt
eine Hochregulation nach MCMV Infektion in den Speicheldriisen von mGBP2" Mausen
im Vergleich zu WT Tieren. Aber nur in Versuch 1 zeigt sich ein zweiter Hohepunkt 21 d
nach Infektion. Tendenziell wird IL-6 in beiden Versuchen induziert, mit Unterschieden in
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der Auspragung. Im Versuch 2 zeigt sich fir IL-6 ein zweiter Héhepunkt 21 Tage nach

Infektion.
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Abbildung 55: Real-Time PCR-Ergebnisse fiir Leber und Lunge aus zwei MCMV-Infektionsversuchen.
Gemessen wurde die Ratio an mRNA fiir IFNy, IFNB und IL-6 in Organen von mGBP2" Miusen. Die Y-
Achsen zeigen das Verhaltnis im Vergleich zum Wildtyp. Die Linie zeigt das wildtypische mRNA-
Level (normiert auf 1).

In der Leber (Abbildung 55) zeigen sich in beiden Versuchen unterschiedliche
Tendenzen bei den IFNy mRNA-Transkripten. Der Anstieg im IFNS mRNA-Level ist in
der Leber in beiden Versuchen tendenziell nachweisbar. IL-6 wird in Versuch 1 in der
Leber zum Zeitpunkt 72 h hochreguliert, wobei sich im zweiten Versuch keine
Unterschiede zeigen. In der Lunge zeigt sich eine &hnliche Tendenz in beiden
Versuchen bei der IFNy mRNA-Transkription. In Versuch 1 wird IFNB in den mGBP2"
M&ausen im Vergleich zu den WT Kontrollen scheinbar herunterreguliert. In Versuch 2
zeigt sich dagegen eine Hoch-regulation von IFNB zum Zeitpunkt 48 h und 21 d nach
Infektion in den mGBP2-defizienten Mausen im Verhaltnis zu den WT Mausen. Die IL-6-
Messungen zeigen in der Lunge sowie in der Leber in beiden Versuchen stark
unterschiedliche Tendenzen. In Versuch 1 wird es 48 h nach Infektion in den mGBP2™"
Mausen hochreguliert (im Vergleich zu den WT Mausen) und zum Zeitpunkt 14 d nach
Infektion herunterreguliert. In Versuch 2 zeigt sich eine Hochregulation erst 14 d nach
Infektion, die sich zum Zeitpunkt 21 d weiter verstarkt.

Vergleicht man nun die mRNA-Mengen der einzelnen Versuche mit den entsprechenden
Virustiter-Diagrammen, lasst sich kein Zusammenhang erkennen, ob bestimmte Zytokine
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nun in der mGBP2-defizienten Maus differenziell exprimiert werden und ob im Vergleich
von WT und mGBP2” Mausen damit die Viruslast kontrolliert wird. AbschlieRend l4sst
sich sagen, dass die erhohte Viruslast in der mGBP-knock out Maus mit einer Induktion
verschiedener mGBPs, nicht aber mit der differenziellen Expression von IFNy, IFNB oder
IL-6, einhergeht.

4.4.2 Infektion von mGBP2™ Tieren mit T. gondii

Es wurde bereits gezeigt, dass mGBP2” Mause im Vergleich zu WT Mausen, eine
erhdhte Suszeptibilitdt gegenuber einer T. gondii Infektion aufweisen (Degrandi et al.,
2007). Die Mause zeigten nach einer Infektion mit 40 Zysten i.p. sowohl eine erhdhte
Sterblichkeit als auch eine erhohte Anzahl an Zysten im Gehirn. Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob diese erhohte Suszeptibilitat durch Unterschiede bei der
Differenzierung oder Aktivierung von Immunzellen erklarbar sind. Fir die Analyse wurde
die Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorting) angewandt. Hierbei
kénnen Zellpopulationen anhand von Oberflachenmarkern phanotypisiert werden, indem
diese mit Antikorpern markiert werden. Die Antikdrper sind mit einem Fluorophor
gekoppelt und kénnen somit im Durchflusszytometer detektiert werden. Nachdem die
Zellen an einem Laserstrahl hindurchgeflossen sind, werden sie anhand ihrer
Fluoreszenz elektronisch eingegrenzt (gegated). Die GroRRe der Zellen I&sst sich mit Hilfe
des Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und die Granularitdit durch das
Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) charakterisieren.

Zuerst wurden von mGBP2” und WT Mausen die Milz sowie die Lymphknoten
prapariert, wie im Material und Methoden-Teil beschrieben und die FACS-Farbung
durchgefuhrt (Abschnitt 2.5.3.1 und 2.6). Mit Hilfe von Antikérpern gegen spezifische
Oberflachenmarker wurden B-Zellen (B220), T-Zellen (CD90), DCs (CD11c+) und
Monozyten/Makrophagen/Granulozyten (CD11b+) untersucht. Hier sollte untersucht
werden, ob bereits ohne Infektion ein basaler Unterschied bei den Zellpopulationen zu
detektieren ist (Abbildung 56).
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Abbildung 56: FACS-Analyse von Milz und Lymphknoten in WT und mGBP2"" Miusen. Es wurde auf
die Oberflaichenmarker B220 fir B-Zellen, CD90 fir T-Zellen, CD11b+ fiir vorwiegend
Monozyten/Makrophagen/Granulozyten/NK-Zellen und CD11c+ fiir vorwiegend Dendritische Zellen
gegated. Die Y-Achse zeigt den prozentualen Anteil der Zellen von der Gesamtzellzahl.
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Im Versuch mit nicht-infizierten Mausen konnte kein basaler Unterschied zwischen WT
und mGBP2™" festgestellt werden.

Ob sich die Zellpopulationen nach T. gondii Infektion verdndern und ob Defizite in der
mGBP2-defizienten Maus beobachtet werden koénnen, sollte im Folgenden genauer
analysiert werden.

Dazu wurden pro Experiment fiir jeden Zeitpunkt drei WT und drei mGBP2" Tiere mit 20
Zysten T. gondii i.p. infiziert. Zu den Zeitpunkten Tag 3, 7, 12 und 30 wurden die Mause
aus dem Versuch genommen und Milz, Leber und Lungen auf bestimmte
Immunzellpopulationen untersucht.

Es wurden Granulozyten (Gr1+CD11b+) und Makrophagen (Gr1°*CD11b+) sowie
CD11b+/CD11c+ mDC Zellpopulationen. Die Organe wurden wie im Material und
Methoden Teil beschrieben prapariert und die FACS-Farbung durchgefihrt (Abschnitt
3.6.3.2 und 3.7).

Der Versuch konnte nur bis Tag 12 nach Infektion ausgewertet werden, da in diesem
Versuch alle mGBP2" Tiere noch vor Tag 30 verstorben waren. Eine Auswertung der T-
und B-Zell-Populationen war aufgrund technischer Schwierigkeiten nicht maglich.
Nachfolgend werden die FACS-Histogramme fiir jeweils eine WT Maus und eine knock-
out Maus gezeigt (Abbildung 57, Abbildung 60). Alle Dot-Plots werden im Anhang
aufgefihrt.

119



120

Ergebnisse

Zunachst werden die FACS-Farbungen fir Granulozyten (Gr1+CD11b+) und
Makrophagen (Gr1°"CD11b+) in Form von Dot-Plots dargestellt (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Dot-Plots der FACS-Analyse von Milz, Leber und Lunge in WT und mGBP2"" Miusen.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den
angegebenen Zeitpunkten. Es wurden Gri+ und CD11b+ doppelpositive Zellen analysiert
(Granulozyten), sowie Gr1low und CD11b+ Zellen (Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen).
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Abbildung 58: Zellpopulationen in Milz, Leber und Lunge in WT und mGBP2" Mausen. Dargestelit
sind die Ergebnisse aus uninfizierten und T. gondii infizierten Mausen zu den angegebenen
Zeitpunkten. Es wurden die doppelpositive Gr1 und CD11b Zellen (Granulozyten) ausgewertet. Die
Diagramme zeigen die Daten fiir alle Mause aus dem Versuch (n=3). Die Y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil an lebenden Zellen.

In der Milz zeigt sich, dass die Anzahl der Granulozyten (Gr1+CD11b+; Abbildung 58) zu
allen Zeitpunkten in der mGBP2" Maus verringert ist (Abbildung 58). Auch in der Lunge
kann man an Tag 12 eine verringerte Anzahl an Gr1+CD11b+ Zellen in der mGBP2-
defizienten Maus detektieren. Die Leber zeigt einen dramatischen Anstieg in der
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Granulozyten-population nach T. gondii Infektion, der sich allerdings nicht wesentlich
zwischen WT und mGBP2” Mausen unterscheidet.
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Abbildung 59: Zellpopulationen in Milz, Leber und Lunge in WT und mGBP2"" Miusen. Dargestelit
sind die Ergebnisse aus uninfizierten und T. gondii infizierten Mausen zu den angegebenen
Zeitpunkten. Es wurden die Gr1 low und CD11b+ Zellen (Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen)
ausgewertet. Die Diagramme zeigen die Daten fiir alle Mause aus dem Versuch (n=3). Die Y-Achse
zeigt den prozentualen Anteil an lebenden Zellen.

Die Zahl der Gr1°"CD11b+-Zellen ist in den mGBP2-defizienten Mausen in der Milz im
Vergleich zu den WT Mé&usen verringert (Abbildung 59). In der Leber der mGBP2"
Mause zeigt sich am Tag 7 eine verringerte Monozyten/Makrophagen/NK-Zell-
Population im Vergleich zu den WT Mausen. Inwieweit diese Unterschiede statistisch
relevant sind, muss in weiteren Experimenten untersucht werden.

Es folgt die Darstellung der FACS-Dot-Plots der CD11¢c-CD11b Farbungen. Es wurden
einfach CD11c-positive Zellen (DCs) und einfach CD11b-positive Zellen (Granulozyten,
Monozyten, NK-Zellen, Makrophagen) ausgewertet. Um die CD11b+ Zellen genauer zu
analysieren, sind weitere FACS-Experimente, in denen die Zellen nach weiteren
Oberflachenmarkern sortiert werden notwendig.
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Abbildung 60: Dot-Plots der FACS-Analyse von Milz, Leber und Lunge in WT und mGBP2” Mausen.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den
angegebenen Zeitpunkten. Es wurden DCs (single CD11c+) und CD11b+ Zellen (Granulozyten,
Monozyten, NK-Zellen, Makrophagen) analysiert.
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Abbildung 61: Zellpopulationen in Milz, Leber und Lunge in WT und mGBP2” Miusen. Dargestelit
sind die Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Mausen zu den angegebenen
Zeitpunkten. Es wurden CD11c+ und CD11b+ Zellen analysiert. Die Diagramme zeigen die
Auswertung aller Mause aus dem Versuch (n=3). Die Y-Achse zeigt den prozentualen Anteil in Bezug
auf lebenden Zellen.
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Es konnte kein nennenswerter Unterschied in den CD11c+ oder CD11b+
Zellpopulationen in den Organen festgestellt werden. Die Unterschiede zwischen den
Mausen waren statistisch nicht signifikant.

Der Versuch zeigt in der frihen Phase der Infektion kaum Unterschiede in den
Populationen der verschiedenen Immunzellen. Eventuell interessante Auffalligkeiten
sollten in weiteren Versuchen genauer untersucht werden. Die verringerte Anzahl an
Granulozyten in der Milz nach Infektion (Abbildung 58) kénnte auf eine abgeschwachte
Reaktion auf die T. gondii Infektion hinweisen. Auch die Populationen in der spaten
Phase der Infektion (>12 Tage) sind besonders interessant, da die Sterblichkeits-
Unterschiede zwischen WT und mGBP2™ erst spater im Verlauf der Infektion auftreten.
Ob dies eventuell durch eine Uberaktivierung bestimmter Immunzellen hervorgerufen
wird, ist eine interessante Fragestellung fur die Zukunft.
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5 Diskussion

Die Zell-autonome Abwehr von intrazelluldren Parasiten gehoért zu den wichtigsten
Aufgaben des angeborenen Immunsystems der Saugetiere. Grundlegend fur die Abwehr
von intrazellularen Pathogenen ist die Erkennung parasitarer Strukturen und die
darauffolgende Aktivierung verschiedener antimikrobieller Effektormechanismen (Kawai
und Akira, 2007). Zu diesen zahlen auch die IFNy induzierten GTPasen wie die GBPs.
Einige der GBPs akkumulieren nach Infektion an der PV von T. gondii und ibernehmen
entweder selbst eine antimikrobielle Funktion oder sind wichtig fir den Transport anderer
Effektormolekile.

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der mGBPs nach Infektion mit T. gondii zu
charakterisieren und herauszufinden, welche Domanen und Motive innerhalb der
Proteine wichtig fur die Re-lokalisation der mGBPs zur parasitophoren Vakuole (PV) des
Pathogens ist. Des Weiteren sollte die Funktion von mGBP2 im Infektionsmodel Maus
nach T. gondii und viraler Infektion mit Hilfe der mGBP2" Mauslinie untersucht werden.

5.1 Lokalisation von mGBPs in der Zelle

5.1.1 Live cell imaging der mGBP2 Rekrutierung an die T. gondii

PV

Durch die Induktion mit IFNy werden die mGBPs in der Zelle exprimiert. Mehrere GBPs
verteilen sich innerhalb der Zelle in kleine vesikulare Strukturen. Nach T. gondii Infektion
relokalisieren die mGBPs und rekrutieren innerhalb der ersten 10-20 min an die PV und
umgeben den Parasiten. Die Rekrutierung der mGBPs an die PV ist ein sehr schneller
Prozess, der bisher nur in statischen Immunfluoreszenz Farbungen beobachtet wurde
(Degrandi et al., 2007). Teil dieser Arbeit war es, die Rekrutierung von GFP-mGBP2
Proteinen wahrend der Infektion mit T. gondii in Echtzeit mittels live cell imaging zu
beobachten. Schon im nicht infizierten Zustand konnte die Dynamik der GFP-mGBP2
Vesikel beobachtet werden. Diese waren nicht statisch in der Zelle, sondern einige
Vesikel bewegten sich geringfugig hin und her, andere Vesikel legten weitere Strecken
innerhalb der Zelle zurlick (Abbildung 8). Die Bewegung Uber weitere Strecken schien
sehr gerichtet und geradlinig, sodass hier eine Assoziation mit Transportproteinen und
dem Zytoskelett sehr wahrscheinlich ist. So kénnte es sein, dass die Vesikel, die nur
geringe Aktivitat zeigen, frei in der Zelle vorliegen. Die Vesikel die sich durch die Zelle
bewegen konnten vorubergehend Interaktionen mit dem Zytoskelett oder mit
Transportproteinen eingehen. Mit Hilfe des live cell imaging sollte die Dynamik der
mGBP2 Vesikel wahrend und nach der Infektion mit T. gondii geklart werden.

