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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Krankheit Toxoplasmose resultiert aus einer Infektion mit dem obligat-intrazellularen Protozoon
Toxoplasma gondii (T. gondii). Insbesondere immunsupprimierte Personen und Frauen mit einer
erstmaligen Infektion wahrend einer Schwangerschaft gelten als gefdahrdet und koénnen
schwerwiegende Krankheitsbilder bedingt durch eine Toxoplasmeninfektion ausbilden. Die
transplazentare Ubertragung von T. gondii fiihrt in vielen Fillen zu Missbildungen des Fétus, sowie zu
Fehl- und Totgeburten. In Mausmodellen und in vitro Experimenten mit einer fehlenden Interferon-y
(IFNy) Produktion wurden ebenfalls Defekte bei einer effektiven Immunabwehr gegen T. gondii
detektiert. Im Zuge der Invasion in Wirtszellen bildet der Parasit ein spezifisches subzelluldres
Membrankompartiment aus, die parasitophore Vakuole (PV). Die PV dient als wichtiger
Schutzmechanismus fiir die parasitdare Replikation innerhalb der Wirtszelle und den Stadienwechsel
von den akut infektiosen Tachyzoiten zu den chronisch persistierenden Bradyzoiten.

Das Zytokin IFNy beeinflusst die Stimulation hunderter Gene mit wichtigen Funktionen in der
Immunabwehr, unter anderem gegen T. gondii. Die murinen Guanylat-bindenden Proteine (mGBPs)
sind IFNy induzierbare Dynamin-dhnliche GTPasen, welche in den meisten Zelltypen exprimiert
werden und eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Kontrolle der Parasiten-Replikation
einnehmen. Mitglieder der mGBPs, insbesondere mGBP2 und mGBP7, assemblieren an die
zytoplasmatische Seite der T. gondii-PV und interagieren mit Membrankomponenten durch einen
noch uncharakterisierten Mechanismus.

In dieser Forschungsarbeit wurde die Interaktion des mGBP7-Proteins mit T. gondii-Parasiten
untersucht. Es wurde beobachtet, dass mGBP7 direkt an die PV-Membran (PVM) und nach einer
Ruptur der PVM auch direkt an der Parasiten-Plasmamembran akkumulieren kann.
Elektronenmikroskopisch konnten in Bereichen, in denen mGBP7 lokalisiert, tubuldre
Proteinstrukturen nachgewiesen werden, deren ldentitdt jedoch noch nicht final geklart wurde und
weitere Untersuchungen erforderlich machen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mGBP7
mit weiteren mGBP-Proteinen im Zytoplasma und an der PV kolokalisieren kann. mGBP7 zeigte
Kolokalisation mit mGBP6 an der PV-Membran und zu einem hohen Mall mit mGBP3, sowohl im
Zytosol als auch direkt an dem Parasiten. Dabei bestand keine gegenseitige Beeinflussung der mGBPs
in Bezug auf die Rekrutierungsfahigkeit zum Parasiten, da die Rekrutierung von mGBP3 und mGBP6
auch in mGBP7” MEF-Zellen erfolgte. Zwischen mGBP7 und mGBP2 bestand keine Kolokalisation,
doch hat mGBP2 einen deutlichen Effekt auf die mGBP7-Rekrutierung an die PV. Es konnte eine
Rekrutierungs-Hierarchie postuliert werden, bei der mGBP2 eine priméare Rekrutierung nach einer
T. gondii-Infektion zukommt. mGBP7 wird nachfolgend an die PV des Parasiten assoziiert. Die direkte
Protein-Lipid-Interaktion an der T. gondii-PV oder an der Plasmamembran galt stets als schwierig
aufzuklaren, da eine hochreine PV-Isolation bisher nicht moglich war. Zur Umgehung dieses Problems
wurden Membrane Lipid Strips und die GUV-Technologie (giant unilamellar vesicles) eingesetzt.
Dabei wurden signifikante Affinitdten und eine direkte Bindung von mGBP2- und mGBP7-Proteine an
die Lipide Phosphatidsdure (PA) und Cardiolipin (CL) nachgewiesen. Mutations- und

Trunkationsanalysen an mGBP7 lieferten Hinweise darauf, dass die Akkumulation von mGBP7 an PA

Xl



Zusammenfassung

auf elektrostatische Verbindungen und positiv geladenen Aminosduren basieren kdénnte. Die Bindung
von mGBP7 an CL ist vermutlich auf hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen
zurtickzufihren. Zudem ist fir mGBP2 bekannt, dass ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv (CaaX)
die Membranbindung férdert und verankert. Das mGBP7-Protein weist diese CaaX-Box nicht auf,
dennoch konnte eine dhnliche Funktion fir die C-terminalen 49 Aminosauren festgestellt werden. Bei
einer Deletion dieser Aminosauren verringerte sich die Akkumulation von mGBP7 an der T. gondii-PV
auf ein Minimum.

Die Detektion von CL und PA als interagierende Lipide fiir mGBP2 und mGBP7, sowie die spezifischen
Bindungseigenschaften der Proteine, konnen zu der Entwicklung neuer Behandlungsmethoden gegen

T. gondii beitragen.
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Summary

Toxoplasmosis is a disease that results from infection with the obligate intracellular protozoan
parasite Toxoplasma gondii (T. gondii). Patients with immunodeficiencies and pregnant women with
a first-time T. gondii-infection show serious disease. The transplacental transmission of T. gondii can
lead to malformations of the unborn child but most of the time it ends in miscarriages or stillbirths.
Mouse models and in vitro experiments with a defective interferon-y (IFNy) production demonstrate
serious deficiencies in effective immune responses against T. gondii. After invasion of target cells,
T. gondii creates a specific membranous subcellular compartment, the parasitophorous vacuole (PV).
The PV acts like a defense wall against the immune system and enables the parasite’s replication and
the differentiation of the acute infectious tachyzoites into chronically persisting bradyzoites.

IFNy is a major cytokine that mediates the stimulation of hundreds of genes that play important roles
in the immune defense against T. gondii and other pathogens. The murine guanylate binding proteins
(mGBPs) are IFNy-inducible dynamin-like GTPases which are expressed in most cell types and show a
crucial function for the control of intracellular parasite replication. Members of the mGBP family, in
particular mGBP2 and mGBP7, assemble at the cytoplasmic side of the PV and interact with
membrane compartments via yet uncharacterized mechanisms.

This research thesis aimed at studying the molecular mechanisms by which mGBP7 impairs the vital
functions of T. gondii by accumulating directly at the PV membrane and, after its disruption, also at
the parasite’s plasma membrane. This effect subsequently leads to the parasite’s death by an
unknown mechanism. Via electron microscopy it was shown that tubular protein structures can be
found in areas where mGBP7 is localized. However, the identity of these structures has yet to be
finally elucidated and requires further investigation. Additionally, mGBP7 colocalizes with further
members of the mGBP family. mGBP7 colocalized with mGBP6 at the T. gondii-PV as well as with
MGBP3 in the cytosol and at the parasite’s membranes. No mutual interference in recruitment
towards the T. gondii PV could be shown for these pairs of mGBPs since the accumulation of mGBP3
and mGBP6 in mGBP7” cells appeared undisturbed. Thus, the implications of these colocalizations
need to be further analyzed. The case is different for the interaction between mGBP2 and mGBP7.
No colocalization could be observed for these proteins, although a clear influence of mGBP2 on
MGBP7 was determined. Thus, a hierarchy of recruitment towards the parasite could be postulated
for mGBP2 and mGBP7, where mGBP2 represents the primary association at the T. gondii PV,
followed by a secondary accumulation by mGBP7. Within this investigation, it became obvious that
the absence of mGBP2 led to a significant defect on the mGBP7 accumulation at T. gondii. In the
past, direct protein-lipid-interactions at the T. gondii-PV or plasma membrane have been difficult to
analyze because of the highly pure isolation of the parasite’s membranes has not been possible up to
now. To circumvent this problem, Membrane Lipid Strips and the GUV-technology (giant unilamellar
vesicles) were used. Here, it was possible to detect significant ans specific binding affinities of mGBP2
and mGBP7 to the membrane lipids phosphatidic acid (PA) and cardiolipin (CL).

Mutational and truncation analyses of mGBP7 suggested that interactions of mGBP7 with PA may be

based on electrostatic interactions and positive charged amino acids. The binding of mGBP7 to CL is
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likely based on hydrophobic and electrostatic interactions. Additionally, mGBP2 contains a C-terminal
isoprenylation motif (CaaX) that enables membrane binding effects. In contrast, mGBP7 does not
contain an isoprenylation motif. However, the C-terminal 49 amino acids were demonstrated to
perform a similar function. The deletion of these amino acids resulted in a nearly complete ablation
of T. gondii targeting by mGBP7.

The detection of CL and PA as interacting lipids of the mGBP2 and mGBP7 proteins plus their specific
binding properties might contribute to the understanding of Toxoplasmosis and to the development

of new treatment opportunities in the long term.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Eine wichtige Grundlage fiir ein gesundes und ausgeglichenes Leben mit einem funktionierenden
Schutzmechanismus gegen pathogene Organismen wie Pilze, Bakterien, Viren oder Parasiten bietet
das Immunsystem der Wirbeltiere. Dabei handelt es sich um ein hochkomplexes System aus
primdren und sekundadren Organen, Zellen mit spezifischen Eigenschaften, Immunoglobuline fiir eine
spezifische Detektion von Pathogenen und Mediatoren, die als Botenstoffe ausgeschiittet werden.
Die wichtigste Funktion des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen korpereigenen und
korperfremden Substanzen. Dadurch wird der Korper vor eintretenden Pathogenen geschiitzt und
eine Autoimmunreaktion vermieden. Die Pathogenabwehr des Korpers beginnt mit anatomischen
Barrieren wie der Haut, den Schleimhduten, Nasenhaaren oder Flimmerharchen auf der
Bronchialschleimhaut sowie Enzymen im Speichel oder in der Trdnenflissigkeit. Gegen eine orale
Aufnahme pathogener Erreger wirkt die Magensaure (Janeway, 2001). Werden derartige Barrieren
durch einen Krankheitserreger tUberwunden, treten zwei funktionell verschiedene, spezifizierte
Abwehrsysteme in Kraft. Hier wird zwischen der angeborenen Immunabwehr und der erworbenen,
adaptiven Immunabwehr unterschieden. Bei der angeborenen Immunreaktion handelt es sich um
eine unspezifische Abwehr, die im Allgemeinen korperfremde Bestandteile mit Hilfe von
Makrophagen und Monozyten als Fresszellen, Mastzellen, Granulozyten sowie natirlichen
Killerzellen und Dendritischen Zellen, abbaut (Janeway, 2001). Diese Zelltypen bilden die Schnittstelle
zu der spezifischen, adaptiven Immunreaktion, welche nach einem erstmaligen Kontakt zum
Krankheitserreger entwickelt wird. Es entstehen pathogen-spezifische B- und T-Zellen. Sie bieten eine
maximale Effektivitat fir die Eliminierung von Pathogenen und entwickeln ein sogenanntes
»immunologisches Gedachtnis“ fir nachfolgende Infektionen mit dem gleichen Erreger. Diese
werden daraufhin deutlich schneller, effektiver und spezialisierter von diesem Antigen-spezifischen
System bekampft (Goodnow et al., 2010; Janeway, 2001).

Die Leistungsfahigkeit des Immunsystems ist entscheidend fiir einen Krankheitsausbruch nach einer
Infektion und fir ihren Verlauf. Bei einem intakten Schutzmechanismus des Korpers verlaufen
Infektionen meist unbemerkt und kurzzeitig. Ist diese Leistungsfahigkeit durch andere
immunbeeinflussende Effekte wie zum Beispiel immunschwachende Krankheiten wie AIDS,
immunsuppressive Medikamente, dullere Einflisse wie Stress oder durch stark virulente Erreger

gestort, fihrt dieser Effekt zu einem Krankheitsausbruch mit teilweise schwerwiegenden Folgen.

1.1.1 Das angeborene, unspezifische Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist Teil einer Immunantwort, die sich nicht in Anpassung an ein
Antigen und somit an den entsprechenden Krankheitserreger andert. Diese Immunreaktion hat sich
bereits friih in der Evolution der Wirbeltiere entwickelt und gilt als essenzieller Faktor bei der
Pathogenabwehr. Sind die zuvor beschriebenen anatomischen Barrieren von einem Pathogen
Uberwunden, werden die Komponenten des angeborenen Immunsystems aktiviert. Dessen

Bestandteile sind humorale Faktoren sowie Leukozyten. Diese zirkulieren im Blut oder wandern ins
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periphere Gewebe nach ihrer Differenzierung (Janeway, 2001). Granulozyten sind die haufigste Art
der weilen Blutzellen und kdénnen in drei Zelltypen unterteilt werden: Neutrophile sind fiir den
Verdau von Pathogenen verantwortlich (Massberg et al., 2010), Basophile detektieren Erreger, was
zu einer Histamin-Ausschittung und einer daraus resultierenden, lokalen Entziindungsreaktion fiihrt.
Der dritte Zelltyp sind die Eosinophilen, die durch einen an Immunglobulin-E Antikérper gebundenes
Pathogen aktiviert werden. Durch Exozytose sekretieren sie lysosomale, hydrolytische Enzyme und
Peroxidasen und fordern den Abbau des Erregers (Nussbaum et al., 2013). Ein weiterer spezifischer
Zelltyp des Immunsystems sind die Monozyten. Sie differenzieren zu Makrophagen und
Dendritischen Zellen unter inflammatorischen Aspekten und kénnen phagozytotisch agieren. Des
Weiteren gibt es NK-Zellen (natural killer cells), die zytotoxisch gegeniber abnormalen (Tumor-)
Zellen oder virusinfizierten Zellen sind. Sie detektieren unter anderem eine verdnderte
MHC | (major histocompatibility class I)-Molekilexpression auf der Zelloberflache. Es handelt sich bei
NK-Zellen um IL-12 bzw. IL-15 induzierte Zellen (Interleukine, eine Klasse der Zytokine) (Brodin et al.,
2010; Ljunggren und Karre, 1990). Mastzellen befinden sich hauptsachlich in Bindegeweben und
Schleimhauten und sekretieren nach ihrer Freisetzung Histamine, Chemokine und Zytokine. Daraus
resultiert eine Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und Makrophagen zu den
Entziindungsherden. Proteine des Komplementsystems wirken als Marker fiir die Identifizierung von
Pathogenen und férdern den Verdau durch phagozytotische Fresszellen. Die Akute-Phase-Proteine
lokalisieren Entziindungsreaktionen. Makrophagen, Killerzellen, Fibroblasten und weitere
immunologisch relevante Zelltypen produzieren wichtige Botenstoffe des Korpers, die Zytokine
(Janeway, 2001).