Bereits in den Immunfluoreszenzfarbungen zeigten die mGBPs eine schnelle
Rekrutierung zu der PV nach Infektion. Man ging davon aus, dass die Vesikel gerichtet
an die PV rekrutieren oder transportiert werden. Im live cell imaging Film zeigte sich ein
etwas anderes Bild. Schon kurz nach Invasion fusionierten kleine Vesikel, die im Bereich
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der Eintrittsstelle zu beobachten waren, mit der PV des Parasiten. Die Rekrutierung der
Vesikel zeigte sich jedoch weniger zielgerichtet, sondern stellte sich als dynamischer
Prozess von Verschmelzung und Abspaltung (fusion and fission) heraus. AulRerdem
zeigte es sich, dass weniger ganze Vesikel mit der PV verschmelzen, sondern
umliegende GFP-mGBP2 Vesikel wurden kleiner und gleichzeitig wurde die
Akkumulierung von GFP-mGBP2 um die PV herum gré3er (Abbildung 8 - Abbildung 12).
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass aus den GFP-mGBP2 Vesikel Proteine
freigesetzt werden, die daraufhin an der PV akkumulieren.

Die Filme des live cell imaging zeigen, dass es sich bei den mGBP Vesikeln um sehr
dynamische Zellkompartimente handelt. So konnte gezeigt werden, dass es sich weniger
um einen gerichteten Transport ganzer Vesikel handelt sondern, dass die Vesikel
wahrscheinlich Proteine oder Oligomere in das Zytoplasma entlassen und die
Proteinkomplexe daraufthin mit der PVM in irgendeiner Form interagieren. Es ist
weiterhin unklar, ob die GBPs direkt mit der parasitophoren Vakuolen Membran
interagieren, in Form einer Integration in die Membran oder sie lediglich in der Nahe der
Membran akkumulieren und fur den Transport von anderen Effektormolekilen
verantwortlich sind. Dies kann mittels konfokaler Mikroskopie und GFP-markierten
Proteinen nur schwer untersucht werden, da die Auflésung nicht hoch genug ist. Selleck
und Kollegen (Selleck et al., 2013) zeigten, dass Gold markiertes mGBP1 in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen sich nur in der Nahe der PV Membran
ansammelt. Sodass in diesen Untersuchungen mGBP1 eher eine Rolle als
Transportprotein zugeschrieben wird, das andere Proteine an die PV transportiert, die
dann weiterhin flr ihren Abbau verantwortlich sind (Selleck et al., 2013). Ahnlicherweise
wurde vermutet, dass die IRG Proteine als Transportproteine fir die mGBPs dienen
(Yamamoto et al., 2012).

Ein weiterer Film (Video 02) zeigt, dass von mGBP2 umgebene PVs in ihrer Integritat
angegriffen werden. Hier wird die PVM als Schutzschild gegen zellulare Abbauprozesse
angegriffen und aufgeldst.

Um dies zu zeigen, wurden GFP-mGBP2 exprimierende MEFs mit einem Vektor
transfiziert, der ein mCherry Konstrukt exprimiert. Die Filmaufnahmen wurden gestartet,
nachdem eine infizierte Zelle in den Fokus gesetzt wurde. Es zeigte sich, dass es im
Verlauf der Infektion zu einer Disruption der PVM kommt. Dies konnte beobachtet
werden, da durch die Zerstérung der PVM zytosolisches mCherry Protein auch in den
peri-vakuolaren Raum eindringen kann (Abbildung 13-Abbildung 14). Eine Disruption
von PVs, die kein mGBP2 Signal zeigten, konnte wahrend der experimentellen Arbeit
nicht beobachtet werden. In Zukunft sollte weiter untersucht werden, ob auch mGBP2-
negative Vakuolen disruptiert werden. Falls dies nicht der Fall ist, wiirde es die Rolle von
mGBP2 in der T. gondii Abwehr weiter starken.

Eine interessante Beobachtung wurde in den ersten Sekunden des Films mit den
mCherry exprimierenden GFP-mGBP2 MEFs gemacht. Hier zeigte sich, dass ein
Parasit, dessen PV von GFP-mGBPs umgeben ist, die PV und die Zelle verlasst
(Abbildung 15). Die PV bleibt bestehen und weiterhin umgeben von mGBP2. Melzer et
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al. (Melzer et al., 2008) beschrieben ahnliches in Astrozyten. Sie zeigten, dass Parasiten
eine PV verlassen konnen, die von IGTP, ein Mitglied der IRGs, umgeben ist. Ein
Verlassen der PV konnte nicht bei Vakuolen beobachtet werden, die nicht von IGTP
umgeben waren, sodass womoglich ein Zusammenhang mit der Flucht aus der von
GTPasen umgebenen PV und der Rolle der IFNy induzierten GTPasen in der T. gondii
Abwehr besteht. Es kdnnte sein, dass die Instabilitat der PV, erzeugt durch die IFNy
induzierten GTPasen, vom Parasit wahrgenommen wird und dieser daraufhin die PV und
die Zelle verldsst um weiteren Abwehrmechanismen zu entgehen. Die Instabilitdt oder
der Abbau der PVM kénnte durch steigende Ca®-Mengen vom Parasiten
wahrgenommen werden (Melzer et al., 2008). Normalerweise verlassen die Parasiten
nach funf bis sechs Zellteilungen durch Lyse die Wirtszelle. Der hier beobachtete
»Ausstieg“ eines einzelnen Parasiten kurz nach der Infektion weicht von dem normalen
Lebenszyklus der Parasiten ab. Weder kam es zu einer Vermehrung des Parasiten,
noch wird die Wirtszelle lysiert. Studien zeigten, dass die so ausgestiegenen Parasiten
nicht in der Lage sind, neue Wirtszellen zu infizieren (Caldas et al., 2007; Melzer et al.,
2008). So konnte es sich entweder um eine aktive ,Flucht” des Parasiten handeln oder
um einen weiteren durch IFNy induzierte GTPasen ausgelosten Abwehrmechanismus,
um Zellen vor einer Infektion zu schitzen.

5.1.2 Lokalisation von mGBP2 in der Zelle

Nach Stimulation von MEFs mit IFNy werden mGBPs exprimiert und es kommt zu einer
vesikularen Verteilung innerhalb des Zytoplasmas. Nur mGBP5, mGBP8 und mGBP10
zeigen diese vesikulare Verteilung nicht. Versuche, die vesikularen Strukturen genauer
zu definieren blieben bisher erfolglos, es konnte keine Kolokalisation mit bestimmten
Zellorganellmarkern wie Endoplasmatisches Retikulum, Golgi Apparat, Endosomen oder
intrazellularen Membrankomplexen oder mit dem Zytoskelett nachgewiesen werden
(Degrandi et al., 2007; Traver et al., 2011; Vestal et al., 2000). Obwohl nach T. gondii
Infektion eine Anreicherung von Lipid Koérperchen (lipid bodies, LB) gezeigt werden
konnte (Charron und Sibley, 2002), die ebenfalls definierte vesikulare Strukturen bilden,
ahnlich der mGBPs Verteilung, konnte im Rahmen dieser Arbeit keine Kolokalisation von
mGBP1 und den LBs nachgewiesen werden. In den letzten Jahren hauften sich die
Befunde, dass es sich bei den LBs nicht nur um einfache Lipid-Vorrate handelt, es zeigte
sich, dass es sich um dynamische und funktionell aktive Organellen handelt, die auch
eine Rolle innerhalb der Immunabwehr Ubernehmen (Farese und Walther, 2009).
Klrzlich konnte gezeigt werden, dass eine andere Gruppe der IFNy induzierten
GTPasen mit den LBs interagiert, die IRGs. Die IRGs kdnnen in zwei Gruppen unterteilt
werden, den zytosolischen GKS Proteinen und den hauptsachlich Membran-
gebundenen IRGM Proteinen (Howard et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass
Irgm1 und Irgm3 mit den LB assoziiert sind. Diese Assoziation halt offensichtlich andere
IFNy induzierte GTPasen, wie mGBPs und GKS-IRGs davon ab, mit den LBs zu
interagieren (Haldar et al., 2013). Erst wenn die LBs nicht mit IRGM Proteinen dekoriert
sind, kommt es zu einer Interaktion zwischen GBPs und GKS-IRGs mit den Lipid
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Korperchen (Haldar et al., 2013). Auch die Frage, wie die IRGM Proteine die GKS oder
GBPs an der Bindung der PVM hindern, beantworten Haldar und Kollegen. Sie konnten
die von Howard aufgestellte Hypothese belegen, dass die IRGMs als Guanin-
Dissoziations-Faktoren im Zusammenhang mit den GKS agieren (Hunn et al., 2008;
Papic et al., 2008). Das heifdt, die IRGMs halten die GKS GTPasen im GDP-gebundenen
Status, dadurch wird eine Dimerisierung der GKS verhindert, sie liegen als Monomere
vor und dadurch zeigen diese eine verringerte Affinitat zu Membranen auf (Haldar et al.,
2013). Ein ahnlicher Mechanismus konnte auch bei den GBPs vorliegen. Auch hier
konnte eine Interaktion mit den IRGMs dazu fiuhren, dass die GBPs im GDP-
gebundenen Status verweilen, auch sie kdénnten dann eine geringere Dimerisierungs-
und Oligomerisierungrate zeigen. Allerdings ist dies fir mGBP2 nicht der Fall, WT
mGBP2 zeigt im GDP-gebundenem Zustand gleiche Dimerisierungsrate wie im GTP-
gebundenem Zustand (Kravets et al.,, 2012). Falls bei anderen mGBPs die
Dimerisierungsrate in irgendeiner Form durch Protein-Interaktionen beeinflusst wird,
konnte eine Assoziation mit der PVM nicht erfolgen oder verhindert werden. Des
Weiteren konnten Halder und Kollegen zeigen, dass in Abwesenheit von Irgm1 und
Irgm3 die LBs nicht nur mit GBPs dekoriert werden, sondern auch eine Kolokalisation
zwischen den LBs und dem Adapterprotein p62/SQSTM1 zu finden ist (Haldar et al.,
2013). AuBerdem zeigte sich, dass in IRGM-defizienten Zellen, die Zahl der LB
verringert ist. So wird vermutet, dass die IRGs die lipid bodies zum autophagosomalen
Abbau markieren kdnnten. Nach Haldar und Kollegen markieren die IRGM Proteine
zelleigene Organellen als ,selbst” und andere Zellorganellen, wie die PV von T. gondii
wird dadurch als nicht-selbst markiert (missing self). Dadurch kommt es zu einer
Markierung fir den autophagosomalen Abbau der nicht-selbst Organellen, sprich der
parasitdren Vakuole. So kénnte die Akkumulation der mGBPs an der PV nicht nur dem
Transport anderer antimikrobiellen Effektormolekiilen dienen, sondern auch der
Markierung zum autophagosomalen Abbau. Autophagische Prozesse werden durch
mGBPs beeinflusst, das konnte auch im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden
(vergleiche 4.4). Es zeigte sich, dass basale Autophagie Level verandert in mGBP2
defizienten Fibroblasten vorliegen (Abbildung 42 + Abbildung 43). Es konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass mGBPs mit dem Adapterprotein
p62/SQSTM1 interagiert (Kim et al., 2011). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass p62/SQSTM1 mit mGBP2 und mGBP1 punktuell im IFNy
induziertem Zustand kolokalisiert (Abbildung 6). Diese Kolokalisation ist vor Infektion mit
T. gondii bereits in Vesikel ahnlichen Strukturen zu beobachten (Abbildung 6). Nach
Infektion mit T. gondii findet man sowohl eine Akkumulation der mGBPs als auch von
p62/SQSTM1 an der PVM. Allerdings zeigen kinetische Farbestudien in dieser Arbeit,
dass die Rekrutierung der mGBPs unabhangig von p62/SQSTM1 ist (Abbildung 36).
Schon frih in der Kinetik ist ein mGBP Signal an der PVM zu detektieren, erst verzogert
zeigt sich auch ein p62/SQSTM1 Signal an der PVM. Des Weiteren zeigte sich, dass die
Rekrutierung von p62/SQSTM1 unabhangig von mGBP2 ist (Abbildung 39). Hier
kénnten andere mGBPs eine redundante Funktion einnehmen. Auch ein knock-down
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von p62/SQSTM1 beeinflusst die Rekrutierung der mGBPs nicht (Abbildung 38). Obwohl
Kim et al (2011) zeigten, dass mGBP1 positive Vesikel wichtig fur den Transport von
p62/SQSTM1 an die PVM ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit in p62/SQSTM1 knock
down Zellen kein Einfluss auf die mGBP1 Lokalisation beobachtet werden (Abbildung
38).

5.1.3 Topologie von mGBP2 an der PV

Die Aufklarung der Topologie der mGBPs an der PV ist wichtig, um die Funktionalitat der
mGBP Rekrutierung weiter charakterisieren zu kénnen. Verschiedene Topologien sind
denkbar, die mGBPs konnten sich lediglich in der Nahe der PVM befinden, aber nicht mit
ihr in einer Form interagieren, sie konnten an der PVM mit Hilfe lipophiler
Proteinstrukturen anlagern oder sogar die PVM passieren und im Inneren der PV wirken.
Einige mGBPs zeigen ein Isoprenylierungsmotiv (mGBP1, mGBP2, mGBP5), diese ist
bei mGBP2 wichtig flr die Assoziation mit der PVM (Degrandi et al., 2013). Aber um die
Topologie an der PVM weiter zu definieren, wurden selektive Permeabilisierungs-
Versuche durchgefihrt (Methoden 3.2; Abbildung 34+Abbildung 35). Dazu wurden
steigende Konzentrationen an Detergenz (Saponin) eingesetzt um selektiv die auliere
Zellmembran oder innere Membrankomplexe fir Antikdrper durchlassig zu machen
(Beckers et al., 1994). Es zeigt sich, dass auch schon durch die Fixierung mit PFA die
Zellmembran fur Antikdrper durchldssig wurde. Dies wurde zusatzlich in einem
Kontrollexperiment Uberprift (nicht gezeigt). So zeigten sich im Experiment keine
Unterschiede zwischen den Versuchsansatzen ohne Saponin und mit geringen
Konzentrationen Saponin (0,001%). Bei hdheren Saponinkonzentrationen (0,02 —
0,15%) kommt es auch zu einer Permeabilisierung der PVM und der darin befindliche
Parasit konnte mittels Sag1-Antikorper detektiert werden.

Zunachst zeigte der Versuch, dass bereits ohne bzw. mit geringen
Saponinkonzentrationen ein mGBP2 Signal an der PV zu detektieren war. Dies lasst
schlielen, dass sich mGBP2 auf der zytoplasmatischen Seite der PVM befindet. Um
aufzuklaren, ob mGBP2 direkt mit der PVM interagiert sind weitere Versuche notwendig.
Man kénnte zum Beispiel eine Protease einsetzten, die mGBP2 aullerhalb der PVM
abbaut. Sollten Teile von mGBP2 in die PVM integrieren, waren diese vor einem
proteolytischen Abbau geschitzt und kénnten nach Isolation der PV detektiert werden.
Annliche Versuche konnten die Topologie von ER, Mitochondrien oder Golgi-Proteinen
bestatigen, mit Hilfe der Fluorescence Protease Protection (FPP) Technik (Lorenz et al.,
2006).