Die wichtigste Aufgabe des Immunsystems besteht darin, einen pathogenen Erreger als korperfremd
zu detektieren. Daflir nutzt die angeborene Immunitat ein genetisch festgelegtes Erkennungssystem
von molekularen Mikroben-Mustern. Diese Pathogen-assoziierten molekularen Oberflachenmuster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) (Janeway und Medzhitov, 2002) werden durch
spezifische Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) erkannt und als kdrperfremd klassifiziert
(Hoffmann et al., 1999; Janeway und Medzhitov, 2002). Die PRRs befinden sich auf Zelloberflachen
von Makrophagen und Dendritischen Zellen sowie in intrazellularen Kompartimenten. Manche PRRs
werden in den Blutkreislauf oder in Gewebeflissigkeiten sekretiert. Das funktionelle Spektrum der
spezifischen PAMP-Erkennung beinhaltet neben der Detektion durch PRRs die Opsonisierung, bei der
die Pathogenoberfliche mit Antikorpern und Komplementsystem-Proteinen bedeckt wird. Jener
Effekt fUhrt zu einer Aktivierung von verschiedenen Kaskaden aus dem Komplementsystem,
proinflammatorischen Signalwegen und der Erzeugung des genetisch programmierten Zelltodes
(Janeway und Medzhitov, 2002). Makrophagen-spezifische Oberflaichen-PRRs erkennen Molekiile auf
einer Pathogenoberfliche. Durch diese Bindung werden beispielsweise die phagozytotischen
Funktionen der Makrophagen aktiviert, welche zum Abbau des Erregers fihren. Wichtige
PRR-Vertreter sind unteranderem MMRs (Makrophagen Mannose Rezeptoren), SRs (Scavenger
Rezeptoren) und TLRs (Toll-like Rezeptoren). Der MMR Rezeptor interagiert mit einer hohen Anzahl
an Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien sowie mit Pilzen (Fraser et al., 1998). Der

Makrophagen-SR (MSR) zeigt eine besondere Spezifitdt gegenliber polyanionischen Liganden wie
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beispielsweise doppelstrangiger RNA, Lipopolysaccharide (LPS) und Lipoteichonsaure (LTA) (Pearson,
1996). Toll-like Rezeptoren kommen sowohl an der Zelloberfliche als auch in intrazelluldren
Kompartimenten vor (Medzhitov et al., 1997). Bis zu 15 verschiedene TLRs (im Menschen 10 und in
der Maus 12) werden von Makrophagen und Dendritischen Zellen als auch von Granulozyten,
Epithelzellen und Keratinozyten exprimiert (Akira und Takeda, 2004; Chuang und Ulevitch, 2000; Du
et al.,, 2000; Kawai und Akira, 2010; Medzhitov et al., 1997). Durch die hohe Spezifitdt der
verschiedenen TLRs konnen unterschiedliche, pathogen-assoziierte Strukturen erkannt werden.
Endosomale TLRs erkennen spezifisch Nukleinsduren (z.B. wahrend einer Virusinfektion), externe
TLRs erkennen zum Beispiel Lipopolysaccharide von Gram-negativen Bakterien oder auf speziellen
Lipiden (Poltorak et al., 1998; Shigeoka et al., 2007; Yamamoto et al., 2003; Yamamoto et al., 2002).
Die TLR-spezifisch aktivierten Signalkaskaden sind abhangig von Adaptermolekiilen wie MyD88,
Tirap, Trip und Tram (Kawai und Akira, 2010; Shiloh et al., 1999; Yamamoto et al., 2003; Yamamoto
et al., 2002). Derartige Signalwege konnen zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFKB flhren.
NFKB induziert die Expression inflammatorischer Zytokine und aktiviert den MAP-Kinase-Weg
(mitogen activated kinases), der neben anderen an der Regulation des programmierten Zelltodes
beteiligt ist (Williams, 1999). Sekretierte PRRs sind beispielsweise das MBL (mannan-binding lectin),
das CRP (C-reactive protein) und das SAP (serum amyloid protein). Diese PRRs werden in der Leber
wahrend einer frihzeitig erkannten Infektion produziert und folglich sekretiert (Fraser et al., 1998;
Gewurz et al., 1982; Schwalbe et al.,, 1992). Sowohl CRP als auch SAP agieren als Opsonine und
bedecken durch die Bindung an Phosphorylcholin die Bakterienoberflache (Agrawal et al., 2001).
Zusatzlich kénnen sie sich an die erste Unterkategorie des C1 Komplexes binden (Proteinkomplex des
Komplementsystems) und eine Aktivierung des Komplementsystems hervorrufen (Agrawal et al.,
2001). Das MBL bindet an Mannose-Resten, die gewdhnlich in hoher Anzahl auf der Zelloberflache
vieler Mikroorganismen vorzufinden sind. Dadurch bedingt werden MBL-assoziierte Serinproteasen
(MASP1 und MASP2) mit spezifischen Abspaltungsmechanismen aktiviert (Fraser et al., 1998). Das
Zusammenspiel sekretierter und oberflaichengebundener PRRs mit PAMPs ist durch
Komplementsystem-Proteine moglich, wovon mehr als 25 Proteine an Zelloberflichen binden
koénnen. Sie dienen als Marker zur Identifizierung einer pathogenen Zelle und férdern ihren Verdau
(Hoffmann et al., 1999; Janeway, 2001; Janeway und Medzhitov, 2002).

Die angeborene Immunitat mit ihren Signalkaskaden und Abbauprozessen spielt ab dem Tag der
Geburt eine bedeutende Rolle und bernimmt einen Grofteil der Pathogenabwehr. Wegen eines
beschrankten Repertoires an PAMPs fir Erreger, beinhaltet dieses System Liicken. Die
Pathogen-assoziierten Erkennungsmuster haben sich im Laufe der Evolution teilweise verdandert oder
neu generiert. Folglich ist das angeborene Immunsystem der Wirbeltiere unzureichend fir eine
effektive Abwehr aller Erreger. Um dem evolutiondren Druck nicht zu unterliegen, entwickelte sich

die spezifische, erworbene Immunitat.

1.1.2 Das spezifische, erworbene Immunsystem
Das spezifische, erworbene Immunsystem umfasst vier charakteristische Eigenschaften, die sich

zumindest teilweise von der angeborenen Immunitdt unterscheiden: Antigenspezifitat,
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Unterscheidungsfahigkeit von korpereigen und korperfremd, eine Abwehrreaktion gegenliber einem
breiten Spektrum kérperfremder Molekile und ein immunologisches Gedachtnis (Janeway, 2001).
Die Antigenspezifitat basiert auf den zelluldren Hauptbestandteilen der adaptiven Immunreaktion,
den Lymphozyten. Die Lymphozyten reprasentieren einen hamatopoetischen Zelltyp, der ein
universelles Vorkommen in Wirbeltieren aufweist. Informationen Uber einen vergleichbaren Zelltyp
in Chordatieren ist nicht dokumentiert (Boehm, 2011). Das Immunsystem der Wirbeltiere zeichnet
sich durch zwei lymphoide Zelltypen aus, die sich aus den gleichen Vorlauferzellen im Knochenmark
entwickeln (Janeway, 2001). Diese Dichotomie reflektiert die genetische Regulation der T-Zell- und
B-Zell-Entwicklung, die separierte anatomische Lokalisation und die funktionale Differenzierung ihrer
Antigenrezeptoren (David et al., 1988; Dias et al., 2008; Kasamatsu et al., 2010; Pancer et al., 2004;
Sakano et al.,, 1979). Die primare spezifische Immunantwort benétigt Zeit fir die Ausbildung
wirksamer Abwehrmechanismen bei einer Erstinfektion. Dies beruht auf der pathogen-spezifischen
Differenzierung und Expression der T- und B-Zellen. Bei sekundaren und weiteren Infektionen
werden Abwehr-Prozesse aktiviert, die auf bereits entwickelte und trainierte Zellen zuriickgreifen
konnen. Dadurch kommt es zu einer schnelleren und effektiveren Pathogenabwehr. Die Entwicklung
und Aktivierung der T-Zellen ist eine zelluldre Immunantwort. Diese richtet sich gezielt gegen
Antigene korperfremder Organismen oder gegen Tumorzellen, die innerhalb eines Organismus
auftreten. Antigene werden durch spezifische, integrale Membranproteine, den T-Zell Rezeptoren
(TCR), detektiert. Die TCRs ahneln in Struktur und Funktion den Immunglobulinen und deren
spezifischen, molekularen Konfigurationen. Mit Hilfe der TCRs werden MHC-Komplex-assoziierte
Antigene erkannt und gebunden. Diese Bindung bewirkt eine Immunreaktion, die unter anderem
zum Abbau der antigenenthaltenen Zelle oder zur Aktivierung durch Zytokine fiihren kann. Die
zytotoxische CD8+ T-Zelle erkennt und bindet MHC-I gebundene Antigene und initiiert zytotoxische
Immunreaktionen mit vollstandigem Zellabbau (Sugamura et al., 2004; Williams et al., 1991). Die
CD4+ T-Helfer Zellen (Ty) binden an MHC-II gebundene Antigene. Diese Ty-Zellen differenzieren je
nach Stimulation spezieller Zytokine und Interleukine in weitere sub-Populationen. Bekannt sind
derweil die regulatorischen T-Zellen (T,), follikuldre Ty-Zellen (Tgy), und verschiedene Ty-Subtypen
wie Ty17, Tyl, Ty9 und Ty2, jeweils mit spezifischen Funktionen (Bluestone et al., 2009; Boehm und
Swann, 2014; Janeway, 2001). Durch die Pathogen-Interaktion der Ty-Zellen werden sowohl zellulare,
zum Abbau fiihrende als auch humorale Immunantworten reguliert. Die humorale Immunantwort
beschreibt eine spezifische Reaktion gegen Erreger im Blut, in der Lymphe und in den interstitiellen
Flussigkeiten. B-Zellen verfiigen tber oberflaichengebundene B-Zell Rezeptoren (BCR) (Hombach et
al., 1990; Reth, 1992). Eine Bindung an kérperfremde Antigene durch spezifische BCRs (dhneln TCRs),
bewirkt einen B-Zell-Reifungsprozess. Dieser Prozess fiihrt zu einer Zell-Differenzierung in
Plasmazellen (oder auch B-Effektorzellen) mit spezifischer Antikérper-Produktion (Janeway, 2001).
Durch den Differenzierungsprozess der antigenbindenden-B-Zelle entstehen neben Effektorzellen
ebenfalls B-Gedachtniszellen. Diese langlebigen Zellen dienen im Falle einer erneuten Infektion einer
schnelleren Immunreaktion. Es findet ein sofortiger Differenzierungsprozess mit der Entwicklung
effektiver, antikdrperproduzierender B-Zellen statt (Dias et al., 2008; Janeway, 2001; Ramirez et al.,
2010).
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1.2. Zytokine

Zytokine sind wichtige Botenstoffe immunologischer Abwehrmechanismen und Zellregulationen. Sie
dhneln hormonellen Substanzen und dienen der Informationsiibertragung zwischen beteiligten
Komponenten des Immunsystems. Wichtige Vertreter der Zytokine sind die Interleukine (IL)
(,zwischen Leukozyten”), die Interferone (lat. interferre - eingreifen), die Koloniestimulierenden
Faktoren (CSFs, colony-stimulating factors) und Zytokine der TNF-Superfamilie. In Bezug auf die
Thematik dieser Forschungsarbeit werden nachfolgend die Interferone, und insbesondere das

Interferon-y, beschrieben.