Des Weiteren zeigte der Versuch interessante Unterschiede zwischen den intermediar
virulenten (Typ II) ME49 Toxoplasmen und den virulenten (Typ |) BK Stdmmen. Im Falle
der ME49 Toxoplasmen zeigte sich, dass auch bei geringen Saponinkonzentrationen
38% der intrazellularen Parasiten bereits ein positives Sag1 Signal aufwiesen. Dies
kdénnte bedeuten, dass hier die PVM mGBP abhangig, durchlassig wurde. Die virulenten
T. gondii Stdamme BK und RH haben Mechanismen entwickelt, um die mGBP
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Rekrutierung zu verhindern (Degrandi et al., 2007; Virreira Winter et al., 2011). Hier
zeigte sich, dass ohne Saponin nur eine sehr geringe Anzahl an intrazellularen Parasiten
ein Sag1 positives Signal zeigten, die PVM also nur in wenigen Fallen fur den Antikérper
durchlassig war. Dieses Ergebnis unterstitzt die Hypothese, dass die mGBPs an der
Zerstorung der PVM beteiligt sind.

Die GBPs gehdren zu der Familie der Dynamine (Praefcke and McMahon, 2004).
Mitglieder der Dynaminfamilie sind unter anderem an der Abspaltung von Vesikeln
beteiligt. Die mGBPs konnten ahnliche Funktionen an der PVM Ubernehmen, indem sie
beispielsweise kleine Vesikel von der PVM ablésen und somit zur Zerstérung der PV
beitragen. Wahrend der Infektion mit ME49 Toxoplasmen kommt es zur Rekrutierung der
mGBPs, diese kénnen die PVM angreifen oder andere Effektorproteine, die die
Membran auflésen, transportieren. Die PVM wird dadurch fur den Antikdrper durchlassig,
trotz einer geringen Detergenz-Konzentration. Bei der Infektion mit den virulenten BK
Toxoplasmen, wird die Rekrutierung der mGBPs durch die Virulenzfaktoren ROP16,18
und GRA15 (Taylor et al., 2006; Virreira Winter et al., 2011) verhindert. Daher kénnen
die mGBPs die PVM nicht angreifen bzw. dessen Angriff vermitteln.

Ob dieser Angriff der PVM allein auf die mGBPs zuriick zu flihren ist, bleibt zu klaren.
Denn auch die IFNy induzierten p47 GTPasen, die IRGs, rekrutieren nach Infektion mit
ME49 Toxoplasmen an die PVM und werden durch BK/RH Effektormechanismen daran
gehindert. So konnten auch die IRGs flr die Disruption der PVM verantwortlich sein
(Zhao et al.,, 2008) und die mGBPs eine andere Funktion in der Signalkaskade
Ubernehmen. So koénnten innerhalb der GBPs und der IRGs die einzelnen Proteine
unterschiedliche Funktionen Ubernehmen, zum Beispiel konnten einige eine
regulatorische, andere eine Effektor Funktion ausiben (Hunn et al., 2008; Kim et al.,
2011; Traver et al., 2011; Yamamoto et al., 2012) oder eine Transportfunktion
ubernehmen (Haldar et al., 2013).

Unabhangig von den mGBPs und IRGs, mussen noch andere Abwehrmechanismen der
Zelle die PVM angreifen. Denn nach Infektion mit BK Toxoplasmen zeigten auch ohne
Rekrutierung der mGBPs oder IRGs, 30% der parasitophoren Vakuolen ein positives
Signal flir das Toxoplasma Oberflachenprotein Sag1. Dies bedeutet, dass
moglicherweise ein komplexes Netzwerk innerhalb der Zelle zur Abwehr von T. gondii
vorliegt, welches teilweise unabhangig von den IFNy induzierten GTPasen wirkt.

5.2 Bedingungen fur die Rekrutierung von mGBPs zur PVM

Obwohl die mGBPs schon Ende der 70er Jahre beschrieben worden sind (Cheng et al.,
1983; Gupta et al., 1979; Knight und Korant, 1979) und bereits lange an ihnen geforscht
wird, ist immer noch unbekannt, welche Signale dazu flhren, dass die mGBPs an die PV
rekrutieren. Biochemische Eigenschaften, die fur die Rekrutierung notwendig sind,
konnten fir mGBP2 beschrieben werden (Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2012),
dazu zahlt die Isoprenylierung am C-Terminus und die Bildung von Oligomeren.
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Allerdings wurde noch kein Sensor oder Rezeptor beschrieben, der fir die Rekrutierung
der mGBPs nach T. gondii Infektion verantwortlich ist.

5.2.1 Die Rekrutierung von mGBP2 ist MyD88 unabhangig

Nach T. gondii Infektion ist die Produktion von IL-12 wichtig fir den Verlauf der Infektion
(Gazzinelli et al., 1993; Hunter et al., 1994; Johnson, 1992; Khan et al., 1994). Es konnte
gezeigt werden, dass die IL-12 Produktion in Folge der T. gondii Infektion abhangig vom
TLR Adaptermolekil MyD88 ist (Scanga et al., 2002). Des Weiteren zeigen MyD88™"
Mause eine erhdhte Anfalligkeit gegenlber einer T. gondii Infektion (Melo et al., 2010;
Scanga et al.,, 2002; Sukhumavasi et al., 2008). Da MyD88 als Adapterprotein der
meisten TLRs fungiert wurde vermutet, dass auch T. gondii, wie andere Pathogene,
mittels TLRs erkannt wird. Die TLRs ubernehmen innerhalb des Immunsystems eine
wichtige Rolle, in dem sie diverse PAMPs erkennen und daraufhin Signalwege
aktivieren, die zur Bekampfung der Erreger wichtig sind. So konnte die Rolle von TLR11
und TLR12 in der Erkennung von Toxoplasma Profilin beschrieben werden (Koblansky
et al., 2013; Plattner et al., 2008; Yarovinsky et al., 2005). Zunachst wurde gezeigt, dass
T. gondii Profilin TLR11 aktiviert (Yarovinsky et al., 2005) und dass TLR11" Mause nach
T. gondii Infektion eine verringerte IL-12 Produktion und eine erhéhte Anzahl von Gehirn
Zysten zeigten (Plattner et al., 2008). Dennoch reicht der TLR11” Phanotyp nicht aus,
um den drastischen Phénotyp in der MyD88” Maus zu erkldren. Dies konnte geldst
werden, als beschrieben wurde, dass sowohl TLR11 als auch der zuvor nicht bekannte
TLR12 fur die T. gondii Erkennung wichtig ist (Andrade et al., 2013; Koblansky et al.,
2013). Da die T. gondii Abwehr von der Erkennung des Parasiten durch TLRs abhangig
ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet, ob die Aktivierung von TLRs nach
Erkennung von T. gondii, auch zu der Rekrutierung der mGBPs zur PV fuhrt. Dazu
wurden MyD88" Fibroblasten (MEFs) verwendet. Es konnte kein Unterschied in der
Kolokalisation zwischen mGBPs und der T. gondii PV zwischen den MyD88" Zellen und
WT Zellen festgestellt werden (Abbildung 16). Dieser Versuch zeigt, dass die Erkennung
von T. gondii durch die Toll-like Rezeptoren keinen Einfluss auf die Rekrutierung der
mGBPs an die PV hat. Die Erkennung von T. gondii assoziierter Molekule durch TLR11
und TLR12 erfolgt im Endosom, nachdem der Parasit im Phagolysosom abgebaut
wurde.

So kdnnte erklarbar sein, dass die TLRs wichtig flr die IL-12 Produktion und somit fur
den Verlauf einer T. gondii Infektion sind, aber dennoch keinen Einfluss auf die mGBP
Rekrutierung zu intrazellularen Erregern haben. Die mGBP Rekrutierung ist ein sehr
friher Abwehrmechanismus nach T. gondii Infektion (Degrandi et al., 2007) und kénnte
im Zusammenhang mit der Zerstérung der PV und der damit verbundenen Exposition
des Parasiten gegenuber anderen Abwehrmechanismen in Verbindung gebracht werden
(Ling et al., 2006; Zhao et al., 2008).

Ein weiteres Protein, das mit der T. gondii Abwehr zusammenhangt ist UNC93B1. Es ist
im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und ist mit den endosomalen TLRs
assoziiert. Die endosomalen TLRs (TLR3/7/9/11/12) werden erst nach Aktivierung vom
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ER zum Endosom transportiert (Brinkmann et al., 2007; Kim et al., 2008). Zum einem ist
UNC93B1 fur den Transport der TLRs zum Endosom wichtig (Kim et al., 2008), zum
anderem wurde eine TLR-unabhangige Rolle flr das Protein beschrieben (Melo et al.,
2010). UNC93B1 wurde auch mit der Prasentation von Antigenen in Zusammenhang
gebracht (Tabeta et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass UNC93B1 nach T. gondii
Infektion vom ER nicht zum Endosom, sondern zur PV des Parasiten rekrutiert (Melo et
al., 2010). Es kénnte vermutet werden, dass die Lokalisation von UNC93B1 damit
zusammenhangt, dass das ER mit der PV assoziiert (Brinkmann et al., 2007; Tabeta et
al., 2006). Dennoch scheint der Transport von UNC93B1 unabhangig von TLRs zu sein,
denn ER residentes TLR9 oder Mutanten von UNC93B1 konnten nicht an der PV
gefunden werden (Melo et al.,, 2010). Ob die Rekrutierung von UNC93B1 im
Zusammenhang mit der Rekrutierung der mGBPs steht, bendtigt weitere
Untersuchungen. Allerdings zeigten auch Melo et al (2010) bereits, dass in IFNy
stimulierten UNC93B1” Zellen die Expression und Translokation der IRG-Proteine nicht
beeinflusst war. So sollte die zeitliche Abfolge der Rekrutierung von UNC93B1 und der
mGBPs untersucht werden. Denkbar ist, dass die mGBPs mit anderen Effektorproteinen
an die PV rekrutieren, hier die PV Membran zerstoren und somit die intrazellularen
Parasiten mittels anderer Effektormechanismen abgebaut werden kénnen. Daraufhin
folgt die Erkennung molekularer Strukturen durch die TLRs und die Aktivierung der
anschlielRenden Signalkaskaden und letztendlich der Produktion von IL-12. Des
Weiteren ist das rekrutierte UNC93B1 an der Prasentation von Antigenen der
freigesetzten und zerstorten Parasiten beteiligt (Tabeta et al., 2006). Startet tatsachlich
eine derartige Aktionskaskade mit der mGBP-abhangigen Disruption der PV, sollte in
Zukunft untersucht werden, ob in mGBP defizienten Mausen die TLR abhangige
Erkennung von T. gondii assoziierten Strukturen, gemessen an der Produktion von IL-
12, beeintrachtigt ist. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die Prasentation von
T. gondii assoziierten Antigenen in mGBP defizienten Mausen verandert ist. Da
verschiedene mGBPs wahrscheinlich redundante Funktionen innerhalb dieser
Aktionskette Ubernehmen koénnten, sollten Versuche in Mausen mit multiplen mGBP
knock out, wie von Yamamoto et al (Yamamoto et al., 2012) beschrieben, gemacht
werden.

5.2.2 Die mGBP2 Rekrutierung ist unabhangig von Mikrotubuli

und Aktinfilamenten
Nach Infektion mit T. gondii kommt es auf zelluldrer und molekularer Ebene zu
unterschiedlichsten Manipulationen der Wirtzelle (Sibley, 2003; Sinai et al., 1997). Eine
der drastischsten ist die Reorganisation des Zytoskeletts. In diesem Zusammenhang
kommt es auch zu einer Relokalisation verschiedener Zellorganellen wie Mitochondrien,
ER, Lysosomen und anderer Komponenten des endozytotischen und exozytotischen
Weges um die PV des Parasiten herum (Coppens et al., 2006; Sinai et al., 1997).
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Kurz nach T. gondii Infektion kommt es zu einer erhéhten Expression von a-Tubulin
(Nelson et al., 2008). Im Vergleich dazu werden Aktin und Aktin-verwandte Proteine des
Aktinzytoskeletts herunter reguliert (Nelson et al., 2008). Auch Vimentin, ein Bestandteil
der dritten Komponente des Zytoskeletts, den Intermediar-Filamenten (Wang und
Stamenovic, 2002), zeigt nach Infektion mit T. gondii eine veranderte Lokalisation
(Coppens et al.,, 2006; Halonen und Weidner, 1994). Vimentin hat diverse
strukturgebende Funktionen als auch Funktionen innerhalb des Zellzyklus, des Lipid
Metabolismus und wahrend der Mitose (Wang und Stamenovic, 2002). Es kommt nicht
nur zu einer Reorganisation des Zytoskeletts, auch wird es vom Parasiten flr eigene
Zwecke genutzt. So konnte gezeigt werden, dass ein intaktes Wirts Zytoskelett die Zeit
des Invasionsvorganges der Parasiten drastisch verkirzt (Sweeney et al., 2010). Es wird
angenommen, dass wirtseigene molekulare Faktoren, mit Hilfe des Mikrotubuli
Netzwerkes, an die Stelle der Infektion transportiert werden, um hier das Netzwerk zu
remodellieren und den Parasiteneintritt zu ermoglichen (Sweeney et al., 2010). Ausldser
fur den Transport kdnnten vom Parasiten sezernierte Proteine sein. Zu den sezernierten
Effektorproteinen von T. gondii gehdren die Proteine der sekretorischen Organellen
(Mikroneme, Rhoptrien, Dichte Granula). Es wird vermutet, dass in das Wirtszytosol
sezernierte ROP (Rhoptrien Proteine) entlang von Mikrotubuli in der Wirts Zelle
transportiert werden (Hakansson et al., 2001; Hunter und Sibley, 2012) und so die
Genexpression im Zellkern beeinflussen konnen.

Aufgrund der Besonderheiten der Interaktion zwischen intrazellularen Parasiten und dem
Zytoskelett des Wirtes und der beobachteten Dynamik der GFP-mGBP2 Vesikel
wahrend der Lebendzellaufnahmen (Abbildung 8 - Abbildung 12) wurde im Verlauf der
Arbeit Uberprift, ob die mGBP2 Vesikel Mikrotubuli abhangig an die PV des Parasiten
rekrutieren. Dazu wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt.