Interferone

Die Entdeckung des Interferons aus infizierten, bebriiteten Hiihnereiern Mitte des 20. Jahrhunderts
lieR auf eine antivirale Substanz mit einem natirlichen Ursprung schlieBen (Isaacs und Lindenmann,
1957). Die charakteristische Eigenschaft der Glykoproteine Interferone (IFN) als wichtige
Signalmolekiile der immunregulatorischen Informationsiibertragung, klassifiziert sie zu Zytokinen. Es
ist bekannt, dass eine Interferon-Produktion als Reaktion auf pathogene Erreger, aber auch auf
veranderte (Tumor-) Zellen eingeleitet wird (Janeway, 2001). Inzwischen sind insgesamt zehn
Interferone in Saugetieren beschrieben (davon sieben verschiedene in Menschen), welche anhand
ihrer Rezeptorspezifitat in drei Unterkategorien eingeteilt werden (Chelbi-Alix und Wietzerbin, 2007,
Pestka, 2000). Die zahlenmaRig groRte Unterkategorie stellen die Typ | Interferone dar. Mit den
Interferonen IFNa, IFNB, IFNw, IFNe und IFNK wird dieser Unterkategorie eine zentrale Rolle in der
immunregulatorischen Pathogenabwehr zugeschrieben, insbesondere bei der viralen Abwehr
(Garcia-Sastre et al., 1998; Van Hoeven et al., 2009). Sie werden hauptsachlich in hamatopoetischen
Zellen und Fibroblasten produziert (Schroder et al., 2004) und binden an einen spezifischen IFN-a
Rezeptor (IFNaR). Zu der Klasse der Typ Il Interferone gehort das Interferon-y (IFNy). Dieses
Interferon unterscheidet sich sowohl genetisch als auch strukturell von den Typ | Interferonen und
bindet an einen eigenen IFNy-Rezeptor (IFNyR) (Pestka, 2007). Es zeigt eine besonders starke
Regulationsfunktionalitat auf mehrere hundert Gene (Boehm et al., 1997; Der et al., 1998) und wird
vorwiegend von aktivierten CD4+ oder CD8+ T-Zellen, von NK-Zellen, B-Zellen und
antigenprasentierenden Zellen (APCs) produziert (Billiau, 1996; Boehm et al., 1997; Mosmann und
Coffman, 1989; Sad und Mosmann, 1995; Schroder et al., 2004). Die Typ Il Interferone zeigen
strukturelle und regulatorische Ahnlichkeiten zu den Typ | Interferonen, werden von plasmazytoiden
Dendritischen Zellen (pDCs) produziert (Kotenko et al., 2003; Mordstein et al., 2008) und binden an

einen spezifischen, heterodimeren IFNA-Rezeptor (Bartlett et al., 2005).

Interferon-y
Zytokine koénnen auf vielen verschiedenen Wegen Zellsysteme regulieren. Dies kann synergistisch

oder antagonistisch verlaufen und eine gegenseitige Hoch- oder Herunterregulation bei der
Expression und Aktivitat hervorrufen. Das Typ Il Interferon, IFNy, ist ein wichtiger Bestandteil der
Immunreaktion auf pathogene Erreger und wird wie bereits beschrieben, vorwiegend von aktivierten
CD4+ oder CD8+ T-Zellen, von NK-Zellen, B-Zellen und antigenpradsentierenden Zellen (APCs)
produziert (Boehm et al., 1997; Mosmann und Coffman, 1989; Sad und Mosmann, 1995; Schroder et
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al., 2004). Die biologische Funktion des proinflammatorischen IFNy (Boehm et al., 1997) erwies sich
protektiver als zu Beginn seiner Entdeckung vermutet (Schroder et al., 2004). IFNy reguliert und
aktiviert eine Vielzahl proinflammatorischer Parameter wie beispielsweise IL-12 (Ma et al., 1996;
Yoshida et al., 1995), IL-15 (Doherty et al., 1996), TNFa (tumor necrosis factor-a) (Hayes et al., 1995),
die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) (Xie et al., 1993), das proteolytische Enzym
Caspase 1 (Tamura et al, 1996), synergistisch mit TNF den proinflammatorischen
Transkriptionsfaktor NFKB (Cheshire und Baldwin, 1997) und andere IFNy-induzierbare Proteine.
Zusatzlich wurde IFNy als ein Faktor bei mehreren Modellen inflammatorischer und autoimmuner
Krankheiten charakterisiert, wie beispielsweise beim insulinabhédngigen Diabetes mellitus (Nicoletti et
al.,, 1996), Myasthenia gravis (Zhang et al., 1999) und bei der Lupus-Nephritis (Schwarting et al.,
1998). Die antivirale Aktivitat von IFNy und den induzierbaren Proteinen konnte unter anderem in
der Inhibition bei einer Herpes-simplex-Virusinfektion (HSV) (Feduchi und Carrasco, 1991) und durch
eine Infektionsresistenz gegen Listeria monocytogenes (Dunn und North, 1991) und
Toxoplasma gondii nachgewiesen werden (Sibley et al., 1991). Auch bei der Chlamydia trachomatis-
Infektion spielt IFNy eine wichtige Rolle (Taylor und Feng, 1991). Die biologische Aktivitat wird bei
IFNy in Form eines Homodimers aus zwei assoziierten, anti-parallelen Monomeren ausgetibt (Ealick
et al., 1991). In dieser dimerisierten Form bindet IFNy an einen spezifischen Glykoproteinrezeptor,
bestehend aus zwei Untereinheiten. Die IFNy-Rezeptor-Untereinheiten interagieren jeweils mit
Vertretern der Januskinasen (JAK) (Darnell et al., 1994; lhle und Kerr, 1995). Januskinasen sind
zytoplasmatische Tyrosinkinasen und werden durch eine Autophosphorylierung von JAK2 und der
darauffolgenden Transphosphorylierung von JAK1 aktiviert. Folglich wird die IFNyR1-Untereinheit
phosphoryliert.  Dieser  Effekt veranlasst die  Rekrutierung und  Aktivierung des
Transkriptionskoaktivators STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) (Briscoe et al.,
1996; Greenlund et al., 1994) und fiihrt zu einer STAT1 Homodimer-Bildung. Diese werden als GAF
(gamma interferon activator factor) bezeichnet. GAF bindet an spezifische Promotor-Sequenzen im
Genom (GAS, gamma activated site), wodurch regulatorische, transkriptionelle Prozesse gesteuert
werden konnen (Boehm et al., 1997; Schroder et al., 2004). Die regulatorischen Effekte von IFNy sind
nicht kontinuierlich und werden durch eine Interaktion mit Inhibitoren reduziert (Darnell et al., 1994;
Stark et al., 1998). Die bekanntesten Inhibitoren sind SOCS Proteine (supressor of cytokine signaling).
Diese konnen an JAKs binden und inhibieren, wodurch der IFNyR-Komplex dissoziiert oder ebenso
wie das IFNy vollstandig abgebaut wird (Anderson et al., 1983; Hilton et al., 1998; Krebs und Hilton,
2001; Schreiber und Farrar, 1993).
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Abbildung 1: Der IFNy-Signaltransduktionsweg. Das Ligandenmolekil IFNy bindet an die IFNyR-Untereinheiten, welche
einen Rezeptorkomplex bilden und JAK-Proteine aktivieren. Diese Ubertragen phosphorylierte Tyrosinreste an STATL,
wodurch dieses mit weiteren phosphorylierten, aktivierten STAT-Molekilen einen GAF-Komplex bildet. Eine Serin-
Phosphorylierung kann auch (iber die Proteinkinase C Isoform PKC6 stattfinden. Der GAF-Komplex bindet an die GAS-
Sequenz im Nukleus und aktiviert die Transkription spezifischer Gene (Quelle: Biologics International Corp, Introduction of

Type Il Interferon).

Es wurde bereits frih erkannt, dass eine Vielzahl der IFN-induzierbaren Molekiile GTP-bindende
Proteine sind (Cheng und Townley, 1983; Martens und Howard, 2006; Staeheli et al., 1984). Diese
Dynamin-dhnlichen, IFN-induzierbaren GTPasen konnten aufgrund von Sequenzhomologien, GroRRe
und Vorkommen in vier Kategorien eingeteilt werden. Die Mitglieder der Mx-Familie zeigen eine
antivirale Eigenschaft und eine priméare Induktion durch Typ | Interferone. Die VLIGs (very large
inducible GTPases) werden sowohl durch Typ | als auch durch Typ Il Interferone induziert (Klamp et
al.,, 2003). Die p47 GTPasen werden hauptsachlich durch IFNy induziert, konnen jedoch ebenfalls
durch IFNa, IFNB sowie LPS stimuliert werden. Diese GTPasen werden auch als IRGs
(immunity related GTPases) bezeichnet und gehéren zu den am besten untersuchten
IFN-induzierbaren GTPasen. Namensgebend ist ihr Molekulargewicht von 47 kDa. Im Menschen
existiert ein homologer Vertreter (IRGM), in der Maus konnten bislang 23 Gene identifiziert und als
wichtige antimikrobielle Effektorproteine charakterisiert werden (Boehm et al., 1998; Collazo et al.,
2001; Gilly und Wall, 1992; Lafuse et al., 1995; MacMicking, 2004; Pilla-Moffett et al., 2016; Sorace et
al., 1995; Steinfeldt et al., 2015). Die vierte Kategorie umfasst die p65 GTPasen, auch
Guanylat-bindende Proteine (GBPs) genannt, die priméar durch das Typ Il Interferon induziert werden
und sowohl im Menschen als auch in der Maus antivirale Effekte aufzeigen (Boehm et al., 1998;
Martens und Howard, 2006). Die murinen und humanen GBPs teilen einen hohen Grad an
Homologie.

In dem nachfolgenden Abschnitt werden die IFNy-induzierbaren murinen GBPs detaillierter

beschrieben und ihre Rolle in parasitdren Infektionen weiter erldutert.
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1.3. Die p65 murinen Guanylat-bindenden Proteine

Die Guanylat-bindenden Proteine (GBPs) wurden bereits 1979 als Interferon-induzierte Proteine mit
einem Molekulargewicht von 65-73 kDa charakterisiert (Gupta et al., 1979). Weitere Studien
identifizierten die namensgebende Bindungsaffinitdt zu den Guanylaten GTP, GDP und GMP (Cheng
und Townley, 1983; Cheng et al., 1985). Bisher konnten in verschiedenen Spezies der Wirbeltiere
GBPs nachgewiesen werden, wie im Menschen, in der Maus, im Huhn oder in Fischen (Asundi et al.,
1994; Boehm et al., 1998; Cheng et al., 1991; Li et al., 2009; Nguyen et al., 2002). Interferone sind
nicht die einzigen Induktionsfaktoren fiir diese GTPasen. Es wurden unter anderem TNFa und LPS als
induzierende Faktoren festgestellt (Degrandi et al., 2007), allerdings gleicht die Induktionsstarke
nicht der IFN Typ ll-Stimulation (Decker et al., 1989; Decker et al., 1991; Lew et al., 1991). Durch die
Entdeckung einer antiviralen Rolle von liberexprimiertem humanen GBP1-Protein wahrend einer VSV
(vesicular stomatitis virus)- sowie bei einer Encephalomyocarditis-Virus-Infektion wurde in den
90er-Jahren die bedeutende Funktion der GBPs in der Immunabwehr initial beschrieben (Anderson et
al., 1999). Ahnliche Funktionen konnten spéter fiir murine GBP2-Proteine festgestellt werden (Carter
et al., 2005). Die GBPs vermitteln zellautonome Immunitat (Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2016;
Kravets et al., 2012; MacMicking, 2012; Meunier et al., 2015; Pilla et al., 2014) und gehoéren zur
Dynamin-Superfamilie der GTPasen (Praefcke und McMahon, 2004). Im menschlichen Genom
wurden bislang sieben hochkonservierte GBPs und ein Pseudogen identifiziert. Im Mausgenom
konnten elf GBPs und zwei Pseudogene charakterisiert werden (Kresse et al., 2008; MacMicking,
2004; Olszewski et al., 2006). Vorherige Arbeiten zeigten, dass Splice-Varianten von humanem GBP3
eine Immunitdt gegen Influenza-Infektionen durch die Repression viraler Polymerase-Komplexe
vermitteln (Nordmann et al.,, 2012). Ebenso konnte gezeigt werden, dass humanes GBP5 die
Virushillen-Entwicklung von HIV1 storend beeinflusst (Krapp et al., 2016). Die antivirale Eigenschaft
des hGBP5 wurde durch die vorhandene Isoprenylierung und nicht durch eine
Protein-Oligomerisation oder GTPase-Aktivitdit begriindet (Krapp et al.,, 2016). Diese
Forschungsarbeit behandelt die Untersuchung muriner GBPs (mGBPs). Die Genloci der mGBPs sind
auf den Chromosomen 3 und 5 organisiert. Die mGBP-Proteine bestehen aus drei spezifischen
Domaénen. Die N-terminale GTPase (G) Domédne (~300 Aminosaduren) mit der GTP-Bindungsstelle
weist vier konservierte Sequenzelemente G1 bis G4 auf. Dabei entspricht G1 der Phosphat-
bindenden Sequenzeinheit, G2 einem Threonin-bindenden Motiv, G3 der Phosphat- und Magnesium-
bindenden Sequenz (Magnesium gilt als Kofaktor fir die Guanylat-Bindung) und G4 der
nukleotidspezifischen Einheit (Boehm et al., 1998; Cheng et al., 1991; Praefcke et al., 1999). Die G2
und G3 Sequenzeinheiten sind involviert in der Konformationsanderung der G Domane wahrend der
GTP-Hydrolyse (Praefcke und McMahon, 2004; Vopel et al., 2010; Wehner et al., 2012). Die helikale
mittlere M Domane (~150-200 Aminosauren) besteht aus zwei Helix-Strukturen und fuhrt zu einer
gestreckten Proteinkonformation (Nantais et al.,, 1996). Die C-terminale E Domane oder auch
GTPase Effektordomane (~ 100 Aminosduren) besteht aus zwei Helices (a12/13) und weist eine
stabilisierende Funktion auf. Sie ist involviert in der Nukleotidbindung sowie in der Stimulation der
GTPase Aktivitat (Nantais et al., 1996). Die auf Chromosom 3 kodierten mGBPs lassen sich aufgrund

ihrer strukturellen Eigenschaften in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe, bestehend aus
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mMGBP1, mGBP2 und mGBP5, wird charakterisiert durch mGBPs mit einem zuséatzlichen C-terminalen
CaaX Motiv (Degrandi et al., 2013; Stickney und Buss, 2000). Dieses CaaX Motiv (C = Cystein,
a = aliphatische Aminosaure, X = terminale Reste) wird posttranslational durch eine Farnesyl- oder
Geranylgeranyl-Transferase modifiziert und ermoglicht eine Membraninteraktion (Cheng et al., 1991;
Kravets et al., 2016; Praefcke et al., 1999; Prakash et al., 2000; Stickney und Buss, 2000). Mutationen
in diesem Sequenzbereich resultieren in einer untypischen, subzellularen Verteilung dieser Proteine
und fiihren zum vollstédndigen Verlust ihrer anti-pathogenen Eigenschaft (Degrandi et al., 2013; Kim
et al., 2011; Kravets et al., 2012; Tietzel et al., 2009; Vestal et al., 2000). Die zweite Gruppe besteht
aus mGBP3 und mGBP7. Diese Proteine besitzen keine zusatzliche CaaX-Isoprenylierungsstelle. Auf
Chromosom 5 befinden sich die mGBPs 4, 6, 8, 9, 10 und 11. In friheren Studien konnte allerdings
keine kodierende mRNA fiir mGBP4 identifiziert werden, weswegen hier von einem Pseudogen

auszugehen ist (Konermann et al., 2007).

T T T e RpE 1 jm—————————— \
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LIS N
mGBP11
mGBP47 mGBF6 Chromosom 5
mesro T -
mGBP8
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Abbildung 2: Der phylogenetische Stammbaum der murinen GBPs. Die mGBPs 1, 2 und 5 stellen eine Unterkategorie auf
dem Chromosom 3 dar und besitzen eine zusatzliche Isoprenylierungsstelle. Das mGBP3 und mGBP7, welche keine
Isoprenylierungsstelle besitzen, befinden sich ebenfalls auf Chromosom 3. Die mGBPs 4, 6, 8, 9, 10 und 11 befinden sich auf

dem Chromosom 5 (modifiziert nach Degrandi et al., 2007).

Ein besonderes Merkmal der mGBPs ist die weitere Hydrolyse von GDP zu GMP (Kochs et al., 2010;
Kravets et al., 2016; Legewie et al., 2019; Praefcke und McMahon, 2004; Tripathi et al., 2017,
Wehner et al.,, 2012). Die Entdeckung ihrer anti-pathogenen Eigenschaft reflektiert ihre wichtige
Rolle in der Abwehr gegen prokaryotische und eukaryotische Pathogene (Carter et al., 2005;
Degrandi et al., 2007; Kravets et al., 2016). Es konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der
mGBP-Familie zu der parasitophoren Vakuole (PV) des obligaten, intrazellularen Parasiten
Toxoplasma gondii (T. gondii) rekrutieren und akkumulieren konnen (Degrandi et al., 2007). Dabei
wurde den mGBPs eine Funktion bei Ruptur-Mechanismen der T. gondii PV-Membran (PVM) sowie
bei der Kontrolle der parasitdaren Replikation in vivo zugeschrieben (Degrandi et al., 2013; Selleck et
al.,, 2013; Yamamoto et al., 2012). Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass die GTPase
Aktivitat und Isoprenylierung der C-terminalen CaaX-Box die Rekrutierung von mGBP2 an die PVM
reguliert und essentiell fiir die Kontrolle der T. gondii-Proliferation innerhalb der PV ist (Degrandi et
al., 2013; Kravets et al., 2016; Kravets et al., 2012). Kravets konnte durch Live Cell Imaging Studien
und  Multiparameter-Fluoreszenz-lmage-Spektroskopien, T. gondii und die dazugehorigen

Abwehrmechanismen in lebenden Zellen visualisieren. Dadurch wurde gezeigt, dass mGBP2 in
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multimerischen Komplexen in Vesikel-dhnlichen Strukturen (vesicle-like structures, VLS) assembliert,
insbesondere in Formationen aus mGBP2/mGBP2, mGBP2/mGBP1 und weniger aus mGBP2/mGBP3.
Keine Assemblierung fand zwischen mGBP2 und mGBP6 statt (Kravets et al., 2016). Die
VLS-Komplexe bildeten sich aus Dimeren und Multimeren in verschiedenen Zusammensetzungen und
konnten nachweisbar in hohen Konzentrationen (10 -200 um) zu der PVM von T. gondii rekrutieren
(Kravets et al., 2016). Die Funktion der starken Kolokalisation zwischen mGBP2 und mGBP1 wird
weiterhin analysiert. Es konnte verdeutlicht werden, dass in mGBP2-defizieten Zellen mGBP1
weiterhin zu T. gondii rekrutiert und entsprechend auch separat von mGBP2 an die PVM akkumuliert
(Degrandi et al., 2013).

Eine Deletion der mGBPs auf dem Chromosom 3 (mGBP"*7) in der Maus zeigte eine gesteigerte
Sensibilitat gegenlber T. gondii-Infektionen, mit einer erhéhten Mortalitdtsrate wahrend der akuten
Infektionsphase (Yamamoto et al.,, 2012). In vitro wurde eine Rekonstitution von mGBP2 in
mGBP" -defizienten Zellen durchgefiihrt, die keine ausreichende Kontrolle der T. gondii-Replikation
gewdhrleistete. Entsprechend scheint der anti-parasitare Effekt von mGBP2 essenziell aber nicht
ausreichend gegentber einer effektiven Abwehrkontrolle von T. gondii zu sein (Degrandi et al., 2013;
Yamamoto et al., 2012). Die Rekonstitution von mGBP1, mGBP5 oder mGBP7 resultierten in eine
effektive Kontrolle der T. gondii-Replikation und zeigten vergleichbare Ergebnisse zu den
Wildtyp-Zellen (Yamamoto et al., 2012). Dieser Effekt resultierte in die Vermutung, dass mGBP1,
MGBP5 und mGBP7 spezielle Funktionen in der T. gondii-immunabwehr einnehmen und die Deletion
der anderen mGBPs auf dem Chromosom 3 kompensieren (Yamamoto et al., 2012).

Des Weiteren (iben mGBPs einen groRen Einfluss auf Bakterien-enthaltende Vakuolen von
Chlamydia trachomatis, Legionella pneumophila und Francisella spp. aus (Kim et al., 2011;
Lindenberg et al., 2017; Meunier et al., 2015; Tietzel et al., 2009). In einer Studie von Feeley et al.
wird vermutet, dass eine Galectin-3-Interaktion mit mGBP2 besteht und diese Verbindung fiur die
GBP-Rekrutierung zu der L. pneumophila-Vakuole notwendig ist (Feeley et al., 2017). Besonders
mGBP1, mGBP7 und mGBP10 konnten an den Pathogen-enthaltenden Vakuolen von
L. monocytogenes oder M. bovis detektiert werden (Kim et al., 2011).

Innerhalb der letzten Jahre wurde deutlich, dass die GBPs lokalisierend auf dem murinen
Chromosom 3 als Schlisselfaktoren fiir die AIM2-Aktivierung wdhrend einer Francisella novicida-
Infektion agieren (Meunier et al., 2015). Das Inflammasom AIM2 (absent in melanoma 2) bindet
doppelstrangige DNA und vermittelt die Detektion von Viren und Gram-negativen sowie
Gram-positiven Bakterien (Briken et al., 2013; Fernandes-Alnemri et al., 2010; Kim et al., 2010; Lee et
al., 2012; Rathinam et al., 2010; Sauer et al., 2010). Die Arbeitsgruppe von Petr Broz verdeutliche die
Funktionalitdt von mGBP2 und mGBP5 in der AIM2-Kontrolle. Die GBPs assoziieren an zytosolische
F. novicida und aktivieren einen noch unbekannten Lyse-Mechanismus, wodurch eine
AIM2-Inflammasom Reaktion hervorgerufen wird (Meunier et al., 2015).

Caspase-11 ist ein Sensor fiir zytosolisches LPS. Es wird vermutet, dass durch die GBP-vermittelte
Vakuolen-Lyse von Salmonella Typhimuium LPS freigesetzt und durch Caspase-11 detektiert wird
(Meunier et al., 2014; Pilla et al, 2014). Es besteht die Theorie, dass GBP-induzierte

Lysemechanismen zu einer Detektion von PAMPs durch zytosolische PRRs flihren. Anhand dieser
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These wird der GBP-Kontrollmechanismus fiir die Aktivierung kanonischer und nicht-kanonischer
Inflammasome wahrend einer Pathogen-Infektion erklart (Man et al., 2016; Meunier und Broz,
2016).
Die zelluldre Lokalisation der mGBPs nach einer IFNy-Stimulation gibt Hinweise auf die Rolle der
Proteine bei intrazelluldren Infektionen. Diese befinden sich in VLS, die nach einer Infektion eine
Lokalisationsdanderung aufweisen und an der PV des Parasiten akkumulieren (Degrandi et al., 2007).
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Abbildung 3: Ubersicht der GBP-Abwehrmechanismen gegen intrazelluldre Protozoen, Viren und Bakterien. A) Eine
Protozoen-Infektion durch beispielsweise T. gondii in einer Mauszelle fiihrt zu der Bildung einer parasitophoren Vakuole
(PV). Wirts-Proteine wie mGBP2 formen Homodimere und mit anderen mGBPs Hetereodimere in VLS (vesicle-like
structures) und assoziieren unter GTP-Verbrauch an die T. gondii-PV. Durch die mGBP-Akkumulation wird eine PV-Lyse
herbeigefiihrt, mit einer nachfolgendenden direkten Akkumulation einiger mGBPs an die parasitdre Plasmamembran. Diese
Mechanismen fuhren zum Abbau des Parasiten und entsprechend zu antimikrobiellen Effekten. B) In humanen, durch
HIV1-infizierten Zellen beeintrachtigt das hGBP5 die Aufnahme viraler Verpackungsproteine (Env). Dieser Effekt resultiert in
einer reduzierten Infektiositat. Zusatzlich kdnnen GBP1 und GBP2 in humanen und murinen Zellen in Abhdngigkeit von LC3
zu dem viralen Replikationskomplex von Noroviren rekrutieren und dadurch die virale Replikation inhibieren. C) Bakterien
infizieren Zellen in membrangebundenen Kompartimenten, die entweder das Uberleben der Mikroben schiitzen (vakuoldre
Bakterien), oder, im Fall der zytosolischen Bakterien, lysiert werden. Im Zytosol humaner Zellen assembliert und
polymerisiert Shigella flexneri Aktin-Schweife, welche die bakterielle Ausbreitung zu verschiedenen Zellen férdern. GBPs,
die an zytosolischen Shigella flexneri assoziieren, kdnnen durch ihre Akkumulation die Aktin-Formation behindern und das
Bakterium in seiner Beweglichkeit und Ausbreitung inhibieren. In murinen Zellen kénnen die GBPs an zytosolische
Francisella novicida akkumulieren, wodurch IRGB10 zu der Bakterienmembran rekrutiert wird und zur Lyse des Bakteriums
fiihrt. Die Freisetzung der bakteriellen DNA wird durch AIM2-Inflammasome detektiert und induziert die Wirtszell-
Pyroptose. Bisher sind die genauen Mechanismen der GBP-induzierten Membran-Lyse oder die antimikrobiellen Effekte auf

das bakterielle Wachstum oder auf Parasiten weiterhin unklar (modifiziert nach Santos und Broz, 2018).

1.3.1 Phanotypen von mGBP-defizienten Mausen nach T. gondii-Infektionen
Neben in vitro Infektionsstudien mit T. gondii wurden zudem in vivo Untersuchungen mit
mGBP-defizienten (mGBP”) Maiusen durchgefiihrt. Basierend auf vorangegangene Ergebnisse

Chr3-/-

wurden eine mGBP Mauslinie (Deletion aller mGBPs lokalisierend auf dem murinen

Chromosom 3) (Yamamoto et al., 2012), eine mGBP1”" Mauslinie (Selleck et al., 2013), mGBP2"
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Mauslinie (Degrandi et al., 2013) und eine mGBP7” Mauslinie (von C. Beuter-Gunia in Steffens et al.,

akzeptiert) fokussiert und auf ihre Suszeptibilitdit wahrend einer T. gondii-Infektion analysiert.
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Abbildung 4: Phinotypen von mGBP-defizienten Mausen wahrend einer T. gondii-Infektion. Uberlebenskurven von
a) mGBP™"™ - defizienten Méausen (mGBPChG’/’) (Yamamoto et al., 2012), von b) mGBP1-defizienten Mausen (mGBPl’/’)
(Selleck et al., 2013), von c) mGBP2-defizienten Mausen (mGBPZ'/') (Degrandi et al., 2013) und d) mGBP7-defizienten
Mausen (mGBPT/’) (Steffens et al., akzeptiert) nach einer T. gondii—Infektion (Abbildungen wurden modifiziert). Wildtyp-
Maéuse (WT) zeigen keine genetischen Verdanderungen, Knockout-Méause beinhalten keine Gen- und Proteinexpression der
deletierten mGBPs. IRF1”" sind Mause ohne Interferon Regulator Faktor 1 (interferon regulatory factor 1) und IFNyR'/' sind
Mduse ohne Interferon-y Rezeptor, welche in c) und d) als Kontrollen genutzt wurden. Die Anzahl der Tage nach der
T. gondii-Infektion werden auf der X-Achse dargestellt (dpi — days post infection).