Paclitaxel (Taxol®) bindet B-Tubulin und hemmt dadurch den Abbau von Mikrotubuli und
stért somit die Dynamik des Mikrotubuli Auf- und Abbaus. Es wurde bereits gezeigt, dass
Paclitaxel intrazellulares Wachstum von T. gondii inhibiert (Estes et al., 1998) und fir
mGBP6 konnte gezeigt werden, dass es die Relokalisation an die PV stort (D. Degrandi,
unveroffentlicht). Allerdings zeigten sich im Versuch mit GFP-mGBP2 exprimierenden
Zellen keine Unterschiede in der Relokalisation von mGBP2 zwischen behandelten
Zellen und unbehandelten. Gleiches gilt fur die Inhibitoren Nocodazol und Tubulozol
(Abbildung 17). Auch die Aktinzytoskelett-abhangigkeit wurde mit dem Aktin-Inhibitor
Cytochalasin D getestet (Daten nicht gezeigt). Obwohl bisher eine Abhangigkeit der
mGBP Fusion mit der PV noch nicht gezeigt werden konnte, ist eine Interaktion mit dem
Zytoskelett zwecks Transports der mGBPs denkbar. Die GFP-mGBP2 Vesikel zeigten
wahrend des live cell imaging ausgepragte Dynamiken zum Teil auch Uber grofle
Distanzen. Fur die p47 kDa GTPase Irga6 konnte gezeigt werden, dass diese in GTP-
gebundener Form mit dem Golgi-Protein hook3 (Kaiser et al., 2004; Shenoy et al., 2007)
interagiert. Das Golgi-Protein hook3 bindet an Mikrotubuli und vermittelt die Fusion von
Salmonellen enthaltenden Phagosomen mit Lysosomem (Shotland et al., 2003). Dabei
wird vermutet, dass Irga6 den Transport kontrolliert oder an der Remodellierung des
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Phagosoms beteiligt sein kdnnte (Tiwari et al., 2009). Da auch Uberexprimierte mGBPs
nur im IFNy stimulieten Zustand an die PV rekrutieren, ist es denkbar, dass
Bewegungen in der Zelle mittels eines weiteren bzw. mehreren weiteren IFNy
induzierten Transportmolekuls/Transportmolekile stattfinden. Um die
Bewegungsprozesse der mGBP Vesikel aufklaren zu koénnen, sollten live cell imaging
Aufnahmen gemacht werden, in denen die Komponenten des Zytoskeletts und mGBP
Vesikel gefarbt sind und in diesem Ansatz die Bewegung der Vesikel und der
Zytoskelett-komponenten beobachtet werden. Denn wie die live cell imaging Aufnahmen
zeigten (Abbildung 10), kdnnte es sein, dass die mGBP2-Vesikel gar nicht als Ganzes
an die PV rekrutieren. Es scheint vielmehr so, als wirden die Vesikel gebundenes
mGBP2 ,frei“ ins Zytosol entlassen, welches dann an der PV akkumuliert. Sodass das
Mald an der Rekrutierung, kein Indiz dafur ist, ob die mGBP2 Vesikel mit dem Zytoskelett
interagieren. Somit kdnnte die Bewegung der Vesikel durch die Zelle auch Mikrotubuli
abhangig sein.

Eine Interaktion zwischen mGBP-Vesikel und Zytoskelett koéonnte auch Uber
Adapterproteine vermittelt werden. Ahnliches konnte nach Shigella flexneri Infektion
gezeigt werden. Hier wurde das Protein GEF-H1 (guanine nucleotide exchange factor)
nach Infektion an die Stelle der Invasion rekrutiert. GEF-H1 bindet Mikrotubuli und
Aktinfilamente (Krendel et al., 2002), ist involviert im Transport von endozytotischen und
exozytotischen Vesikeln (Pathak und Dermardirossian, 2013) und ist wichtig fur die
Aktivierung der kleinen GTPase RhoA (Rossman et al., 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass GEF-H1 mit dem Immunrezeptor NOD1 (nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 1) nach S. flexneri Infektion interagiert.
Dadurch kommt es zu einer Oligomerisierung von NOD1 Proteinen mittels ihrer CARD-
Doménen (caspase recruitment domain) und einer transienten Interaktion mit RIPK2
(Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2) und IKK (inhibitor of kB kinase)
die letztendlich in der Aktivierung von NF-kB resultiert. Dadurch dient GEF-H1 als
Adapter Protein und es wird vorubergehend ein ,Erkennungskomplex” ausgebildet. Auch
fur mGBPs wurde kurzlich gezeigt, dass sie CARD &hnliche Motive in ihrer Sequenz
aufweisen (Shenoy et al., 2012) worlber sie interagieren kdnnten und ahnliche
~Erkennungskomplexe” ausbilden kdnnten. Der intrazelluldre Transport der einzelnen
Bestandteile, der mGBP Vesikel oder schon der interagierenden ,Erkennungskomplexe*
koénnte Uber ein Adapterprotein wie GEF-H1 ausgeflhrt werden.

Eine weitere Mdglichkeit ware die Interaktion von mGBPs mit anderen Komponenten des
Zytoskeletts. Kirzlich wurden die Septine als ,vierte® Komponente des Zytoskeletts
bezeichnet (Mostowy und Cossart, 2012). Septine sind GTP-bindende Proteine, die
abhangig vom gebundenem Nukleotid (GMP, GDP oder GTP) hetero-oligomere
Strukturen bilden kénnen (Mendoza et al., 2002), ahnlich wie die mGBPs. Die Oligomere
kénnen wiederum Filamente bilden (Bertin et al., 2008; John et al., 2007). Anders als
Aktinfilamente oder Mikrotubuli sind die Septin-Filamente nicht polar und kdnnen
unterschiedlichste Strukturen bilden, neben den Filamenten auch ringférmige Strukturen
(Bertin et al., 2008; John et al., 2007). Septine kénnen mit Mikrotubuli und
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Aktinfilamenten interagieren aber auch Lipidmembranen binden. Durch ihre vielfaltige
Form und Bindungsmoglichkeiten kdnnen Septine unterschiedlichste Funktionen
erfillen. Sie kénnen ein Gerust (scaffold) fur andere Proteine bilden (Mostowy et al.,
2011), sie regulieren Vesikel Transport- und Fusionsprozesse (Beites et al., 2005; Estey
et al., 2010; Vega und Hsu, 2003), sind verantwortlich fir Kompartimentalisierung von
Zellen und bilden Diffusions Barrieren (Caudron und Barral, 2009). Besonders
interessant ist ihre kirzlich beschriebene Aufgabe wahrend der Infektion mit
Listeria monocytogenes oder Shigella flexneri. Es konnte gezeigt werden, dass Septine
einen ,Kafig“ um eindringende Bakterien bilden (Mostowy et al., 2010; Mostowy et al.,
2009). Die Kafig-artigen Strukturen erinnern an die Lokalisation der mGBPs um die PV
von T. gondii.

Es bleibt zu testen, ob eine Kolokalisation zwischen den Septinen und mGBPs vorliegt.
Die verschiedenen Septine erflllen unterschiedliche Funktionen. So wurde gezeigt, dass
SEPT2, aber nicht SEPT11 fur die Assemblierung der Septine um intrazellulare
Bakterien wichtig ist (Mostowy et al., 2010; Mostowy et al., 2011). Eine Interaktion
zwischen mGBPs und Septinen wirde auch weitere Kolokalisationsergebnisse erklaren.
So konnte gezeigt werden, dass die Septin-Kafige um S. flexneri als Gerist fur die
Bindung von verschiedenen Autophagie Markern dient, wie dem Adapterprotein p62
(Mostowy et al., 2010; Mostowy et al., 2011). AuRerdem zeigte sich, dass ein knock
down der Septine oder einzelner Autophagie relevanter Proteine (p62, ATG5, NDP52,
ATG6, ATG7) die Assemblierung der Septinkafige und der Kolokalisation mit den
Autophagiemarkern verhindert wird (Mostowy et al., 2010; Mostowy et al., 2011). Die
mMmGBPs kdnnten auch mit den Septinen als Struktur-gebende Einheit interagieren und
daraufhin  mit anderen Proteinen kolokalisieren und einen funktionellen
Effektormolekilkomplex bilden.

5.2.3 Die mGBP Rekrutierung zur PVM von T. gondii ist MAPK,
PKC und Ca* unabhingig

Schon vor Invasion der Parasiten in die Wirtszelle kdnnen extrazelluldre Parasiten oder
Parasitenbestandteile verschiedene proinflammatorische Signalwege aktivieren. Es
konnte gezeigt werden, das T. gondii die Mitogen-aktivierten-Protein Kinase (MAPK)
ERK1/2 aktiviert (Abi Abdallah et al., 2012; Kim und Denkers, 2006; Valere et al., 2003).
Auflerdem konnte gezeigt werden, dass die MAP-Kinasen Erk1/2 und p38 wichtig fur die
T. gondii induzierte IL-12 Produktion sind (Kim et al., 2005; Mason et al., 2004).
Interessant ist, dass die ERK1/2 Aktivierung bereits 10 min nach Infektion erfolgt (Valere
et al., 2003). Da auch die Rekrutierung der mGBPs zur PV bereits 10 min nach Infektion
zu beobachten ist, kdnnte ein mdglicher Zusammenhang zwischen der ERK1/2
Aktivierung und der mGBP Rekrutierung an die PV bestehen. Um dieses zu
untersuchen, wurden Immunfluoreszenz Versuche gemacht, bei denen die Zellen vor der
T. gondii Infektion mit dem Inhibitor U0126 behandelt worden sind. Dabei blockiert der
Inhibitor die katalytische Aktivitdt der MEK1 und MEK2 Kinasen (Favata et al., 1998).
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MEK1/2 aktivieren normalerweise die im Signalweg nachfolgenden Kinasen ERK1/2
durch Phosphorylierung. Durch die ERK1/2 Phosphorylierung erfolgt die Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren sowie die Regulation der Zytokinproduktion (Cobb
und Goldsmith, 1995). Wird diese Aktivierung durch U0126 inhibiert, kommt es zu einem
Abbruch des Signals in der ERK-Signaltransduktionskaskade. Allerdings zeigte die
Anwendung von U0126 keinen Einfluss auf die mGBP2 Rekrutierung an die PV des
Parasiten, so dass die Translokation der mGBPs unabhangig von der ERK1/2
Aktivierung zu sein scheint.

Die Aktivierung nach T. gondii Infektion von ERK1/2 erfolgt in Abhangigkeit von der
Proteinkinase C (PKC) (Masek et al., 2006), dies konnte in PKCB” Zellen gezeigt
werden, in der es zu keiner Phosphorylierung von ERK1/2 nach T. gondii Infektion kam
(Masek et al., 2006). Die Familie der PKC umfasst die Mitglieder PKCa und PKCRI/II. Die
PKCs werden durch intrazelluldre Ca?*-Konzentration reguliert (Parker und Murray-Rust,
2004). Die verschiedenen Enzyme sind an unterschiedlichen zellularen Vorgéngen
beteiligt, wie auch an Entzindungsprozessen und es konnte gezeigt werden, dass sie
die MAPK Phosphorylierung in verschiedene Zelltypen beeinflussen (Yang und
Kazanietz, 2003). Die Initiation der PKC Aktivitat kann anhand einer
Lokalisationanderung verfolgt werden, dabei wandern die Isoformen vom Zytosol zur
Plasma Membran (Fronhofer et al., 2006; Kontny et al., 2000; Shinji et al., 1994). Auch
die Infektion mit T. gondii induziert eine Translokation der PKCa und PKCB vom Zytosol
zur Plasmamembran (Masek et al., 2006). Der Héhepunkt der PKC Aktivierung war 5 bis
15 min nach Infektion zu beobachten (Masek et al., 2006). Auch die mGBPs
akkumulieren derart schnell an der PV und es kommt zu einer Translokation vom Zytosol
zur PV Membran. Daher kénnte ein Zusammenhang zwischen PKC und der mGBP
Rekrutierung bestehen. Um dies zu testen wurde der PKC Inhibitor G66976 verwendet.
Der Inhibitor hemmt sowohl PKCa als auch PKCB (Martiny-Baron et al., 1993). In
Makrophagen wurde gezeigt, dass nach Anwendung des Inhibitors die Produktion von
IL-12 nach T. gondii Infektion in Makrophagen verringert war. Der Inhibitor wurde wie in
4.2.3.2 beschrieben verwendet und die Lokalisation von GFP-mGBP2 nach T. gondii
Infektion untersucht. Es zeigten sich keine Unterschiede in der GFP-mGBP2
Rekrutierung nach Anwendung des Inhibitors im Vergleich zu den nicht behandelten
Zellen. Daraus lasst sich schlief3en, dass die Aktivierung der PKC keinen Einfluss auf die
Translokation der mGBPs hat.

Sowohl die Aktivierung der PKC und damit auch die darauf folgende Aktivierung der
MAP-Kinasen ist Ca®* abhéngig (Masek et al., 2006). Kalzium ist ein wichtiger Regulator
verschiedener zellularer Funktionen wie Zellwachstum, Proliferation und Apoptose
(zusammengefasst in (Berridge et al., 2000)). Es konnte gezeigt werden, dass ein
Anstieg an zytoplasmatisches Ca** verschiedene Transkriptionsfaktoren aktivieren kann,
die wahrend der Immunabwehr eine Rolle spielen, wie NF-kB oder auch die MAP-
Kinasen (Dolmetsch et al., 1997; Dolmetsch et al., 1998). Obwohl Masek et al (2006)
zeigen konnten, dass nach T. gondii Infektion sowohl PKC als auch MAPK Ca*-
abhangig aktiviert werden, ist bisher nicht viel (iber die Rolle von Ca?* als sekundéren
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Botenstoff innerhalb der Immunabwehr bekannt. Da die Aktivierung der PKC und der
MAPK durch Ca* sowie die Rekrutierung der mGBPs sehr schnelle Vorgénge nach
T. gondii Infektion sind, kénnte auch ein Zusammenhang mit den intrazellularen
Kalziumspiegeln und der Rekrutierung der mGBPs bestehen. So kénnte Ca* als
sekundarer Botenstoff moglicherweise Konformationsanderungen der mGBPs auslésen,
wodurch sie aus den mGBP-Vesikeln entlassen werden und durch Exposition lipophiler
Seitenketten mit der Membran der PV interagieren. Allerdings zeigten Versuche unter
Kalzium-depletierten Bedingungen keine veranderte GFP-mGBP2 Lokalisation
(vergleiche 4.2.3.2). Allerdings wurden in diesem Versuch GFP-mGBP2
Uiberexprimierende Zellen verwendet. Hier kénnte der Uberschuss von mGBP2 dazu
fihren, dass die minimalen Veranderungen der zytoplasmatischen Ca*" Level ihren
Einfluss nicht auswirken kénnen. Aufgrund der Hinweise auf die Rolle des Ca®* als
sekundarer Botenstoff im Zusammenhang mit immunologischen Funktionen und der
vielfiltigen Ca®-abhangigen Aktivierung verschiedener Enzyme und Reaktionswege
sollte ein Zusammenhang zwischen der mGBP Rekrutierung und Ca®" nicht
ausgeschlossen werden. Es sollten eventuell Versuche wiederholt werden, in denen nur
endogenes Protein mit Hilfe eines Antikorpers gefarbt wird. AulRerdem sollte das
Verhaltnis zwischen mGBP2-positiven und mGBP2-negativen PV prozentual bestimmt
werden.