Mittels Gene-targeting und homologer Rekombination wurden mGBP-defiziente Mauslinien
hergestellt. Diese Mauslinien und entsprechende (WT -) Kontrolltiere wurden mit dem
obligat-intrazelluldren Parasiten T. gondii infiziert. Die Untersuchungen der Uberlebensrate der
infizierten Mause mit einer Deletion aller mGBPs auf dem Chromosom 3 zeigten eine zugenommene
Sensibilitat gegeniber T. gondii-Infektionen, mit einer erhéhten Mortalitdtsrate wahrend der akuten
Infektionsphase (Yamamoto et al., 2012). Die mGBP1-defizienten Mause (Selleck et al., 2013) weisen
eine dhnliche Suszeptibilitdt wie die mGBP2-defizienten Mause (Degrandi et al., 2013) auf, wobei
eine erhdhte Mortalitdtsrate wahrend der chronischen Infektion zu beobachten ist. Dieser Effekt in
MGBP1- und mGBP2-defizienten Tieren wahrend der chronischen T. gondii-Infektion ist vergleichbar
mit bereits beschriebenen Nos2-defizienten Tieren, welche ein vermindertes Level an
Stickstoffmonoxid (NO) produzieren (Scharton-Kersten et al., 1997). Auch wenn in den
mGBP" - defizienten Tieren nach einer IFNy-Stimulation ein normales Level an NO nachgewiesen
werden konnte (Yamamoto et al.,, 2012), konnte die erhdhte Suszeptibilitait der mGBP1- und

mMGBP2 - defizienten Mausen wahrend der chronischen T. gondii-Infektion mit einer reduzierten
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NO - Produktion zusammenhangen (Selleck et al., 2013). Auffallig ist der ausgepragte Phanotyp der
mGBP7” - Miuse mit einer vollstandigen Mortalitatsrate aller Tiere binnen zehn Tagen nach der
T. gondii-Infektion. Die Ergebnisse dieser Studien zeigen die essenzielle Rolle von mGBP7 wahrend

der akuten Infektionsphase von T. gondii.

1.3.2 Das murine GBP7-Protein

Das mGBP7-Protein ist ein Mitglied der mGBP-Familie, welches zur Vakuolenmembran von
Chlamydia trachomatis (Lindenberg et al., 2017), L. monocytogenes, M. bovis (Kim et al., 2011) und
T. gondii (Degrandi et al., 2007) rekrutieren kann. Es wird vermutet, dass mGBPs zu einer Inhibierung
der Pathogen-Replikation fiihren indem sie die PV destabilisieren und in das Vakuolenlumen
penetrieren. Ein genauer Mechanismus ist derzeit nicht bekannt und es gibt keine Hinweise, ob
MGBP7 direkt mit der PV-Membran interagiert, oder mittels weiterer Interaktionspartner mit den
Membranen assoziiert. Vorherige Studien zeigten, dass mGBP7 die Produktion von ROS regulieren
kann bedingt durch eine Interaktion mit den Untereinheiten der NADPH Oxydase 2 (Kim et al., 2011).
Karzlich wurde erstmalig eine biochemische Charakterisierung von mGBP7 durchgefiihrt (Legewie et
al., 2019). Das mGBP7-Protein ist mit 638 Aminosauren das groRte Mitglied der p65 mGBP-Familie. Es
besitzt keine Isoprenylierungsstelle, die eine Membranverankerung ermoglichen konnte. Dieser
Punkt unterscheidet mGBP7 von mGBP2, ein bereits griindlich untersuchtes Mitglied der mGBPs und
das nachste murine Ortholog zum humanen GBP1. Ein weiterer leichter Unterschied zu mGBP2
konnte auch fir die GTP-Affinitdt und GTP-Hydrolyse nachgewiesen werden (Legewie et al., 2019).
Anhand von GTP-Bindungsaffinitdtsanalysen wurde gezeigt, dass mGBP7 im Vergleich zu mGBP2 eine
zweifach erhohte Affinitdt zu GTP aufweist. Des Weiteren konnte eine fiinffache Erhdhung der
GTP-Affinitat im Vergleich zum humanen GBP1 festgestellt werden (Kravets et al., 2012; Kunzelmann
et al.,, 2005; Praefcke et al., 1999; Praefcke und McMahon, 2004). Die Ursache konnte eine
Aminosauren-Variation im G4-Sequenzbereich bei der mGBP7 G Domane sein (Abschnitt 1.3).
Diesbezliglich gibt es jedoch bislang keine genauen Kenntnisse. Ein weiterer wichtiger Faktor fur die
Nukleotidbindung stellt die 51. Aminosaduren-Position in der G Domane dar. Punktmutationen des
Lysins (K) zu einem Alanin (A) bei hGBP1 oder mGBP2, reduzierten die GTP-Bindung (bei hGBP1
50-fach reduziert, bei mGBP2 ungefahr 100-fach reduziert) (Kravets et al., 2012; Legewie et al., 2019;
Praefcke und McMahon, 2004). Die Reduktion der GTP-Bindungsaffinitit im Falle der
mMGBP7-K51A-Mutante konnte ebenfalls festgestellt werden (Legewie et al., 2019). Fir hGBP1 findet
die GTP-Hydrolyse durch zwei konsekutive Abspaltungen einzelner Phosphatgruppen und nicht durch
die Abspaltung eines einzigen Pyrophosphates statt (Schwemmle und Staeheli, 1994). Demnach
wurde vermutet, dass nicht nur das humane GBP1 mit einer GMP-Produktion von 85 —90 % und das
murine GBP2 mit 74 %, sondern auch mGBP7 das Guanylatprodukt GMP als Endprodukt mit hoher
Umsatzmenge freisetzen kann (Kravets et al., 2012; Praefcke und McMahon, 2004; Vestal und
Jeyaratnam, 2011). Diese Hypothese konnte kirzlich experimentell verifiziert werden. Zudem wurde
beobachtet, dass mGBP7 wahrend der GTP-Hydrolyse ein transientes Dimer bildet (Legewie et al.,
2019).
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1.4. Der obligate, intrazellulare Parasit Toxoplasma gondii

Der weltweit vorkommende, intrazellular replizierende Parasit Toxoplasma gondii (T. gondii) gehort
zur Gruppe der einzelligen, eukaryotischen Protozoen. Im spezifischen wird er zu den Apicomplexa,
den Parasiten mit einem Apicoplasten gezahlt. Die T. gondii-Morphologie besteht aus einem
Mikrotubuli-organisierendem Zentrum und speziellen sekretorischen Elementen, die fir eine
Zellinvasion und den Aufbau der schitzenden parasitophoren Vakuole (PV) notwendig sind (Hunter
und Sibley, 2012). Schon im Jahre 1908 wurde der Parasit aus dem nordafrikanischen Nager
Ctenodyctylus  gundii  von Nicolle und Manceaus isoliert. Bei einer kongenitalen
Toxoplasmose - Infektion eines Kindes, konnte T. gondii erstmals als menschlicher Krankheitserreger
im Jahre 1939 von Wolf beschrieben werden (Wolf et al., 1939). Das T. gondii-Genom ist circa 87 Mb
grof und verteilt sich auf 14 Chromosomen (Reid et al., 2012). Zusatzlich gibt es ein mitochondriales
Genom mit 6 kb und ein 35 kb episomales plastidendhnliches Genom, den Apicoplasten (Kissinger et
al., 2003). Der Apicoplast wurde bislang in mehreren Vertretern der Apicomplexa nachgewiesen und
ist ein charakteristisches Merkmal dieser Familie (Ajioka et al., 2001; Kohler et al., 1997). Aufgrund
der Homologie zu photosynthetischen Plastiden wird vermutet, dass in Apicoplasten die Synthese
von aromatischen Amino- und Fettsduren stattfindet (Fichera und Roos, 1997; Kohler et al., 1997;
Roberts et al., 1998). Anhand der Homologie und der Ergebnisse phylogenetischer Untersuchungen,
scheinen die Apicoplasten durch eine sekunddre Endosymbiose einer Griin- oder Rotalge als
Symbionten entstanden zu sein (Kohler et al., 1997).

Durch ein breites Wirtsspektrum und der Fahigkeit, nahezu alle warmbliitigen Vertebraten zu
infizieren, ist T. gondii zu einem der meist verbreiteten Parasiten der Welt geworden. Drei
charakterisierte Toxoplasma-Linien kdnnen bislang zwischen den in Europa und Nordamerika
verbreiteten Parasiten unterschieden werden. Diese weisen zwar starke phanotypische und
genetische Ubereinstimmungen auf, unterscheiden sich allerdings in etwa 1 % ihres Genoms (Darde
et al., 1992; Howe und Sibley, 1995; Sibley, 2009). Die Toxoplasma-Typen | bis Ill werden anhand
ihrer charakteristischen Virulenz eingeteilt. Parasiten des Typ |-Stammes, beispielsweise der
BK-Stamm, gelten als hochst virulent im Mausmodell und bewirken mit weniger als 10 Parasiten eine
vollstindige Letalitdt. Sie bilden nur selten Zysten aus. Typ ll-Parasiten, beispielsweise
ME49-Toxoplasmen, sind die Hauptverursacher von humanen Infektionen, die zum Beispiel eine
chronische Toxoplasmose zur Folge haben kdnnen (Sibley, 2009; Sibley und Howe, 1996). Im
Mausmodell zeigen sie eine geringere Virulenz im Vergleich zu Typ I-Parasiten und konnen
Gewebszysten ausbilden (Araujo und Slifer, 2003; Barragan und Sibley, 2003; Boothroyd und Grigg,
2002; Saeij et al., 2005). Die Typ llI-Parasiten sind durch eine geringe Virulenz charakterisiert und
werden nur selten in klinischen Isolaten, vorzugsweise in infizierten Tieren, gefunden (Sibley und
Howe, 1996).

Es wird angenommen, dass etwa ein Drittel der Weltbevélkerung infiziert ist, davon etwa 30 - 50 %
chronisch. Zudem schatzt die Weltgesundheitsorganisation WHO, dass in Europa etwa 20 % der
Krankheitslast der durch Lebensmittel tibertragenen Krankheiten durch T. gondii-Infektionen bedingt
sind (Havelaar et al., 2010; Montoya und Liesenfeld, 2004; Torgerson und Mastroiacovo, 2013). Die

meisten Infektionen bei Menschen mit einem intakten Immunsystem verlaufen asymptomatisch oder
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zeigen grippedhnliche Anzeichen, wodurch die genaue Zahl aller Infektionen schwierig zu bestimmen
ist. Die Anzahl immunsupprimierter Menschen, zum Beispiel AIDS-Patienten, hat allerdings global
zugenommen. Diese kdnnen durch eine T. gondii-Infektion an schwerwiegenden Krankheitsbildern
erkranken (beispielsweise an einer Toxoplasmose-Enzephalitis) und versterben (Kim und Weiss,
2004). Besonders gefahrlich ist eine erstmalige Infektion wahrend einer Schwangerschaft. Dabei kann
es zu einer kongenitalen Parasitenlbertragung Uber die Plazenta der Mutter zum Fotus kommen.
Diese transplazentare Ubertragung fiihrt in den meisten Fillen zu schweren Missbildungen und
besonders haufig zu Fehl- und Totgeburten des Kindes (Kim und Weiss, 2008; Luft und Remington,
1992). Aufgrund der beschriebenen Folgen einer T. gondii-Infektion hat die Forschung an diesem

Parasiten in den letzten Jahren an klinischer Bedeutung gewonnen.

1.4.1 Der Lebenszyklus von T. gondii

Die zur Gattung der Apicomplexa-gehdrenden Parasiten weisen einen komplexen Lebenszyklus auf,
welcher vollstandig erst 1970 beschrieben werden konnte (Frenkel et al.,, 1970). T. gondii
differenziert innerhalb seines Lebenszyklus in drei unterschiedliche Stadien. Die Tachyzoiten sind
eines dieser Entwicklungsstadien. Sie treten wahrend der akuten Infektionsphase auf und zeigen eine
hohe Replikationsrate ungeschlechtlich in der parasitophoren Vakuole durch Langenteilung
(Endodyogenie) innerhalb von fiinf bis neun Stunden. Nach einigen Tagen reiRt die Wirtszelle auf und
die Parasiten werden freigesetzt. So kénnen sie neue Zellen infizieren und sich in viele Organsysteme
ausbreiten (Frenkel, 1988). Nach der akuten, Tachyzoiten-vermittelten Infektionsphase, erfolgt unter
dem Druck der Immunantwort die Differenzierung zu Bradyzoiten, einem weiteren
Entwicklungsstadium. Diese kdnnen sich einer spezifischen Immunreaktion des Wirtes entziehen,
indem die PV zu einer Zystenhille modifiziert wird (Dubey et al., 1998; Ferguson und Hutchison,
1987). Innerhalb dieser Zyste vermehren sich die Bradyzoiten ebenfalls durch Endodyogenie,
allerdings mit einer sehr reduzierten Replikationsrate. Dies charakterisiert die chronische
Infektionsphase. Wahrend dieses Ruhestadiums ist es den Parasiten moglich, innerhalb der Zysten
fir die vollstdndige Lebensdauer ihres Wirtes zu persistieren, ohne dabei Krankheitssymptome
hervorzurufen (Bohne et al.,, 1999). Die Bradyzoiten-Zysten sind hauptsachlich im zentralen
Nervensystem, im Muskelgewebe oder in der Retina vorzufinden (Dubey et al., 1998). Werden
derartige Zysten oral durch infizierte Lebensmittel aufgenommen, wird die Zystenhiille bedingt durch
enzymatische Faktoren und dem sauren Milieu im Magen abgebaut. Die Bradyzoiten sind resistent
gegen Saure und Pepsin und kdnnen so den Magen passieren und Diinndarm-Epithelzellen infizieren.
Innerhalb dieser Zellen differenzieren die Parasiten zu Tachyzoiten und |6sen eine erneute, akute
Infektionsphase mit nachfolgender chronischer Infektionsphase aus (Jacobs, 1957; Pettersen, 1979).
Tachyzoiten und Bradyzoiten unterscheiden sich phanotypisch nur geringfligig, konnen aber durch
eine Stadien-spezifische Expression von SAG1 (Tachyzoiten) oder BAG1 (Bradyzoiten) unterschieden
werden. Im Allgemeinen beinhaltet der Apikalkomplex drei umgebende Membranen (Pellikel), wobei
die Plasmamembran den inneren Komplex ausbildet und einem Membrankomplex bestehend aus
einer inneren und duBeren Membran, unterliegt. Das Konoid ist eine Struktur aus spiralférmigen