Die Infektion mit T. gondii |6st in der Wirtszelle eine Vielzahl von Aktivierungen
verschiedener Enzyme aus (Bonhomme et al., 1999). Es bleibt zu klaren, ob die
Rekrutierung von der Aktivierung eines anderen Effektors abhangig ist oder ob die
MGBPs selbst eine Rolle als Sensor Ubernehmen. Kirzlich wurde beschrieben, dass in
der Guanine-bindenden Region der mGBPs CARD-ahnliche Strukturen zu finden sind
(Shenoy et al., 2012). CARD-Motive (caspase activation and recruitment domain) spielen
eine wichtige Rolle in sensorischen Komplexen, den sogenannten Inflammasomen. Die
Inflammasom-Proteinkomplexe erkennen Infektionen oder Schaden im Gewebe und dies
endet mit der Aktivierung der Caspase-1. In Folge der Aktivierung werden Interleukin
Vorlaufer (pro-IL-1B und pro-IL-18) gespalten und somit aktiviert und erflllen
Effektorfunktionen, aktivieren das adaptive Immunsystem und beeinflussen
inflammatorische Prozesse (Davis et al., 2011; Schroder und Tschopp, 2010). Die
CARD-Domanen in der Sequenz der mGBPs kénnten zu einer Interaktion zwischen den
mGBPs und Proteinen innerhalb eines Inflammasomkomplexes fuhren (Shenoy et al.,
2012). So wurde beschrieben, dass mGBP5 Teil des Nrlp3 Inflammasoms ist und eine
Funktion bei der Erkennung bakterieller Bestandteile nach Salmonella typhimurium oder
Listeria monocytogenes Infektion hat (Shenoy et al., 2012). Diese neu beschriebene
Funktion fur mGBP5 als Sensor kénnte erklaren, warum einige mGBPs an die T. gondii
PV rekrutieren und andere nicht. So kénnen die nicht-rekrutierenden mGBPs eine
neuartige, sensorische Funktion Gbernehmen und Signale weiterleiten, die dazu flhren,
dass andere mGBPs ihre Lokalisation verdandern und moglicherweise als
Transportproteine fur andere antimikrobielle Effektorproteine dienen.
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5.3 Die C-terminale Aminosaure D542 beeinflusst die
Lokalisation von mGBP6

Um den Mechanismus der mGBP Rekrutierung zur PV aufklaren zu konnen, sollten im
Rahmen dieser Arbeit auch die Motive innerhalb der mGBPs bestimmt werden, die
wichtig fur die Rekrutierung zur PV von T. gondii sind. Fir mGBP2 konnte bereits
gezeigt werden, dass die C-terminale Isoprenylierung essentiell fir die Relokalisation an
die PV nach T. gondii Infektion ist (Degrandi et al., 2013). Wahrend mGBP1, 2 und 5 ein
Isoprenylierungsmotiv haben ist dies nicht bei allen rekrutierenden mGBPs der Fall.
MGBP6 weist in seiner Sequenz kein Isoprenylierungsmotiv auf. Auch mGBP6 rekrutiert
nach Infektion an die PV, dies kann aber im Gegensatz zu mGBP2 unabhangig von
einer posttranslationalen Modifikation, wie einer Isoprenylierung sein. In dieser Arbeit
wurden mGBP6 und mGBP10 verglichen. Die beiden GTPasen weisen eine sehr hohe
Sequenzahnlichkeit auf, sie unterscheiden sich nur in 14 Aminosauren. Dennoch
verhalten sie sich nach IFNy-Stimulation und T. gondii Infektion unterschiedlich, mGBP6
rekrutiert an die PV wahrend mGBP10 zytoplasmatisch verteilt bleibt.

Zunachst wurde ein Fusionsprotein zwischen mGBP6 und mGBP10 hergestellt. Das
Fusionsprotein mit dem N-Terminus von mGBP10 und dem C-Terminus von mGBP6
(mGBP10.1-6.2) verhielt sich nach IFNy Stimulation und T. gondii Infektion wie mGBP6
und akkumulierte an der PV (Abbildung 23). Das zeigt, dass der C-Terminus wichtig fir
die Rekrutierung des Proteins ist. Daraufhin wurden mGBP6 Mutations-konstrukte
hergestellt, in denen eine oder mehrere Aminosauren in der mGBP6 mutiert wurden,
sodass diese wie in mGBP10 vorlagen. Die Lokalisation der Mutanten wurde mittels
konfokaler Mikroskopie untersucht, dabei wurde untersucht, ob die Mutationskonstrukte
nach IFNy Stimulation und T. gondii Infektion an die PV relokalisieren. Von Interesse
waren die Konstrukte, die nicht mehr an die PV rekrutieren, diese mGBP6 Mutanten
wiesen den Phanotyp von mGBP10 auf. Die Experimente ergaben, dass die
Asparaginsaure 542 wichtig fur die Rekrutierung zu sein scheint. Wurde diese
Aminosaure zu einem Asparagin mutiert (D542N), wie es in mGBP10 vorliegt, war die
Rekrutierung an die PV stark eingeschrankt.

Die mGBPs bestehen aus zwei Domanen, einer gro3en globuldaren Domane (large
globular domain, LG) am N-Terminus, die die Nukleotid Bindestellen beinhaltet, und
einer C-terminalen Domane, die aus a-Helices besteht. Bisher wurde nur die Struktur fur
hGBP1 aufgeklart (Prakash et al., 2000), Modelle anderer GBPs bauen auf dieser auf.
Syguda et al (Syguda et al., 2012) unterteilten die C-Terminalen a-Helices weiter in die
der LG folgenden a7/11 Helix und der C-Terminalen a12/13 Helix (Syguda et al., 2012).
Nach ihrem Modell verandert sich durch GTP Bindung die Konformation, Bindungen
zwischen Aminosauren verandern sich und hGBP1 kann Dimere bilden. Durch die
Dimerisierung kommt es zu weiteren Konformationsanderungen und die Bindung
zwischen der LG Domane und der Helix a12/13 wird leicht gel6st, dadurch kann die
Helix a12/13 mit einer weiteren Helix a12/13 eines weiteren Dimers in
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Wechselwirkungen treten und eine Doppelwende (coiled-coil) ausbilden. Uber diese
Interaktion wird dann ein Tetramer gebildet.

Abbildung 62: Modell der GBP
Tetramerbildung nach Syguda et al.
(2012). Die LG-Domaine ist in rot

dargestellt, die a-helicale Domane
7/11 in griin, a12/13 in blau. Ist kein
Nukleotid gebunden, liegen die
GBPs als Monomere vor. Es zeigen
sich wahrscheinlich zwei
Bindestellen um Dimere und
Tetramere zu bilden. Die erste ist in
der LG-Domane lokalisiert und die
Interaktion zwischen 2zwei LG-
Domiénen ist abhdngig von der
GTP-Bindung. Die enzymatische
Spaltung von GTP fiihrt zu der
Freilegung der a12/13 Seitenkette,
diese kann dann mit weiteren
a12/13 Seitenketten interagieren
und Tetramere ausbilden.

Die Aminosaure, die die Rekrutierung von mGBP6 beeinflusst, D542N, liegt innerhalb
der Helices a12/13 (Abbildung 63). Dadurch, dass durch die Mutation eine saure
Aminosaure gegen eine polare, nicht geladene Aminosaure ausgetauscht wird, kann es
zu unterschiedlichen Szenarien kommen. Es kann sein, dass die Wechselwirkungen
zwischen Helix a12/13 und LG-Domane durch den Aminosaureaustausch fester wird und
daher durch eine Dimerbildung die Helix a12/13 nicht ausreichend frei gelegt werden
kann. Somit kénnen die a12/13 Helices zweier Dimere nicht mehr die Doppelwende
ausbilden und dadurch keine Tetramere bilden. Oder es konnte sein, dass der
Aminosaureaustausch die Bildung der Doppelwende zwischen zwei a12/13 Helices
direkt betrifft, die veranderte Ladung kénnte dazu flhren, dass diese nicht mehr
ausreichend miteinander interagieren kdonnen und letztendlich keine Tetramere mehr
bilden. Dabei kann nicht nur die Bildung von homogenen Tetrameren betroffen sein,
sondern auch die Ausbildung von heterogenen Oligomeren zwischen verschiedenen
mGBPs. Wird die Bildung von Tetrameren verhindert, kbnnen diese nicht mehr an die
PV rekrutieren, wie es auch schon fir mGBP2 gezeigt worden ist (Kravets et al., 2012).
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al12/13

542

Abbildung 63: Strukturmodell von mGBP6. Die N-terminale groBe Domane ist in rot dargestellt. Die a-
helicalen Doméanen sind unterteilt in a7/11 (griin) und a12/13 (violett). Die Aminosaure 542 wurde
gelb markiert.

Leider zeigten die entsprechenden Mutationen in mGBP10 (N542D) und mGBP2
(E548Q) keinen eindeutigen Effekt. In mGBP10 wurde die Aminosaure N542 zu einer
Asparaginsaure mutiert. Hier sollte darauf hin eine Relokalisation zur PV beobachtet
werden. Allerdings konnte der Versuch nicht ausreichend ausgewertet werden, da die
transiente Transfektion mit dem entsprechenden Konstrukt nur schlecht funktioniert hat.
Es zeigte sich in einigen Fallen eine Relokalisierung an die PV (Abbildung 28), die aber
statistisch nicht ausgewertet werden konnte. Hier sollte in weiteren Experimenten das
Konstrukt stabil in die Zellen transfiziert werden, um die Lokalisation nach T. gondii
Infektion genauer analysieren zu kénnen. In der entsprechenden mGBP2 Mutante liegt
der Aminosaureaustausch E548Q vor. Diese Mutante zeigte allerdings eine Rekrutierung
zur PV nach T. gondii Infektion, was auch auf die Isoprenylierung zuriick zu fuhren sein
kann (Abbildung 29). Allerdings zeigte die Mutante im IFNy stimulierten Zellen nicht die
charakteristische vesikulare Verteilung, sondern zeigte eine eher zytoplasmatsiche
Verteilung wie es auch bei dem nicht rekrutierendem mGBP10 zu beobachten ist. Dies
kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die Tetramerbildung durch die Mutation
beeintrachtigt ist. Denn eine ahnliche Verteilung zeigen auch mGBP2 Mutanten die in
ihrer Nukleotidbindung beeintrachtig sind und daraufhin keine Tetramere bilden kénnen
(Kravets et al., 2012). Folgt man dieser Argumentation, wirde das heif3en, dass die nicht
rekrutierenden mGBPs keine Tetramere nach Infektion mit T. gondii ausbilden, auch dies
sollte in Zukunft weiter analysiert werden, z.B. durch Interaktionsstuiden mittels MFIS
(multiparameter fluorescence image spectroscopy) Untersuchungen (Kravets et al.,
2012). Ob der Aminosaureaustausch tatsachlich fur eine verminderte Tetramerbildung
verantwortlich ist, bleibt zu klaren.

In einem Sequenzvergleich zeigen nahezu alle zur PV rekrutierenden mGBPs an der
beschriebenen Stelle saure Aminosauren sowie auch die nicht zur PV rekrutierenden
mGBPs ungeladene Aminosduren aufweisen. So besitzen die rekrutierenden mGBPs,
die auf dem Chromosom 5 kodiert sind (mGBP6, mGBP9) eine Asparaginsaure und die
nicht rekrutierenden mGBPs (mGBP4,8,10) ein Asparagin. Gleiches Muster ist bei den
mGBPs des Chromosoms 3 zu finden, mit Ausnahme von mGBP1. Hier zeigen die
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rekrutierenden mGBPs (mGBP2,3,7) eine Glutaminsaure und das nicht rekrutierende
mGBP5 ein Glutamin (Abbildung 64).

—
mGBP1 501 NRABAEMAKKHEMLMEQKEBQS YQBHMKALTEKMEQBRKELMAERQN I ISLKLQEQE - - - - - - RLLKQGFQNESLQLRQEIEK I K -578
mGBP2 501 NREBEKKQKEFELMMQQKEBKS YQBHVKKETEKMKDBQKQLLAERED | IAAKLREQE - - - - - - KFEKEGFEENESKKL | REWEDTEK - 578
mGBP5 502 AQRBIEAITRIQEEQRKAEMEBRQHQ LR----QIALBKARVAQERQWILKQRAQEEA--- - - - DRIKAEQEAQLRALQQQLQHM- -574
mGBPsa 390 AQRBEA IR IQEEQRKAEMBRQHQBIQLR - - - -Q I ALBKARVAQERQWILKQRAQGRCPV IWCLDLLLAEDEGPKQDLSQKLCCFGQA70
mGBP3 496 LELBRQROKEQEQVMEAQBRSFREN I AKLQEKMESBKEMLLRERE SMLEHKL KVQE - - - - - - ELEIEGFREKSDMLKNEISHER -573
mGBP7 502 QELBRQKOQKELQQVMEAQEBRS YKEBNVAQLHEKMETEBRKNILREREYKLEHKLK IQK - - - - - - DMENEGFEKRKCEAMDLEISQEQ - 579
mGBP4.1 506 QDLEBRQKQKEHQE YMEAQEKRNKENLEQLRRKLEQEBREQL IKDHNBMLEKL TKEQK - - - - - - TFREEGYKTQAEELRREIHQEG - 583
mGBP6 498 QELBRQKOKEQQE YMEAQEKS HKEINLEQLRRKLEQEBREQD I KDHDMMLKKL MKDQK - - - - - - AFLEEGFKKKAEEMNKEIQQLR - 575
mGBP8 416 QDLBRQKQKEQQEYMEAQBKRNKEN IEQLRRKLEQEBREQL IKDHNEMVEKKLKEQK - - - - - - ALLEEGFKKKAEEMDGE IQQLEK - 493
mGBP9 498 QELBRQKQKEQQEYMEAQEKRNKENLEQLRREKLMQEREQD IKDHDRAMLEKQL KDQK AFLEEGFTNKAEE INAELEREE - 575
mGBP10 498 QDLEMRQKQKEQQE YMEAQEKS HKEN | EQLRRELMQEREQL | KDHNAMLIKKQLKDAK - - - - - - AFLEEGEKKKAEEMNKELQQLR - 575
L1 T T T R
==

Abbildung 64: Ausschnitt des ClustalW Alignment ausgewdhilter mGBPs im Bereich, der
wahrscheinlich fiir die Rekrutierung von mGBP6 interessant ist (542). Die mGBPs der ersten Reihen
(1, 2, 3, 5 und 7) befinden sich auf Chromosom 3 und die unteren mGBPs (6, 8, 9 und 10) befinden
sich auf Chromosom 5.