Tubulinpolymeren und fir die rotierende Fortbewegung der Toxoplasmen verantwortlich (Hu et al.,
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2002). Ebenfalls charakteristische sekretorische Organellen sind die Mikronemen und die Rhoptrien.
Die Rhoptrien-Konformation, in Tachyzoiten meist keulenférmig und in Bradyzoiten haufig
schleifenférmig, verursacht eine geringfligig schmalere Form der Tachyzoiten (Dubey et al., 1998)
(genauere Informationen zum T. gondii-Aufbau sind aus Abbildung 6 zu entnehmen). Diese beiden
T. gondii-Stadien konnen in allen warmblitigen Vertebraten, die als Zwischenwirte agieren,
nachgewiesen werden (Dubey et al., 1998; Jones und Dubey, 2012; Lindsay et al., 1991; Su et al.,
2003). Das dritte T. gondii—Stadium ist der Sporozoit im Endwirt. Als definitiv beschriebener Endwirt
gelten Mitglieder der Felidae, das heiRt die Mitglieder der katzenartigen Tiere (Dubey et al., 1998;
Lindsay et al., 1991).
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Abbildung 5: Der Lebenszyklus von T. gondii (teilweise modifiziert nach Hunter und Sibley, 2012). Bei einer Infektion einer

Katze findet ein sexueller Vermehrungszyklus von T. gondii innerhalb des Darms (Gut) mit weiblichen und mannlichen
Gameten (male and female gamets) statt. Es bildet sich eine Oozyste, welche ausgeschieden wird und durch eine
Sporulation ausreift. Die Sporozoiten werden von Zwischenwirten aufgenommen und differenzieren sich dort zu
Tachyzoiten wahrend der akuten Infektionsphase. Es folgt die chronische Infektion und die Ausbildung von Bradyzoiten in
speziellen Zysten. Diese kdnnen dann erneut aufgenommen werden und zu Infektionen flihren. Die Hauptinfektionsursache
beim Menschen ist die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel (nicht ausreichend gegartes Fleisch, ungewaschenes Obst
und Gemdise, kontaminiertes Trinkwasser). Die aufgenommenen Parasiten kdnnen sich in verschiedenen Gewebstypen
(Gehirn (Brain), Auge (Eye) oder Herzen (Heart)) ausbreiten und durch eine transplazentare Ubertragung einen Fétus

infizieren.

Wenn eine Katze mit T. gondii infiziert wird, verlduft die Infektion anfanglich wie bei den
Zwischenwirten. Die mit Bradyzoiten gefiillte Zyste 16st sich im Magen der Katze vollstandig auf. Die

Bradyzoiten werden freigesetzt und infizieren Zellen des Diinndarmepithels. AnschlieRend verandert
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sich der Vermehrungszyklus und es entwickeln sich sowohl weibliche als auch mannliche
Gametozyten im intestinalen Epithelium mit der Einleitung der sexuellen Vermehrung (Dubey, 1992).
Die Gametozyten verschmelzen miteinander und bilden eine nicht infektiése Oozyste (Freyre et al.,
1989). Die infizierten Epithelzellen platzen auf und entlassen die Oozyste ins Darmlumen, wo sie mit
den Faeces der Katze ausgeschieden wird. In der freien Umwelt finden die meiotischen
Teilungsprozesse statt. Diese Sporulation erfolgt innerhalb von finf bis acht Tagen und endet mit der
Bildung acht haploider Sporozoiten. Die Sporozoiten kénnen Uber die Aufnahme kontaminierter
Nahrung (rohes Fleisch, ungewaschenes Obst und Gemise), Flussigkeit oder Erde, oder durch
direkten Kontakt mit infizierten Tieren, von warmblitigen Vertebraten als Zwischenwirt
aufgenommen werden. Es folgt der asexuelle Vermehrungszyklus mit einer Differenzierung der
Sporozoiten zu Tachyzoiten in der PV und nachfolgend zu Bradyzoiten in Zysten. Sobald eine Zyste
wieder von einem Katzenartigen aufgenommen wird, findet erneut die sexuelle Vermehrung mit der
Ausbildung von Oozysten statt und der Infektionszyklus schlieRt sich (Black und Boothroyd, 2000;
Dubey, 1997; Dubey et al., 1998; Weiss und Kim, 2000).

1.4.2 Die Wirtsinteraktion von T. gondii und die Ausbildung einer parasitophoren Vakuole

Die Invasion von T. gondii in eine Wirtszelle ist ein aktiver, vom Parasiten gesteuerter Prozess und
unabhéangig von der phagozytotischen Eigenschaft der Wirtszelle (Dobrowolski und Sibley, 1996;
Dubremetz, 1998). Diese Zellinvasion kann in jeder kernhaltigen Zelle des Wirtes stattfinden. Dabei
unterliegt der Erstkontakt des Parasiten zu der Zelle einem noch nicht vollstindig aufgeklarten
Mechanismus. Es wird vermutet, dass T. gondii mit Hilfe GPl-verankerter Molekiile an glykosylierten
Rezeptoren auf der Wirtszellmembran interagiert (Fourmaux et al., 1996; Mineo et al., 1993; Ortega-
Barria und Boothroyd, 1999). Diese Theorie wurde durch die Entdeckung des Mikronemen-Proteins
MIC1 verstarkt, welches mit Lektin interagieren kann (Lourenco et al., 2001). Es folgt eine Anheftung
an die Wirtszelle und die Reorientierung des Parasiten. Das Oberflaichenmolekiil SAG2 scheint fiir die
Mobilitat und Lokalisation des Parasiten unter anderem verantwortlich zu sein (Grimwood und
Smith, 1995; Smith, 1995). Die lokal begrenzte Kontaktausbildung entsteht durch tight junctions
(Michel et al., 1980) und moving junctions (Lovett et al., 2002), was zu einer Einstilpung der
Wirtsmembran fihrt und sich daraufhin eine parasitophore Vakuole (PV) um den Parasiten ausbildet.
Dieser Invasionsprozess dauert ungefdahr zehn Sekunden (Carruthers und Sibley, 1999; Sibley und
Andrews, 2000; Smith, 1995) und endet mit einem infizierenden, durch die PV-geschiitzen
Tachyzoiten. Die PV wird aus der Plasmamembran der Wirtszelle gebildet und wahrend der Invasion
selektiv von assoziierten Wirts-Oberflaichenmolekiilen befreit (Suss-Toby et al., 1996). Bei einer
Zellinfektion durch Bradyzoiten konnte weder eine Bildung von tight junctions, noch die Abspaltung
assoziierter Oberflaichenmolekiile dokumentiert werden. Stattdessen wurde von fingerdhnlichen
Auswiichsen an der Wirtszelloberflache berichtet, die entlang der Parasitenmembran angeordnet
waren (Sasono und Smith, 1998; Speer et al., 1995). Die PV wurde 1964 von Dubuy beschrieben
(Dubuy et al., 1964). Die bereits benannten Proteine der Mikronemen (MIC Proteine) spielen bei der
Parasiten-Invasion eine wichtige Rolle. Neben der Interaktion von MIC1 mit Lektin (Lourenco et al.,

2001), konnte ebenfalls eine regulatorische Aufgabe bei der gerichteten Parasiten-Adhédsion
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nachgewiesen werden (Lovett et al., 2002). Zudem sind die MIC Proteine Bestandteil einer
sekretorischen Fortbewegung Uber kurze Distanzen, welche fiir die Infektion benachbarter Zellen
notwendig ist (Sibley et al., 1998). Noch wahrend des Invasionsprozesses sekretieren die
Rhoptrien-Organellen ihre Proteine in das Lumen der PV. Es konnten bislang 29 Rhoptrien-Proteine
nachgewiesen werden, von denen 24 als Rhoptry bulb Proteine (ROP) und fUnf als Rhoptry neck
(RON) beschrieben wurden (Boothroyd und Dubremetz, 2008). Eine Vielzahl der ROP Proteine sind
homolog zu Kinasen (El Hajj et al., 2006). Es besteht allerdings die Vermutung, dass die meisten ROP
Proteine eine Pseudokinasen-Aktivitat aufweisen und letztendlich andere, teilweise noch unbekannte
Funktionen besitzen (Carey et al., 2004). Den ROP Proteinen wird eine stabilisierende und
strukturelle Funktion beim Aufbau der PV zugeschrieben (Behnke et al., 2011). Fir das PV-lokalisierte
ROP2-Protein konnte beispielsweise eine regulatorische Funktion in der dichten Anlagerung von
Mitochondrien der Wirtszelle an die AuRenseite der PV nachgewiesen werden (Saffer et al., 1992;
Sinai und Joiner, 2001; Sinai et al.,, 1997). ROP18 wird eine Serin-Theronin-Kinase Aktivitat
zugeschrieben und es phosphoryliert Proteine im Wirtszytosol (El Hajj et al., 2006; Fentress und
Sibley, 2011; Molestina et al., 2003). ROP16 beeinflusst die Genexpression der Wirtszelle (Bradley et
al., 2005). Trotz der bislang nur unvollstandigen Aufklarung der Funktion von ROP Proteinen ist ihre
Bedeutung bei der PV-Bildung von T. gondii ersichtlich. Zudem sind sie beeinflussende Faktoren der
parasitaren Virulenz (Saeij et al., 2005; Taylor et al., 2006). Die spezifischen Proteine der Mikroneme
und der Rhoptrien werden nur wahrend der Invasion in eine Wirtszelle sekretiert. Die Proteine der
dichten Granula werden nach der Zellinvasion lber den gesamten Zeitraum in das PV-Lumen
sezerniert (Dubremetz et al., 1993; Leriche und Dubremetz, 1990). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die Sekretion der GRA Proteine (Granula-Proteine), der Mikronemen und der Rhoptrien einen
Kalzium-abhangigen Mechanismus darstellen (Carruthers und Sibley, 1999; Saffer und Schwartzman,
1991). Die zu den Excreted-Secreted Antigens (ESAs) zahlenden GRA Proteine sind beteiligt an der
Ausbildung eines intravakuldaren Netzwerkes, welches an der Modifizierung und Organisation der
PV-Membran beteiligt ist (Achbarou et al., 1991; Cesbron-Delauw, 1994; Mercier et al., 2002). Da
sowohl in Tachyzoiten als auch in Bradyzoiten eine konstante GRA-Protein-Ausschittung stattfindet,
wurde diese genauer auf Unterschiede analysiert. Auffallig war die Lokalisation der GRA Proteine
innerhalb der Bradyzoiten. Diese befanden sich teilweise adhdrent an der Zystenwand. Deswegen
wurden sie in Verbindung mit Differenzierungsprozessen und dem Aufbau der Zystenmatrix der
Parasiten gebracht (Ferguson et al., 1999; Torpier et al., 1993). Im Allgemeinen scheinen die GRA
Proteine bedeutend fir den Nahrstofftransport, fiir den Stoffwechsel, fiir den Ausbau eines
intravakularen Netzwerkes tubuldrer Membranen und fir die Differenzierung und Modifizierung der
T. gondii-PV zu sein (Achbarou et al., 1991; Cesbron-Delauw, 1994; Mercier et al., 2002; Sibley et al.,
1994). Zudem konnte ein weiteres, sich in der dichten Granula-befindliches Protein beschrieben
werden, die NTPase. Es soll an der Degradierung von ATP und bei der Aufnahme von Purinen aus der
Wirtszelle beteiligt sein (Asai et al., 1995; Bermudes et al., 1994). Trotz der Mdglichkeit de novo
Pyrimidine zu synthetisieren, ist T. gondii auxotroph gegeniiber Purinen, Zucker und ATP und
deswegen auf die Aufnahme dieser Molekiile Giber NTPasen und durch die PV-Membran angewiesen.

Diese ist fiir kleine Substanzen bis zu einem Molekulargewicht von 1,3 kDa permeabel (Schwab et al.,
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1994; Schwartzman und Pfefferkorn, 1982). Durch das Fehlen von Wirtszell-Proteinen und durch die
Aktivierung spezifischer Abwehrmechanismen der Toxoplasmen, sind eine Ansdauerung der
PV-Vakuole und der nachfolgende Abbau der Toxoplasmen nicht moglich (Joiner et al., 1990; Jones
und Hirsch, 1972; Sibley et al., 1985). Diese parasitaren Schutzmechanismen lassen auf eine
Manipulation und Modulation wirtszellspezifischer Signalkaskaden schlieRen. Ein spezifisches
Charakteristikum ist zum Beispiel die Lokalisation der Wirtsorganellen wie des Endoplasmatischen
Retikulums und der Mitochondrien. Dieser Prozess wird durch die wirtseigenen Mikrotubuli
gesteuert und fiihrt zu einer engen Assoziation der Organellen um die T. gondii-PV (Jones und Hirsch,
1972; Sinai et al., 1997). Diese Organellen férdern den metabolischen Austausch mit den Parasiten.
Sie substituieren Nahrstoffe, Lipide und Energietrdger (Boyle und Radke, 2009; Schwab et al., 1994;
Schwartzman und Pfefferkorn, 1982) mit Hilfe der Wirtsmikrotubuli und Endolysomen (Coppens et
al., 2006). Ein weiterer durch T. gondii ausgeloster Mechanismus ist die Veranderung des
Wirtszytoskeletts durch sekretierte ROP Proteine oder Toxofilin. Diese interagieren mit dem
Aktinnetzwerk und fiihren somit die Entwicklung der PV herbei (Delorme-Walker et al., 2012).
Zusammenfassend ist die Bildung der PV und damit die Bildung des wertvollsten Schutzmechanismus
fir T. gondii ein Resultat vieler Manipulations- und Modifizierungsschritte in der Wirtszelle. Dennoch
interagieren Wirt und Parasit, indem ein substituierender Austausch von Nahrstoffen und Lipiden
stattfindet. Die genaue Lipidzusammensetzung der schitzenden PV ist derweil noch unklar.
Allerdings ist bereits bekannt, dass T. gondii Glycerophospholipide der Wirtszelle fir die eigene
Phospholipid-Synthese und fiir den Aufbau der PV-Membran verwendet (Charron und Sibley, 2002).
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Abbildung 6: Der Aufbau von T. gondii (mit Fluoreszenz-markierten Kompartimenten). T. gondii wurde mit GFP-, YFP-, oder
anderen Reporterproteinen markiert (in der Abbildung griin dargestellt) und mit einem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht,
um subzelluldre Kompartimente darzustellen (modifiziert nach (Hager et al., 1999; Hu et al., 2002; Hu et al., 2001; Joiner
und Roos, 2002; Radke et al., 2001; Striepen et al., 2000; Striepen et al., 1998; Striepen et al., 2001; Swedlow et al., 2002)).