5.4 Rhoptrien Proteine von T. gondii beeinflussen die mGBP
Rekrutierung

Die Rekrutierung der mGBPs an die T. gondii PV ist ein wichtiger Abwehrmechanismus
wahrend der Bekdmpfung der Infektion in der Maus. Dies ist belegt durch eine erhdhte
Anfalligkeit von mGBP2" Mausen gegeniiber einer T. gondii Infektion (Degrandi et al.,
2013; Yamamoto et al.,, 2012). Sowie in Mausen, bei denen das gesamte genomisch
GBP Cluster auf Chromosom 3 deletiert wurde (Yamamoto et al., 2012). Des Weiteren
zeigt sich, dass virulente T. gondii Stamme Mechanismen entwickelt haben, die die
Rekrutierung der IFNy induzierten GTPasen verhindern kdnnen. Der Parasit sezerniert
wahrend der Invasion in die Zelle Effektormolekile, die verschiedene Signalwege in der
Wirtszelle beeinflussen (Hunter und Sibley, 2012). Hier spielen vor allem die Proteine
der Rhoptrien eine wichtige Rolle (ROP-Proteine). Dabei tragen diese zur
unterschiedlichen Pathogenitat der verschiedenen T. gondii Stamme bei. Die
entsprechenden Proteine wurden mit Hilfe von forward-Genetik Verfahren ermittelt (Saeij
et al., 2006; Taylor et al., 2006). Dabei stellte sich heraus, dass die Virulenz
hauptsachlich auf der Expression von ROP5 und ROP18 beruht (Saeij et al., 2005; Saeij
et al., 2006; Taylor et al., 2006). In wenig virulenten T. gondii Stdmmen, wird nur wenig
ROP18 exprimiert (Taylor et al., 2006). Stellt man Typ lll Toxoplasmen her, welche das
Typ | ROP18 Allel exprimieren, steigt die Virulenz der zuvor nicht virulenten Parasiten
(Taylor et al., 2006). ROP18 zeigt eine Seronin/Threonin Kinase Aktivitat und wird
wahrend der Invasion in die Wirtszelle sezerniert. ROP5 dagegen zeigt keine
katalytische Aktivitdt und wurde als Pseudokinase beschrieben (Reese und Boothroyd,
2011). Es konnte gezeigt werden, dass ROP5 und ROP18 miteinander interagieren
(Behnke et al., 2011) und ROP5 dabei eine regulatorische Rolle Ubernimmt (Behnke
2012), wie es auch fur andere Pseudokinasen gezeigt werden konnte (Boudeau et al.,
2006).

Mitglieder der p47 GTPasen (IRGs)-Familie werden von ROP18 phosphoryliert und
dadurch wird ihre Akkumulation an der PV verhindert (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et
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al., 2010). Auch die mGBPs zeigen unterschiedliches Rekrutierungsverhalten, abhangig
von der Virulenz des Parasiten. So zeigen sie eine Rekrutierung zur PV nach Infektion
mit Typll ME49 Toxoplasmen, aber nicht nach Typl BK oder RH Toxoplasmen Infektion
(Degrandi et al., 2007; Virreira Winter et al., 2011). Ein Ziel dieser Arbeit war es,
herauszufinden, ob diese Unterschiede auch auf die ROP Proteine zurlickzuflihren sind.
Dazu wurde die Sekretion der ROP Proteine mit Hilfe des Inhibitors 4-Bromophenacyl
Bromid (4-BPB) gehemmt (Ravindran et al., 2009). Der genaue Wirkmechanismus des
Inhibitors ist unbekannt, aber es wird vermutet, dass er die Fusion zwischen ROP-
Vesikelmembran und Zellmembran verhindert (Ravindran et al., 2009). Durch den
Einsatz von 4-BPB wird die Invasion der Parasiten in die Zelle gehemmt. Die
Konzentration musste so gewahlt werden, dass der Inhibitor noch einen Effekt zeigt,
aber gentgend Parasiten in die Zellen eindringen um den Versuch auswerten zu
kénnen. Der Versuch mit den Typ Il ME49 Toxoplasmen zeigt bis auf die verringerte
Invasion in die Zellen, keinen Einfluss auf die Rekrutierung der mGBPs an die PV
(Abbildung 32). Im Versuch mit virulenten Typ | BK Toxoplasmen konnte mit steigender
Inhibitorkonzentration auch eine erhéhte Menge an mGBP2-positiven PVs detektiert
werden (Abbildung 33). Daraus lasst sich schlieRen, dass sehr wahrscheinlich ROP
Proteine dafiir verantwortlich sind, dass die Akkumulation der mGBPs um die PV nach
Infektion mit virulenten Typ | T. gondii Stdammen verhindert wird. Auch fur die
Rekrutierung der IRGs wurde beschrieben, dass diese von ROP Proteinen nach
Infektion mit virulenten Typ | T. gondii Stdmmen verhindert wird (Khaminets et al., 2010;
Zhao et al., 2009). Dabei konnte ROP18 durch die Phosphorylierung der IRGs oder auch
der mGBPs die Interaktion mit der PVM verhindern. Es konnte gezeigt werden, dass
ROP18 in der PVM verankert ist (Labesse et al., 2009; Reese und Boothroyd, 2009).
Hier konnte es zu einer vorubergehenden Interaktion zwischen ROP5 und ROP18
kommen, wodurch ROP18 vollstandige katalytische Aktivitat zeigt. Fur verschiedene
IRGs konnte gezeigt werden, dass diese durch ROP18 an einem gemeinsamen Motiv
(innerhalb der switch region ) phosphoryliert werden (Fentress et al., 2010) und dadurch
die GTPase Aktivitdt und die Oligomerisierung beeintrachtigt wird (Steinfeldt et al.,
2010), was sich letztendlich auf die Akkumulation an der PV und dem damit
verbundenen Abbau der PVM auswirkt (Fentress und Sibley, 2011). Zu klaren bleibt, ob
die mGBPs auch direkt von ROP18 phosphoryliert werden kénnen, sie tragen ahnliche
Motive wie die IRGs in denen es zu einer Phosphorylierung kommen kénnte (Fentress et
al., 2010). Die Akkumulation der mGBPs konnte auch Uber einen alternativen
Mechanismus verhindert werden. Da die IRGs wichtig fur die Organisation der mGBPs in
der Zelle zu sein scheinen (Traver et al., 2011), kdnnte es sein, dass die IRGs Einfluss
auf die Aktivierung der mGBPs haben. Durch die Phophorylierung der IRGs wird die
Oligomerbildung verhindert, das kénnte auch Einfluss auf die Organisation und Aktivitat
der mGBPs haben. Weitere Studien sind notwendig z.B. in IRG-defizienten Mauslinien
kombiniert mit massenspektrometrischen Untersuchungen, um zu klaren ob die mGBPs
direkt von ROP18 phosphoryliert werden oder ob ein alternativer Mechanismus die
Rekrutierung der mGBPs verhindert.
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5.5 mGBP2" Zellen zeigen eine veranderte autophagische
Aktivitat

Es konnte gezeigt werden, dass viele mGBP2 enthaltende Vesikel auch positiv fur den
Autophagie Marker LC3 sind (Traver et al., 2011). Der Prozess der Autophagie ist ein
Abbaumechanismus, wahrend dessen groRe Proteinkomplexe oder ganze
Zellorganellen abgebaut werden (Maiuri et al., 2007). Dies geschieht durch die Bildung
einer Doppel-Membran um Teile des Zytoplasmas, die die abzubauenden
Proteinkomplexe oder Zellorganellen enthalten. Die so geformten Autophagosomen
fusionieren im Verlauf der Autophagie mit spaten Endosomen bzw. Lysosomen, was
letztendlich zum Abbau der umschlossenen Proteinkomplexe bzw. Zellorganellen fiihrt.
Dieser Mechanismus dient nicht nur zur Nahrstoffversorgung wahrend Nahrstoffmangels
(Hunger), sondern wurde auch beschrieben um intrazellulare Pathogene zu beseitigen
(Levine, 2005). Werden intrazellulare Pathogene mittels Autophagie beseitigt, wird
haufig auch von Xenophagie gesprochen, um den Mechanismus von der Autophagie als
Nahrstoffquelle unterscheiden zu kénnen (Levine 2005). Somit kédnnten die GBPs eine
vermittelInde Komponente darstellen, die z.B. parasitare Strukturen detektiert und zum
Abbau innerhalb der Xenophagie markiert.

Allerdings zeigen mGBP2 positive Vesikel nie ein LAMP1 Signal (Traver et al., 2011).
LAMP1 ist ein Marker fur spate Endosomen, sodass Travor und Kollegen daraus
schlielRen, dass mGBP2 eine Funktion in der frihen Phase der Autophagosomen
Bildung Ubernimmt. Um dies weitergehend zu testen, gibt es die Moglichkeit Autophagie
auf verschiedene Weisen zu inhibieren, entweder durch die Verwendung Autophagie
defizienter Zelllinien oder durch chemische Inhibitoren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ATG5 defiziente Zellen verwendet. ATG5 ist ein
wichtiges Autophagie-Protein, es sorgt fir die Elongation von Autophagosom-
Membranen (Youle und Narendra, 2011). Ohne ATG5 kénnen keine Autophagosomen
gebildet werden und es kann keine Autophagie stattfinden. Es wurde bereits
beschrieben, dass in ATG5 defizienten Zellen die p47 IRGs vermindert exprimiert
werden und gréliere Proteinaggregate bilden (Khaminets et al., 2010; Zhao et al., 2008).
Dies konnte auch fur mGBP2 beschrieben werden (diese Arbeit, und (Traver et al.,
2011) und ebenso kurzlich fur mGBP1 (Selleck et al., 2013). Da ATGS wichtig fur die
Aktivierung von LC3 ist, kann in ATG5 defizienten Zellen keine Kolokalisation von LC3
und mGBP2 beobachtet werden. Aul3erdem zeigte sich nach T. gondii Infektion, dass in
den ATGS5-defizienten Zellen deutlich weniger mGBP2 positive parasitéare Vakuolen zu
detektieren sind (Abbildung 40) auch Zhao und Kollegen beschreiben dies fur die p47
GTPase Irga6 (lIGP1) (Zhao et al., 2008) und Selleck et al (2013) fur mGBP1. Um zu
testen, ob der Prozess abhangig vom Mechanismus der Autophagie im Allgemeinen
oder spezifisch ATG5 abhangig ist, wurden verschiedene Autophagie Inhibitoren
eingesetzt (Abbildung 41). Es zeigte sich, dass die Rekrutierung von mGBP2 an die PV
von T. gondii auch unter Einfluss verschiedener Inhibitoren stattfindet, sodass die
Rekrutierung Autophagie unabhangig aber ATG5 abhangig ist. Versuche, die eine

143



144

Diskussion

mogliche Kolokalisation zwischen mGBP2 und ATG5 zeigen sollten, wie
Immunoprazipitation oder Immunfluoreszenzfarbungen, fuhrten aufgrund schlecht
funktionierenden ATG5-Antikorpers nicht zum Erfolg. Fir Rickschlisse, ob die GBPs
und ATGS in einem direkten Zusammenhang stehen, ware die Beobachtung einer
Kolokalisation zwischen GBPs und ATG5 von Interesse. Letztendlich Iasst sich daraus
schlielRen, dass ATG5 moglicherweise wichtig fir die Rekrutierung der GTPasen zur PV
ist und somit eine Rolle innerhalb der Pathogenabwehr tGbernehmen kénnte. Dies wird
unterstutzt von den Beobachtungen, dass sich membrandse Strukturen an der Pathogen
enthaltenden Vakuole anhaufen (Kim et al., 2011; Selleck et al., 2013; Zhao et al., 2008).
Obwohl bekannt ist, dass mGBP2 mit Irgb6 und Irgb10 interagiert und sie abhangig
voneinander an die PV rekrutieren (Yamamoto et al., 2012), wurde dies nicht fur Irga6
und mGBP2 beschrieben. Die Proteine kénnten entweder unabhangig voneinander oder
ATG5-abhangig an die PVM rekrutieren oder es kdnnte eine bisher nicht beschriebene
Interaktion zwischen mGBP2 und Irga6 vorliegen. Eine Kolokalisation von mGBP1 und
Irga6 in ATG5™ Zellen wurde bereits gezeigt (Selleck et al., 2013).

Eine weitere Erklarung fur die verringerte Rekrutierung von mGBP2 an die PV in den
ATGb5-defizienten Zellen kénnte sein, dass nicht ATG5 als Protein an sich wichtig ist,
sondern der Prozess der Autophagie. In dem Fall, dass Autophagie nicht stattfinden
kann, konnten sich fehlerhaft gefaltete Proteine zu Aggregaten komplexieren. Dadurch
konnte es zu fehlerhaften Interaktionen untereinander kommen, die dazu fihren, dass
die GTPasen nicht an die PV des Parasiten rekrutieren kénnen (Selleck et al., 2013).
Dieser Erklarungsansatz widerspricht allerdings den Ergebnissen nach Einsatz der
Autophagie Inhibitoren (Abbildung 41). Auch nach Inhibition von Autophagie durch
verschiedene chemische Inhibitoren, kam es weiterhin zu einer Rekrutierung von
mGBP2 an die PV. Die unlblich groRen mGBP2 Vesikel, wie sie in ATG5” Zellen zu
beobachten waren, konnten nach Einsatz der Inhibitoren nicht beobachtet werden. Dies
sollte in Zukunft genauer untersucht werden, da die Anwendung der Autophagie
Inhibitoren zu unspezifischen Nebeneffekten flihren kdnnte, die eine Interpretation der
Daten erschwert. Ob die verminderte Rekrutierung tatsachlich Autophagie abhangig ist,
sollte mit weiteren knock out Zelllinien getestet werden, die Autophagie-defizient sind.
Abgesehen davon, ob der Prozess der Autophagie an sich oder eine Autophagie
unabhangige Rolle fir ATGS fir die Rekrutierung der GTPasen an die PV wichtig ist,
zeigen die Versuche, dass sowohl die Rekrutierung der GBPs als auch der Prozess der
Autophagie streng kontrolliert wird.

Einen Zusammenhang zwischen humanen GBPs und Autophagie erlduterten auch Al-
Zeer und Kollegen (2013). Sie zeigten, dass hGBP1/2 nach IFNy Induktion wichtig fur
die Abwehr von Chlamydia trachomatis in Makrophagen ist. Dabei induziert hGBP1/2 die
Fusion von Autophagosomen mit den eingeschlossenen Bakterien, wodurch es
letztendlich zum Abbau der Pathogene kommt. Fur T. gondii wurde ebenfalls
nachgewiesen, dass durch IFNy Stimulation die Beseitigung des Parasiten durch
Autophagie induziert wird (Martens et al., 2005; Yap et al., 2007). Auch im nicht
infizierten Zustand konnte in Makrophagen die Induktion der Autophagie durch IFNy
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gezeigt werden (Gutierrez et al., 2004). Auch ein Zusammenhang zwischen mGBP2 und
der Autophagie Induktion im nicht infizierten Zustand konnte innerhalb dieser Arbeit in
ersten Pilotversuchen belegt werden (Abbildung 42). Es zeigte sich, dass im Vergleich
zu WT Zellen in mGBP2” Zellen Autophagie (gemessen anhand der LC3-lI
Bandenintensitat) weniger stark induziert wird. Die Bandenintensitat wurde mit Hilfe des
Programms Image Studio (Li-Cor) gemessen und mit der jeweiligen B-Aktin
Ladekontrolle standartisiert. Ausgewertet wurden die Proben, die mit dem Autophagie
Inhibitor Bafilomycin A1 behandelt worden sind, da der Umsatz von LC3-Il im nicht
inhibierten Zustand zu schnell ist, um mittels Western Blot verfolgt werden zu kénnen.
Unter Einfluss von Bafilomycin A1 fusionieren die Autophagosomen nicht mit den
Lysosomen, akkumulieren in der Zelle und die Menge an LC3-ll als spaten
Autophagosomen Marker kann gemessen werden. Vergleicht man nun die Induktion von
Autophagie in den WT mit den mGBP2" Zellen (Abbildung 43), zeigt sich ein
Unterschied unter Autophagie induzierten Bedingungen (Nahrstoffmangel, induziert
durch HBSS Medium). Die mGBP2™ Zellen zeigen deutlich weniger LC3-II, also eine
geringere Autophagie Induktion unter Nahrstoffmangel als die WT Zellen. Wird die
Autophagie lediglich durch IFNy induziert, was laut Al-Zeer (2013) ausreicht, zeigt sich in
den mGBP2” Zellen ein leicht erhdhtes Level an Autophagie als in den WT Zellen. Dies
kénnte daran liegen, dass in mGBP2” Zellen deregulierte Proteinmengen an mGBP1
vorliegen (Daniel Degrandi personliche Mitteilung, diese Arbeit). Im Experiment mit
humanen GBP1 und GBP2 konnten Al-Zeer und Kollegen (2013) zeigen, dass beide
hGBPs an der Regulation der durch Autophagie vermittelten Beseitigung von
C. trachomatis beteiligt sind. So kénnte die Uberexpression von mGBP1 in den IFNy
stimulierten mGBP2” Zellen zu den umgekehrten LC3-Il Level im Vergleich zum WT
fihren. In einem néachsten Schritt sollte untersucht werden, wie die Induktion der
Autophagie nach Infektion mit T. gondii vorliegt und ob auch der knock out anderer
MGBPs einen Einfluss auf die Induktion von Autophagie hat.

Werden intrazellulare Parasiten mittels des autophagischen Weges abgebaut
(xenophagischer Abbau), kénnte dies auch einen Einfluss auf die Antigen Prasentation
haben. Sollte die Qualitdt und/oder Quantitdt der Antigen-Prozessierung und
Prasentierung durch den Abbau intrazelluldrer Pathogene durch die Autophagie
Maschinerie beeinflusst werden und mGBP2 einen Einfluss auf diesen autophagischen
Abbau haben, kénnten Antigen prasentierende Zellen wie mGBP2" Dendritische Zellen
oder mGBP2" Makrophagen einen Defekt aufweisen. Um dies zu liberpriifen sollte die
Antigenprozessierung und —prasentation sowie die T-Zell-Aktivierung in entsprechenden
mGBP2" Mausen nach T. gondii Infektion untersucht werden.

Die IFNy induzierte Expression der GBPs und die IFNy abhangige Aktivierung der
Xenophagie, impliziert einen Zusammenhang zwischen GBPs und Xenophagie. Die
Interaktion der mGBPs mit p62/SQSTM1 zeigt, dass GBPs fir den Transport von
Proteinen an die PV wichtig sein kénnten, die die PV zum Abbau markieren. So kénnten
die Fragen nach dem zellbiologischen Charakters der Xenophagie, welche Faktoren die
Xenophagie auslésen und fir die Selektivitdt verantwortlich sind, mit Hilfe der GBPs
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geklart werden. Die GBPs kdnnten innerhalb der Xenophagie als Sensor agieren, in dem
sie Strukturen zum Abbau erkennen und dann mit Hilfe von Autophagie
Adapterproteinen zum Abbau markieren. Diese Aufgabe kénnten die GBPs als Homo-
Oligomere ubernehmen oder die GBPs liegen in einem Multi-Proteinkomplex vor und
sind mit Hilfe anderer Proteine an der Erkennung und Markierung intrazellularer
Pathogene beteiligt.

5.6 mGBP2 besitzt einen antiviralen Effekt gegen MCMV

Interferon Signalwege werden u.a. durch virale Infektionen aktiviert, wodurch eine
Vielzahl von IFN induzierten Proteinen exprimiert wird, die zur Bekampfung der viralen
Infektion beitragen. Zu den IFN induzierten GTPasen mit antiviraler Aktivitat gehoren die
Mx-Proteine (Frese et al., 1995; Haller et al., 1995; Pavlovic et al., 1990; Schnorr et al.,
1993; Staeheli et al., 1986; Thimme et al., 1995). Aber auch fir die GBPs wurde ein
antiviraler Effekt nachgewiesen. So bewiesen Anderson et al (1999), dass humanes
GBP1 einen Effekt gegen das Vesikulare Stomatitis Virus (VSV) und
Encephalomyocarditis Virus (EMCV) hat. Sie zeigten in HelLa Zellen, dass die
Expression von GBP1 die Replikation von VSV und EMCV hemmt. Weiter besitzt hGBP1
eine antivirale Wirkung gegen das Influenza A Virus (IAV) (Zhu et al., 2013). Auch fir
mGBP2 konnte ein Effekt gegen VSV und EMCV nachgewiesen werden (Carter et al.,
2005).

Im Verlauf dieser Arbeit sollte getestet werden, ob mGBP2 eine Rolle in der antiviralen
Immunabwehr gegen das Cytomegalievirus (MCMV) einnimmt. Es wurden mGBP2”
Mause mit murinem MCMV infiziert und die Infektionslast der Organe, sowie die
Induktion verschiedener mGBPs in den Organlysaten infizierter Mause untersucht.
Zunachst zeigte sich, dass die Infektionslast der Organe sich in den mGBP2” Mausen
kaum von WT Mausen unterschieden (Abbildung 44-Abbildung 47). Das heif3t, nach
Infektion finden sich ahnliche Mengen an Virus in den verschiedenen Organen der
mGBP2” und WT Mausen, unabhangig davon, ob das Virus in seiner Replikation
beeintrachtigt wird. Daraus lasst sich schlielen, dass mGBP2 keinen Einfluss auf die
Infektion der Zellen hat. Des Weiteren wurde untersucht, oo mGBP2 einen Effekt auf die
Virusreplikation hat. Diese wurde daran bestimmt, wie viel replikationsfahiges Virus in
den Organen nachgewiesen werden kann. Es zeigte sich, dass die Viruslast in der Milz
(Abbildung 48) tendenziell erhdht ist. Die Ergebnisse der Speicheldriise (Abbildung 49)
sind in den drei Versuchen sehr divergent. Ein drastischer Phanotyp zeigt sich im
zweiten Infektionsversuch, wahrend der friihen Phasen ist hier kein Virus in der WT
Maus nachzuweisen. Dieser Phanotyp konnte in den anderen Versuchen nicht
wiederholt werden. Dennoch zeigt sich tendenziell eine erhdhte Virusreplikation bei den
frGhen Zeitpunkten der Infektion in der Speicheldrise. Im Verlauf einer MCMV Infektion
manifestiert sich das Virus in den Speicheldriisen und kann hier auch 3-4 Wochen nach
Infektion nachgewiesen werden (Krmpotic et al., 2003). Der Unterschied in der
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Replikation, den man in den friihen Phasen der Infektion zwischen mGBP2" und WT
Ma&usen detektieren kann, relativiert sich im spaterem Verlauf der Infektion.

Es wurde gepruft, ob die Virusreplikation mit der mGBP Expression korreliert. Dazu
wurde die Induktion verschiedener mGBPs in ausgewahlten Organen (Milz,
Speicheldrise, Leber und Lunge) untersucht. Es zeigte sich, dass die mGBP1
Expression in den mGBP2" Mausen im Vergleich zu WT Mausen nach MCMV Infektion
dereguliert vorliegt (Abbildung 52 + Abbildung 53). Das Expressionslevel von mGBP1 in
den mGBP2" Mausen liegt deutlich iber dem der WT Ma&usen, hier ist die mGBP1
Expression nach Infektion kaum nachzuweisen. Dies wurde bereits in friheren
Versuchen beobachtet (Daniel Degrandi, unverdffentlicht). Auch die mGBP3 Expression
liegt in vielen der MCMV infizierten Organen konstitutiv vor und wird durch die Infektion
nicht beeinflusst. Die mGBP2 Expression und die Expression der mGBP5a-
Spleilvariante (Degrandi et al., 2007) werden in einigen Organen zu bestimmten
Zeitpunkten induziert. So zeigt sich in der Milz eine induzierte Expression von mGBP2
und mGBP5a in den WT Mausen zu den Zeitpunkten 48 h und 72 h. Diese induzierte
Expression korreliert mit der erhdhten Virusreplikation in den mGBP2” Mausen. Dieses
Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass mGBP2 und mGBP5a gemeinsam einen
antiviralen Effekt austben. Aber die antivirale Funktion kénnte auch allein von mGBP2
ausgehen, denn es zeigt sich in Speicheldrise und Lunge, dass nur mGBP2
hochreguliert wird. Zum Beispiel deutet sich in der Speicheldriise eine Korrelation
zwischen mGBP2 Expression und erhdhter Virusreplikation an. Der Western-Blot
(Abbildung 52) wies zum Zeitpunkt 14d nach Infektion ein Signal fir mGBP2 auf. In den
mGBP2” Mausen zeigt sich im Versuch 2 zum Zeitpunkt 14 d eine erhdhte
Virusreplikation. Ebenso in der Lunge zum Zeitpunkt 72 h nach Infektion, hier ist mGBP2
zu diesem Zeitpunkt nachweisbar (Abbildung 53). Im Versuch 2 der MCMV Infektion
spiegeln sich die Unterschiede in den PFUs wider. Einer antiviralen Funktion
widersprechend zeigt sich die Induktion von mGBP5a in der Leber der mGBP2" Mause
zum Zeitpunkt 48h und 72h nach Infektion (Abbildung 53). Die induzierte Expression von
mGBP5a geht einher mit erhdhten Virustiter in der mGBP2" Maus (Abbildung 50).

Die induzierte Expression von mGBP2 in einigen Organen nach Virusinfektion, stimmt
mit Ergebnissen von Zhu et al. (2013) Uberein. Sie konnten nachweisen, dass auch das
zu mGBP2 homologe hGBP1 nach Infektion mit Influenza A (IAV) hochreguliert wird. Es
bleibt zu testen, ob die Uberexpression von mGBP2 in vitro die Replikation von MCMV
hemmt, wie es fur hGBP1 und IAV gezeigt werden konnte (Zhu et al., 2013). Der
Mechanismus wie hGBP1 die Replikation von IAV hemmt ist noch nicht geklart, es
konnte aber dokumentiert werden, dass die GTPase Aktivitdt von hGBP1 fiir den
antiviralen Effekt wichtig ist. IAV hat Mechanismen entwickelt, um dem antiviralen Effekt
von hGBP1 zu umgehen. So bindet das virale Protein NS1 (nonstructural protein 1)
hGBP1, wodurch dessen GTPase Aktivitat drastisch verringert wird (Zhu et al., 2013).
Annliches konnte auch fiir mGBP2 nach gewiesen werden. Hier ist die GTP-Bindung
wichtig flr die Wirkung gegen EMCV, aber nicht fir VSV (Carter et al., 2005). Ob die
GTPase Aktivitat von mGBP2 auch gegen MCMV wichtig ist, kdbnnte mit der GTPase
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inaktiven mGBP2-K51A Mutante (Kravets et al., 2012) in vitro leicht getestet werden.
Dieses Experiment wirde auch weiter dazu beitragen, die Rolle von mGBP2 als
antivirales Effektormolekul zu definieren.

Die teilweise zeitlich Ubereinstimmende, gemeinsame Induktion von mGBP2 und
mGBP5a lasst vermuten, dass die mGBPs einen antiviralen Effekt kooperierend
austben. Organspezifische Unterschiede bei der Induktion von mGBP2 und mGBP5a
kénnten darauf hinweisen, dass die mGBPs gewebespezifisch unterschiedliche
Interaktionen untereinander aufweisen kénnten.

Kirzlich konnte fir mGBP5 eine Rolle in der Assemblierung des NLRP3 Inflammasoms
nachgewiesen werden (Shenoy et al., 2012), welches wichtig ist, um mikrobielle ,danger”
Signale zu erkennen und Signalwege der angeborenen Immunabwehr zu induzieren.
Zwar konnten Shenoy et al. zeigen, das mGBPS nicht auf dsDNA reagiert, was haufig
als virales ,danger” Signal wahrgenommen wird. Es ware dennoch denkbar, dass erst
eine Interaktion zwischen mGBPS5 und mGBP2 vorliegen muss, welche dann eine
Voraussetzung flr eine mogliche Sensorfunktion nach Virusinfektion sein kénnte. Die
frihe Induktion der mGBPs korreliert mit den detektierten Unterschieden in der
Virusreplikation in der mGBP2" Maus zu den frilhen Zeitpunkten der Infektion. Dabei
kénnte mGBP2 nicht nur als Teil eines Erkennungskomplexes dienen, es kdonnte auch
.erkannte® Viruspartikel fir den autophagosomalen Abbau markieren. Wie in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, besteht ein Zusammenhang zwischen mGBP2 und
Autophagie (4.3). So kénnte die mGBP2 Defizienz dazu fuhren, dass Viruspartikel nicht
bzw. vermindert in den autophagischen Abbauprozess eingeschleust werden, sodass es
innerhalb der Zelle vermehrt replizieren kann und es somit zu den erhdhten Virustiter in
den mGBP2" Organen kommt.