1.4.3 Die Aktivierung des Immunsystems wahrend einer T. gondii-Infektion

Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, besitzt T. gondii angepasste Manipulations- und
Modulationsmechanismen gegeniiber der Wirtszelle, um sich gegen das wirtsspezifische
Immunsystem und seinem vollstandigen Abbau zu schitzen. Dennoch kann ein intaktes
Immunsystem eine Ausbreitung des Parasiten und einen schwerwiegenden Krankheitsverlauf

verhindern. Dafiir ist die Entwicklung einer zellularen Immunreaktion mit der Beteiligung des
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angeborenen und erworbenen Immunsystems von groRter Wichtigkeit. Das Zytokin Interferon-y
(IFNy) spielt dabei eine entscheidende Rolle und gilt als bedeutendstes Zytokin.

Durch eine T. gondii-Infektion wird das angeborene Immunsystem aktiviert und eine anti-parasitare
Immunantwort ausgeldst. Diese ist gekennzeichnet durch die Produktion von IL-12 durch
Dendritische Zellen (DCs), Makrophagen und neutrophile Granulozyten. IL-12 aktiviert NK-Zellen und
T-Zellen fur eine IFNy-Produktion (Gazzinelli et al., 1993; Hunter et al., 1994; Johnson, 1992; Kahne
und Ansorge, 1994). Anhand infizierter SCID-Mause (severe combined immune deficiency), welche
keine T- und B- Zellen ausbilden kénnen, konnte eine T-Zell unabhangige Immunreaktion gegen
T. gondii festgestellt werden (Beaman et al., 1994). Dieser Effekt und die IFNy-Produktion durch
NK-Zellen halt allerdings nur der akuten Infektionsphase stand und fihrt ausschlielich zu einer
frihen Kontrolle der Infektion. In der chronischen Phase der Infektion sind T-Zellen notwendig fir
das Uberleben der infizierten SCID-M&use. Diese starben innerhalb von 20 Tagen nach der Infektion,
wenn ihnen zuvor nicht noch zusatzlich T-Zellen transfundiert worden sind (Beaman et al., 1994).
Weitere Forschungen ergaben, dass nicht nur in der akuten, sondern auch in der chronischen Phase
sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen notwendige IFNy-Produzenten sind, um die Infektion zu
kontrollieren (Gazzinelli et al., 1991; Gazzinelli et al., 1992).

Das Schlisselzytokin IL-12 wird in Abhangigkeit von CCR5- und TLR-Signalen synthetisiert (Aliberti et
al., 2003; LaRosa et al., 2008; Scanga et al., 2002; Yarovinsky et al., 2005). Der Chemokinrezeptor
CCR5 wird unter anderem auf der Zelloberflaiche von DCs und Makrophagen exprimiert. Einen
moglichen CCR5-Liganden stellt das Toxoplasma Protein Cyklophillin-18 (C18) dar. CCR5-defiziente
Mause zeigen eine hohe Suszeptibilitit gegenliber einer T. gondii-Infektion und eine
Beeintrachtigung der IL-12-Produktion durch DCs (Aliberti et al., 2000; Aliberti et al., 2003). Neben
den CCR5-Rezeptoren scheinen besonders wichtig die Toll-like Rezeptoren (TLR) fir die Erkennung
von T. gondii zu sein (LaRosa et al., 2008). Das TLR-Adapterprotein MyD88 |0st dabei eine
Signalweiterleitung sowohl von TLR als auch anderer Rezeptoren wie dem IL-1R und IL-18R aus
(Burns et al., 1998; Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1997). Untersuchungen an MyD88-defizienten
Mausen zeigen ebenfalls eine erhdhte Suszeptibilitdt gegenliber T. gondii-Infektionen (Adachi et al.,
1998; Cai et al., 2000; Chang et al., 1990; LaRosa et al., 2008; Mordue et al., 2001). Als weitere
TLR-Liganden konnten das T. gondii-Protein Profilin fiir TLR11 und TLR12 als auch HSP70 und
GPl-verankerte Proteine flr TLR2 und TLR4 identifiziert werden (Debierre-Grockiego et al., 2007;
Koblansky et al., 2013; Mun et al., 2005; Yarovinsky et al., 2005). Neben der IL-12 induzierten
Produktion von IFNy wird ebenfalls TNFa synthetisiert. Gleichzeitig induziert IL-12 die T-Zell
Differenzierung zu CD4+ Tyl-Zellen, welche ebenfalls IFNy und TNFa nach Antigenstimulation
sekretieren (Trinchieri, 1995). IFNy ist der wichtigste Vermittler bei der Immunabwehr gegen
T. gondii. Die Bedeutung von IFNy konnte anhand von IFNyR-defizienten, T. gondii-infizierten Mausen
gezeigt werden, die hohe Mortalitdtsraten aufweisen (Deckert-Schluter et al., 1996; Degrandi et al.,
2007; Scharton-Kersten et al., 1996). Wie bereits in 1.2. erwahnt, fiihrt die IFNy-Bindung an seinen
spezifischen Rezeptor und der weiterfihrenden Signalkaskade mittels JAK- und STAT-Proteine zu
einer Aktivierung verschiedener Effektormechanismen, die elementar fiir die Bekdampfung von

T. gondii sind. Durch die sequenzspezifische Transkription der GAS, kénnen IFNy-induzierte GTPasen,
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iNOS und IDO exprimiert werden (Collazo et al., 2001; Degrandi et al., 2007; Pfefferkorn, 1984;
Scharton-Kersten et al., 1997). Diese Faktoren inhibieren das parasitare Wachstum. Die genauen
Mechanismen und Interaktionskaskaden sind allerdings noch unklar.

Im Falle einer chronischen Infektion sind IL-12 produzierende Zellen vor allem an den
Entzindungsherden im Gehirn vorzufinden (Fischer et al., 2000). Dort wird eine IL-12-vermittelte
T-Zell-Abwehrreaktion, mit einer nachfolgenden IFNy-Produktion, eingeleitet (Yan et al., 2000). Die
NK-Zellen als IFNy-Produzenten erscheinen im Laufe der chronischen Infektion kaum beteiligt zu sein
(Kang und Suzuki, 2001). Trotz der vielen Abwehrmechanismen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems kénnen immunsupprimierte Patienten wegen der dann fehlenden Immunreaktionen
schwer an einer T. gondii-Infektion erkranken. Der Parasit breitet sich in viele verschiedene Organe
aus (Abbildung 5) und entwickelt neben der schiitzenden PV weitere Abwehrmechanismen gegen
den immunologischen Druck. Beispielsweise die Inhibierung der STAT1-abhadngigen Transkription von
IFNy-induzierten Effektorproteinen, indem T.gondii STAT1-Suppressoren (SOCS Proteine —
suppressor of cytokine signaling) hochreguliert werden. Dadurch wird die notwendige Dimerisierung
der STAT-Molekile als auch eine Phosphorylierung und damit vorhandene Aktivierung verhindert
(Schneider et al., 2013). Zudem kann es zu einer Aktivierung von STAT3-Molekiilen kommen, welche
eine IL-12 Synthese unterdriicken kdonnen (Butcher et al., 2005) und zu einer Inhibition von NFKB in
murinen Makrophagen fiihren (Butcher et al., 2001; Shapira et al., 2002).

Zusammenfassend fiihrt die Infektion von T.gondii zu einer Auslésung verschiedener
immunregulatorischer Mechanismen des zellularen Immunsystems. Sie alle bewirken die Inhibition
der T. gondii-Replikation und verhindern einen Krankheitsausbruch. Im Gegenzug kdénnen diese
Mechanismen insbesondere bei Infektionen von immunsupprimierten Patienten durch T. gondii
umgangen werden, indem parasitdre Schutzmechanismen wie die Ausbildung einer schiitzenden PV
oder Zyste sowie die Blockierung des STAT1-Singnalweges induziert werden. Dies kann zum Ausbruch

einer akuten und chronischen Toxoplasmose mit teilweise schweren Folgen fiihren.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Invasion des obligat-intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein aktiver, vom
Parasiten gesteuerter Prozess und beinhaltet die Ausbildung einer schiitzenden parasitophoren
Vakuole (PV) (Dobrowolski und Sibley, 1996; Dubremetz, 1998; Dubuy et al., 1964). Im subzelluldren
membranésen Kompartment PV erfolgt die Vermehrung der Tachyzoiten-Form von T. gondii. Die PVs
treten wahrend der akuten Infektionsphase auf und sind durch eine hohe, ungeschlechtliche
Replikationsrate durch Langenteilung charakterisiert. Nach einigen Tagen reifSt die PV und die
Wirtszelle auf und die Parasiten werden freigesetzt. So konnen diese neue Zellen infizieren und sich
in viele Organsysteme ausbreiten und zu Bradyzoiten differenzieren (Frenkel, 1988). Diese kbnnen
sich einer spezifischen Immunreaktion des Wirtes entziehen, indem die PV zu einer Zystenhiille
modifiziert und die chronische Infektionsphase eingeleitet wird (Dubey et al., 1998; Ferguson und
Hutchison, 1987).

Es konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der mGBP-Familie (murine Guanylat-bindende Proteine),
insbesondere mGBP2 als auch mGBP7, zu der T. gondii-PV rekrutieren und akkumulieren kénnen und
eine zellautonome Immunitat vermitteln (Degrandi et al., 2007; Degrandi et al., 2013; Kravets et al.,
2016; Kravets et al., 2012; MacMicking, 2012; Meunier et al., 2015; Pilla et al., 2014). Im Gegensatz
zu mGBP2 mit einem C-terminalen lIsoprenylierungsmotiv (CaaX), welches als essenziell fir
Membraninteraktionen und fir die Rektrutierung zur PV beschrieben wurde (Cheng et al., 1991;
Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2016; Praefcke et al., 1999; Prakash et al., 2000; Stickney und
Buss, 2000), beinhaltet mGBP7 keine CaaX-Box und interagiert durch einen bislang noch
unbekannten Mechanismus mit Membranen. Durch Gene-targeting in Mausen konnte die essenzielle
Rolle von mGBP2, und insbesondere von mGBP7, fiir das Uberleben von T. gondii infizierten Mausen
nachgewiesen werden (Degrandi et al., 2013; Steffens et al., akzeptiert). Der Verlust von mGBP7
flhrte zu einer dramatischen Mortalitatsrate binnen 10 Tage nach Infektion mit T. gondii (Steffens et
al., akzeptiert und siehe Abschnitt 1.3.1. Abbildung 4). Im Allgemeinen wurde den mGBPs eine
wichtige Funktion bei Ruptur-Mechanismen der T. gondii PV-Membran (PVM) sowie bei der Kontrolle
der parasitaren Replikation in vivo zugeschrieben (Degrandi et al., 2013; Selleck et al., 2013;
Yamamoto et al., 2012; Steffens et al., akzeptiert). Dabei ist die Lipid-Zusammensetzung der
T. gondii-Membranen sowie der Mechanismus einer mGBP-Lipid-Interaktion noch weitgehend
unklar.

Das Ziel dieser Forschungsarbeit ist die Analyse der molekularen Mechanismen der mGBPs,
insbesondere von mGBP7, auf die vitale Funktion der T. gondii-PVM sowie der Plasmamembran des
Parasiten. Auf Grundlage vorheriger Experimente mit dem Nachweis, dass mGBPs Heteromere
ausbilden konnen (Kravets et al.,, 2016), wurden die molekulare Rekrutierung und die
Wechselwirkungen von mGBP7 mit weiteren Mitgliedern der mGBP-Familie analysiert. Diesbezliglich
wurde die Lokalisation und Rekrutierung von mGBP7 mit mGBP2, mGBP3 und mGBP6 durch die
Generierung doppelt transduzierter, mGBP7-defizienter MEF-Zelllinien untersucht. Dafiir sollten
unterschiedliche Mikroskopie-Verfahren wie Live Cell Imaging, Airyscan Mikroskopie und die
hochauflésende SIM (Structured lllumination Microscopy)- und STED (Stimulated Emission Depletion

Microscopy)-Mikroskopie angewendet werden. Ebenso sollten spezifische Berechnungen durch den
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Bitplane ImarisColoc Kanal als auch durch den Pearson Korrelationskoeffizienten, die
Wechselwirkungen der untersuchten mGBPs quantifizieren. Diese Experimente sollten durch
spezifische Rekrutierungs- und Akkumulationsanalysen mittels zeitbedingter T. gondii-Infektionen
und Darstellung der mGBP-Assemblierung unterstiitzt werden.