5.7 Einfluss  von mGBP2 auf  frihe  zellulare
Immunantworten nach T. gondii Infektion

Nach T. gondii Infektion zeigen mGBP2" Mause eine erhdhte Anzahl an Zysten im
Gehirn sowie eine erhohte Mortalitat (Degrandi et al., 2013). Wie bereits im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt wurde, ist mGBP2 wichtig fur die Bekampfung einer T. gondii
Infektion in den frihen Phasen. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob ein mGBP2
Defizit sich auch auf die spatere Immunantwort im Verlauf einer T. gondii Infektion
auswirkt. Zunachst wurde untersucht, ob schon basale Unterschiede in den
Zellpopulationen der immun-relevanten Effektorzellen in Milz und Lymphknoten vorliegen
(Abbildung 56). Es zeigte sich, dass der mGBP2 knock out keinen Einfluss auf die
Frequenz der B-Zellen (B220+), T-Zellen (CD90+), Dendritische Zellen (CD11b+) oder
Makrophagen (CD11c+) hat. Die Zellpopulationen unterscheiden sich zwischen WT und
mGBP2” Maus nicht. Die erhdhte Suszeptibilitat der mGBP2” Maus gegeniiber einer
T. gondii Infektion ist daher wohl nicht aufgrund eines basalen Differenzierungs-defizites
in den Zellpopulationen zu erklaren. Wichtig ist naturlich die Analyse der Situation nach
einer T. gondii Infektion. Daher wurden im Verlauf dieser Arbeit die Zellpopulationen
nach T. gondii Infektion zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht.
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Vergangene Experimente konnten zeigen, dass die Gr1+CD11b+ Monozyten eine
wichtige Rolle nach oraler Infektion mit T. gondii spielen (Dunay et al., 2008; Robben et
al., 2005). Im Versuch zeigten sich kaum Unterschiede in diesen Zellpopulationen in der
Leber und der Lunge (Abbildung 58). Allerdings konnten in den mGBP2-defizienten
Mause verringerte Mengen an Gr1+CD11b+ Zellen in der Milz nachgewiesen werden.
Ob es sich dabei um Gr1+ inflammatorische Monozyten handelt sollte in klnftigen
Experimenten mit zusatlichen Oberlachenmakrer (z.B. F4/80 und CD68) geklart werden.

Um die Ergebnisse der mGBP2" Maus mit bereits veréffentlichten Ergebnissen (Dunay
et al.,, 2008) vergleichen zu konnen, sollte in Zukunft die Infektionsmethode verandert
werden. Die mGBP2-defizienten Mause wurden i.p. mit T. gondii infiziert, allerdings
wurden in den Experimenten von Dunay die Mause oral infiziert. Da die naturliche
Infektionsroute von T. gondii uUber die Nahrungsaufnahme, also durch die orale
Aufnahme von Oozyten oder Gewebezysten verlauft, sollten in Zukunft auch Versuche
mit mGBP2" Mausen gemacht werden, in denen diese oral infiziert werden. Nach der
oralen Infektion spielen DCs und Makrophagen in den Schleimhauten der Lunge und der
Dinndarms eine besondere Rolle. Interessant ist, ob deren Funktion durch den mGBP2
knock out beeinflusst wird. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit nach der Infektion i.p.
nicht festgestellt werden.

Des Weiteren wurden Gr1°“CD11b+ Zellen ausgewertet (Abbildung 59). Hier konnte in
der Milz eine verringerte Zellpopulation in den mGBP2-defizienten Tieren detektiert
werden. In der Leber und Lunge (Abbildung 59) zeigen sich keine Unterschiede
zwischen WT und mGBP2" Mausen nach T. gondii Infektion.

Die beobachteten Schwankungen in den CD11b+ (Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen,
Makrophagen) und CD11c+ (cDCs) Populationen sind sehr grol3 und nur schwer
auszuwerten (Abbildung 61). So ist es wichtig in Zukunft zu untersuchen ob sich die
CD11b+ oder CD11c+ Subpopulationen, die genauer analysiert werden sollten, in
mGBP2-defizienten zu WT Mausen nach T. gondii Infektion unterscheiden um mdgliche
Unterschiede statistisch abzusichern.

Mashayekhi et al (2011) konnten zeigen, dass die Resistenz von Mausen nach T. gondii
Infektion von einer DC-Subpopulation, den CD8a+ DCs und deren IL-12 Produktion
abhangig ist. Die Sekretion von IL-12 flhrt zur Produktion von IFNy (Gazzinelli et al.,
1993) durch verschiedene Effektorzellen, wie CD4+ / CD8+ T-Zellen und NK-Zellen
(Sher et al., 1995). Da diese CD8a+ DC Subpopulation wichtig fur den Verlauf der
Infektion ist, sollte untersucht werden, ob mGBP2 einen Einfluss auf diese Zellpopulation
oder auf deren Aktivierung hat.

Der Einfluss der untersuchten Zellpopulationen auf die erhdhte Suszeptibilitat der
mGBP2” Méause kann durch die vorliegende FACS-Experimente nicht abschlieRend
geklart werden. Denn die Unterschiede zwischen WT und mGBP2” Mé&usen zeigen sich
erst spat im Verlauf der Infektion und die Zystenbildung beginnt erst am Tag 12. Es
scheint, als hatte eine mGBP2-Defizienz keinen messbaren Einfluss auf die Frequenzen
der untersuchten Zellpopulationen wahrend der akuten Phase der Infektion.
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5.8 Ausblick

Um die Funktionalitdt von mGBP2 genauer aufklaren zu kdnnen, sollte zunachst die
Lokalisation in der Zelle vor und nach der Infektion mit T. gondii genauer bestimmt
werden. Mit Hilfe von live cell imaging sollte untersucht werden, ob die mGBP2 Vesikel
tatsachlich kleiner werden und sich daraufhin mGBP2 an der PV anlagert. Es konnte
beobachtet werden, dass mGBP2 positive PVs in irgendeiner Form angegriffen werden,
es bleibt die Frage ob tatsachlich nur mGBP positive PVs zerstoért werden. Dies sollte in
Zukunft genauer untersucht werden. Wichtig fur die Aufklarung der Funktionalitat bleibt
die Bestimmung der Topologie der einzelnen mGBPs an der PV. Dies kdénnte in
kinftigen Studien mit Hilfe einer selektiven Proteolyse oder mit Hilfe der Fluorescence
Protease Protection (FPP) Technik (Lorenz et al., 2006) analysiert werden, um zu
bestimmen ob die mGBPs lediglich um die PV herum akkumulieren (Selleck et al.,
2013), in direkter Interaktion mit der PVM stehen oder sogar einzelne Doméanen in die
PVM eingelagert werden. Aulerdem ware es interessant, ob die unterschiedlichen
rekrutierenden mGBPs sich an der PVM gleich verhalten oder Unterschiede in der
Lokalisation an der PV zu detektieren sind.

Die beobachtete Vesikel Dynamik schlief3t weiterhin eine Assoziation mit Komponenten
des Zytoskeletts nicht aus. Ob die beobachteten Bewegungen Zytoskelett abhangig sind,
sollte untersucht werden. Zunéchst wird es nétig sein weitere live cell imaging
Aufnahmen unter Einfluss von Zytoskelett Inhibitoren zu analysieren. Wenn die
Akkumulation der mGPBs tatsachlich unabhangig von der Vesikel Dynamik ist, in dem
die Proteine die Vesikel verlassen und zur PV diffundieren, bleibt es interessant ob die
Bewegung der Vesikel in der Zelle Zytoskelett abhangig sind. Auch eine mdgliche
Interaktion mit Septinen sollte genauer untersucht werden. Die kafigartige Umlagerung
intrazellularer Pathogene, sowie die Interaktion mit verschieden Proteinen, die auch mit
den mGBPs kolokalisieren, machen die Septine zu spannenden mdoglichen
Interaktionspartnern. Dabei kdnnen sie als Gerlst-gebende Komponenten dienen, die
einen groReren Proteinkomplex von mGBPs und anderen Interaktionspartnern
zusammenhalten. Die Identifizierung von Interaktionspartnern ist ein nachster wichtiger
Schritt in der funktionellen Charakterisierung der mGBPs. Wichtig ware zu klaren, ob
sich die Interaktionspartner abhangig von der Lokalisation der mGBPs in der Zelle
verandern, zum Beispiel unterschiedlich in den vesikularen Strukturen vor der Infektion,
auf dem Weg zur PV und an der PV sind.

Ein weiteres interessantes Feld wurde mit der Identifizierung der fur die Rekrutierung
wichtigen Aminosaure 542 in mGBP6 eréffnet. In zuklnftigen Experimenten sollte
untersucht werden, ob die Mutante D542N Veranderungen bezuglich ihrer GTPase
Aktivitat und im Oligomerisierungsverhalten zeigt, wie es fir verschiedene mGBP2
Mutanten in der G-Domane gezeigt werden konnte (Kravets et al., 2012). Weiterhin
sollte der Unterschied zwischen PVM-rekrutierenden und nicht rekrutierenden mGBPs
analysiert werden. Ob die unterschiedlichen Rekrutierungsverhalten auf unterschiedliche
Tetramer- oder Oligomerbildungen zurlickzufiihren sind. So koénnten die mGBPs
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abhangig von der Art der Infektion unterschiedliche Interaktionspartner binden, wodurch
die spezifischen funktionellen Eigenschaften bestimmt werden konnten.

Auch der genaue Mechanismus, wie die T. gondii ROP Proteine der virulenten Stamme
die Assemblierung der GBPs an der PV verhindern sollte in Zukunft genauer untersucht
werden. Mit Hilfe von radioaktiv markiertem Phosphatsubstrat (ATP), kénnte eine
mogliche Phosphorylierung der mGBPs nach Infektion verfolgt werden. Interessant ware
zu klaren, ob allein der Einfluss der von ROP18 phosphorylierten IRGs die Rekrutierung
von mGBPs verhindern. Wie verhalten sich die mGBPs in Zellen, in denen verschiedene
IRGs ausgeschaltet wurden? Mdgliche redundante Funktionen der verschiedenen
mGBPs konnten geklart werden durch den Einsatz multipler knock out Zellen, wie sie vor
kurzem von Yamamoto (2012) publiziert wurde. Durch Rekonstitution mit einzelnen
mGBPs konnte deren genaue Funktion bestimmt werden.

Ob die mGBPs eine ahnliche Rolle wie die hGBPs im Rahmen der Xenophagie
Ubernehmen (Al-Zeer et al., 2013) sollte ndher charakterisiert werden. Ein Einfluss von
mGBP2 auf die Autophagie konnte gezeigt werden, um dies genauer zu klaren sollten
mGBP1/2 doppel-knock out Zellen verwendet werden.

Weitere Untersuchungen sollten sich darauf konzentrieren zu klaren, woran die mGBP2™"
Maus in der Infektion mit T. gondii letztendlich stirbt. Ein Hauptaugenmerk sollte hier auf
die adaptive Immunantwort in der spaten Phase der Infektion gelegt werden. Ob
eventuell die Antigenprasentation beeintrachtig ist oder es zu einem Defekt bei der
Differenzierungen wichtiger Zellpopulationen kommt, sollte in Zukunft aufgeklart werden.
Hier konnte man sich auf Gr1+ inflammatorische Monozyten und DCs konzentrieren, die
CD8a+ Subpopulation konnte als besonders wichtig identifiziert werden (Mashayekhi et
al., 2011). Eventuell beeinflusst der mGBP2” die Funktion oder die Differenzierung
dieser Zellpopulationen.

Auch der antivirale Effekt von mGBP2 sollte durch weitere Versuche verifiziert werden.
Hier sollte man untersuchen, ob bestimmte Zellpopulationen durch den mGBP2-Defekt
beeintrachtig werden und ob dadurch die erhdhte Suszeptibilitat erklart werden kann.
Aulerdem sollten weitere Infektionsmodelle untersucht werden, wie zum Beispiel VSV
oder Influenza A. Eine weitere interessante Fragestellung fur die Zukunft ware, ob auch
andere mGBPs einen antiviralen Effekt zeigen. Die Aufklarung der Funktionalitdt der
mGBPs in der Abwehr von Virusinfektionen ist eine spannende Fragestellung fur
zukunftige Versuche.

Klnftige Arbeiten kdnnten sich damit befassen, die verschiedenen Funktionen der
mGBPs aufzuklaren. Dabei ist von besonderem Interesse, ob die nicht zur PVM
rekrutierenden mGBPs eine regulatorische Funktion Ubernehmen und nur die
rekrutierenden mGBPs eine Effektorfunktion ausiben. Von zentraler Bedeutung ist auch
die Aufklarung, in welchem Mal} die mGBPs und IRGs miteinander interagieren. Hierbei
wird es wichtig sein aufzuklaren, ob die IRGs die Lokalisation der mGBPs beeinflussen
kénnen (Traver et al., 2011) oder ob es eine andere Abhangigkeit gibt und die mGBPs
die Rekrutierung der IRGs beeinflussen.
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Anhang 1- Anhang 6: FACS Dot Plots nach T. gondii Infektion von WT und mGBP2™"
Mausen
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Anhang 1: Dot-Plots der FACS-Analyse der in WT und mGBP2"" Miusen. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den angegebenen Zeitpunkten.
Es wurden Gr1+ und CD11b+ doppelpositive Zellen analysiert. Diese zeigen die Anzahl an
Granulozyten.
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Anhang 2: Dot-Plots der FACS-Analyse der Leber in WT und mGBP2” Miusen. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den angegebenen Zeitpunkten.
Es wurden Gr1+ und CD11b+ doppelpositive Zellen analysiert. Diese zeigen die Anzahl an
Granulozyten.
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Anhang 3: Dot-Plots der FACS-Analyse der Lunge in WT und mGBP2” Miusen. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den angegebenen Zeitpunkten.
Es wurden Gr1+ und CD11b+ doppelpositive Zellen analysiert. Diese zeigen die Anzahl an
Granulozyten.
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Anhang 4: Dot-Plots der FACS-Analyse der Milz WT und mGBP2” Miusen. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den angegebenen Zeitpunkten.
Es wurden cDCs (single CD11c+) und CD11b+ Zellen (Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen,
Makrophagen) analysiert.
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Anhang 5: Dot-Plots der FACS-Analyse der Leber in WT und mGBP2" Miusen. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den angegebenen Zeitpunkten.
Es wurden cDCs (single CD11c+) und CD11b+ Zellen (Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen,
Makrophagen) analysiert.
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Anhang 6: Dot-Plots der FACS-Analyse der Lunge in WT und mGBP2” Miusen. Dargestellt sind die
Ergebnisse aus nicht infizierten und T. gondii infizierten Organen zu den angegebenen Zeitpunkten.
Es wurden cDCs (single CD11c+) und CD11b+ Zellen (Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen,
Makrophagen) analysiert.
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Das Layout wurde mit der JalView Software

Anhang 7: ClustalW Alignment der mGBP Leseraster.

wurden dunkelblau, 275% blau und 250%

erstellt. Basenpaare die in allen elf mGBPs identisch sind,

hellblau markiert. Die roten Kasten zeigen die konservierten GTP-bindende Motive: P-Loop (G1),

Switch | (G2), Switch Il (G3) und G4. Der breite rote Kasten zeigt die durch Mutationsanalysen

identifizierte Stelle, die die mGBP6 Lokalisation beeinflusst (D542N). Nach Degrandi et al. (2007).
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