Des Weiteren sollten die molekularen Akkumulations-Mechanismen von mGBP2 und mGBP7
charakterisiert werden. Dabei sollte die spezifische Protein-Lipid-Interaktion mit der T. gondii-PVM
sowie mit der Plasmamembran analysiert und die Frage beantwortet werden, ob mGBP2 und mGBP7
eine direkte Lipid-Interaktion ohne interagierende Molekiile eingehen. Entsprechend sollten
GFP- und mCherry-fusionierte Proteine mittels GFP-TRAP/RFP-TRAP-Technik aus den transduzierten
Zellen isoliert, aufgereinigt und durch Membrane Lipid Strips auf potenzielle Lipid-Affinitaten
analysiert werden. Die Ergebnisse dieser Analysen sollten flr den Aufbau kiinstlicher Membranen
durch die GUV-Technologie genutzt werden, um spezifische Protein-Lipid-Interaktionen mittels
Konfokalmikroskopie zu visualisieren. Die Frage welche Domdne von mGBP7 die potenzielle
Membraninteraktion  vermittelt, sollte anhand von mGBP7-Trunkationsmutanten und
entsprechenden Interaktionsanalysen mittels Membrane Lipid Strips, der GUV-Technologie, sowie

in vitro Infektionsanalysen aufgeklart werden.
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2. Material

2.1. Bezugsquellennachweis

2.1.1 Chemikalien

Material und Methoden

Chemikalien Bezugsquelle
Aceton Merck, Darmstadt
Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Aluminiumsulfat
Ammoniummolybdat
Ampicillin Natriumsalz

R-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calciumchlorid

Chloramphenicol

Chloroform

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie G-250

DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol)
Desoxycholsaure

Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP)

Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Dimethylsulfoxid Hybri-Max (DMSOQ)
Dithiothreitol (DTT)

Distilled water (steril)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
dNTPs

ECL

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

EGTA (Ethylengycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N’,N’-tetraessigsaure
Ethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Thermo Fischer
Waltham, Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Roth, Karlsruhe

Scientific,

Roche, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt

Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
GE Healthcare Life
Chalfont, Buckinghamshire, GroRRbritannien
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Science, Little

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Merck, Darmstadt
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Ficoll Typ 400 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

FluoroBrite DMEM Media Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Formaldehyd Roth, Karlsruhe

Geneticin (G418) Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Glutaraldehyd Roth, Karlsruhe

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin VWR International, Langenfeld

Interferon-y, murin R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Immersionsol 518F Zeiss, Jena

Isopropyl-1-thi-B-D-galactopyranoside (IPTG) Roth, Karlsruhe

LB-Agar Roth, Karlsruhe

Lipofectamine2000 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Loading Dye Solution, orange (6x) Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
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Kanamycin
Magnesiumchlorid
Malachitgriin
Methanol
Methylenblau
Milchpulver

MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Natriumfluorid

NP-40 (IGEPAL)

NuPage Transfer Buffer (20x)

Orange G

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin
Phosphate Buffer Saline (PBS)

Phosphorsaure
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polybrene

RPMI Medium

Proteinase K (10mg/ml)

Quick-Load Purple 2-Log DNA Ladder
gPCR Mastermix

Re-Blot Plus Strong Solution
Restriktionspuffer O-Buffer
Salzsdure (HCL)

Saponin

Schwefelsaure

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sucrose

Stickstoff

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Oxoid, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

Biochrom GmbH, Berlin

Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt

Roche, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Roche, Basel, Schweiz

New England BiolLabs, Frankfurt am Main
Takyon, Eurogentec, Liittich, Belgien

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Merck
Massachusetts, USA
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Millipore,  Burlington,
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TE-MED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin)
Transkriptionspuffer flir cONA-Synthese

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

TRIzol

Trypanblau
Trypsin/EDTA
Tween-20
Xylencyanol

Ziegenserum

Thermo

Merck, Darmstadt

Massachusetts, USA
Roth, Karlsruhe

Thermo

Massachusetts, USA

Thermo

Fischer Scientific, Waltham,
Fischer Scientific, Waltham,
Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Serva Electrophoresis, Heidelberg
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

DaKoCytomation, Glostrup, Danemark

2.1.2 Antikorper

Antikorper und

verwendete Konzentration

Generierung

Bezugsquelle

Anti-Maus-3-Actin

(1:5000, in 5 % Milch-Lésung)
Anti-GFP

(1:1000, in 5 % Milch-Lésung)
Anti-mCherry

(1:1000, in 5 % Milch-Lésung)
Anti-mGBP2 (mGBP2.1)

(1:1000 in 5 % BSA-LOsung)
Anti-mGBP3 (mGBP3.2)

(1:2000 in 5 % BSA-Losung)
Anti-mGBP7 (mGBP7.2)

(1:2500 in 5 % BSA-LOsung)
Anti-Toxoplasma gondii [TP3] (SAG1)
(1:700 in Saponin-Antikérperlosung)
Ziege-anti-Maus 1gG,
HRP-gekoppelt (1:2500)
Ziege-anti-Kaninchen IgG,
HRP-gekoppelt (1:2500)
Anti-Maus-lgG-AlexaFluor® 633
(1:200 in Saponin-Antikorperlosung)

Maus

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Ziege

Ziege

Ziege

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Roche, Basel, Schweiz

Clontech Laboratories, Inc., Kalifornien,
USA

Eurogentec, Littich, Belgien

Eurogentec, Liittich, Belgien

Eurogentec, Littich, Belgien

Abcam, Cambridge, GroRbritannien

Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA
Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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2.1.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Material und Methoden

Fluoreszenzfarbstoff

Bezugsquelle

DAPI (1:2500 in PBS)

GFP-Booster ATTO488

(1:200 in Saponin-Antikorperlosung)
RFP-Booster ATTO647N

(1:200 in Saponin-Antikorperlésung)

Roche, Basel (Schweiz)

Chromotek, Planegg-Martinsried

Chromotek, Planegg-Martinsried

2.1.4 Enzyme

Enzyme

Bezugsquelle

Alkalische Phosphatase
DNA High Fidelity Polymerase
DNAse |

DNA T4 Ligase
DNA Tag-Polymerase

Proteinase K
PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase

Reverse Transkriptase

RNase

RNase Out

Shrimp Alkaline Phosphatase

New England Biolabs, Frankfurt am Main

Roche, Basel, Schweiz

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Roche, Basel, Schweiz

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,

Buckinghamshire, GroRbritannien

2.1.4.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme

Bezugsquelle

Bgl Il
EcoRV
Nde |
Not |
Pst |
Small

Dpn |

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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2.1.5 CRISPR-CAS9 Nuklease Produkte

Material und Methoden

Die CRISPR-CASY Nuklease Produkte wurden von der Firma Integrated DNA Technology, Coralville,

lowa, USA, bezogen.

Alt-R S.p. HiFi Cas9 Nuklease

Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA:

Mm.Cas9.GBP3.1.AA
Mm.CaS9.GBP3.1.AC

Alt-R CRISPR-CAS9 tracrRNA

Alt-R Cas9 Electroporation Enhancer

Alt-R CAS9-Enzym

2.1.6 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Beads:
GFP-TRAP Beads
RFP-TRAP Beads
Bis-Tris Gele (4 — 12 %):
10 Well
15 Well
Centrifugal Filter Units

Cellview Cell Culture Slides

Cryotubes:
1ml
1,8 ml
Elektroporationskivetten
Erlenmeyerkolben
Filterpapier: Whatman, Grade 3 CHR,
460 x 570 mm
Glass Bottom Dishes, 35 mm, uncoated, No.2 und
No. 1.5, gridded
Grid Box

Handschuhe, Micro-Touch Nitra-Tex
Imaging Dish Cover Glass 1.5
Lipid Strips:

Membrane Lipid Strips

PIP Strips

PIP Array

Chromotek, Planegg-Martinsried

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt

Greiner Bio-One, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

VWR International, Langenfeld
Laborbedarf, Kéln

GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,
Buckinghamshire, GroRbritannien

MatTek Corporation, Ashland, Massachusetts,
USA
Electron Microscopy  Sciences, Hatfield,
GroRbritannien

Ansell, Brissel, Belgien

VWR International, Langenfeld

Echelon, Salt Lake City, USA
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Nitrocellulose-Membran GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,

Amersham™ Protran™ 0,45 nc Buckinghamshire, GroBbritannien

Parafilm M American National Can, Chicago, USA

Reagenzglaser, steril mit Korken Laborglasshop, Schops bei Jena

Stripetten: Costar, Corning, New York, USA
5ml
10 ml
25 ml
50 ml

Rohrchen Tubes 15 ml, 50 ml Sarstedt, Nimbrecht
R6hrchen Tubes 15 ml Greiner Bio-One, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Vernichtungsbeutel Sarstedt, Nirmbrecht

Well Plates:
6-well plate (steril) Costar, Corning, New York, USA
12-well plate (steril) Costar, Corning, New York, USA
24-well plate (steril) Costar, Corning, New York, USA
48-well plate (steril) Costar, Corning, New York, USA
96-well plate Flachboden Costar, Corning, New York, USA
96-well plate (steril) Costar, Corning, New York, USA
96-well plate ELISA Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
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T75
T162

Zellschaber

Greiner Bio-One, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

2.1.7 Geridte

Gerat

Bezugsquelle

Abzug
Analysenwaage, Chyo JL-180
Anaylsenwaage Precisa Balances
Brutschrankschranke:

BBD6220

Hera Cell 240

Chemolumineszenz-Imager

iNTAS ECL Chemostar

Dewargefald

Digital Graphic Printer fiir Agarosegele
Elektrophoresekammer

XCell Sure Lock Elektrophoresis Cell

Elektroporationsgerat, Gene Pulser Il

ELISA Reader, Sunrise

Eismaschine

FACS Aria lll

FolienschweilRgerat Severin Folio

Function Generator Boadband Digital LW-1641

Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C
Gefriertruhe -80°C
Geldokumentationssystem
Gel Doc™ XR+

Hamilton™ Spritze

Heizblock Techne® Dri-Block® DB-3D
ITO-coated Glassplatten 25 mm x 75 mm

Wrt-Laborbau, Stadtlohn
Welabo, Dusseldorf

Precisa Gravimetrics, Aldingen

friiher Heraeus Instruments, jetzt Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
friher Heraeus Instruments, jetzt Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

iNTAS Science Imaging Instruments, Gottingen

KGW Isotherm, Karlsruhe

SONY, Minato, Japan

Novex by Life Technologies, Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien,
USA

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

Nordcap, Bremen

BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Severin Elektrogerate, Sundern

Calibration Control Equipment Laboratory, Bagh,
Kokata, Indien

Liebherr, Bulle, Schweiz

Bosch, Stuttgart

Liebherr, Bulle, Schweiz

Ewald Innovationstechnik GmbH, Rodenberg
Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, Kalifornien,
USA
Hamilton, Chromatographie Service GmbH,
Langerwehe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Kuhlschrank
Kuhlschrank
Kryo-Einfriergerat Mr. Frosty
Magnetriihrer MR3001 K
Magnetriihrer IKA® RH basic2
Mikroskope:
Axiovert 100
Axio Observer
Nikon Eclipse TE2000-S
Zeiss LSM780 mit Airyscan
Zeiss ELYRA PS (CAIl, HHU Diisseldorf)
Leica TCS SP8 STED 3X (CAIl, HHU Dusseldorf)
Mikrowelle
NanoDrop 1000
Neubauer Zahlkammer
pH Meter MP225
Pipetten

Liebherr, Bulle, Schweiz

Bosch, Stuttgard

VWR International GmbH, Langenfeld
Heidolph Instruments, Schwabach
IKA®-Werke GmbH, Staufen

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

Nikon, Chiyoda, Japan

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

Leica Mikrosysteme, Wetzlar

Bosch, Erlangen

VWR International GmbH, Langenfeld
Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Mettler-Toledo, Columbus, Ohio, USA
Thermo
Massachusetts, USA
Brand, Wertheim

Fischer Scientific, Waltham,

Pipet-Boy, accu-jet

gRT-PCR Machine, CFX96 Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien,

USA
Roller Mixer Ratek, Victoria, Australien
Rotierapparat SB3-Stuart Stuart, Cole-Parmer, Staffordshire,

GroRbritannien
Schiittler
Schittler PHMT Grant Instruments, Cambridge, GroRbritannien
Carl Roth, Karlsruhe

Polymax 1040 Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel

GFL Wipp-Schittler 3013

GFL Kreis-Schittler 3015

GFL Kreis-Schuttler 3017

GFL Kreis-Schuttler 3019
Spannungsquellen:

Power 250

PowerEase 90W

Consort E861

Consort EV243
Sterilbank HeraSafe

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel
Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel
Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel
Gesellschaft fir Labortechnik mbH, Burgwedel

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

friher Heraeus Instruments, jetzt Thermo Fischer
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Stickstofftank
Thermoschittler
Thermocycler T1, T3 und T-gradient
Tischzentrifugen:

MiniSpin

Spectrafuge Mini

Centrifuge 5415C
Vortex-Systeme:

Vortex VWR

Vortex Labinco BV L46

IKA® MS3 digital
Wasseraufbereitungssystem

Milli-Q

Millipore Elix
Wasserbad Medingen W6
Western Blot, Semi-Dry Blotter
Zentrifugen:

Sorvall RC-4

Biofuge fresco

Megafuge 1.0R

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Air Liquide, Paris, Frankreich
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg
Labnet International, Edison, New Jersey, USA

Eppendorf, Hamburg

VWR International GmbH, Langenfeld
Labinco, Breda, Niederlande
IKA®-Werke GmbH, Staufen

Merck, Darmstadt

Kottermann GmbH & Co KG Labortechnik, Uetze
VWR International GmbH, Langenfeld

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

friiher Heraeus Instruments, jetzt Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

friiher Heraeus Instruments, jetzt Thermo Fischer

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

2.1.8 Kits

Kit-Bezeichnung

Bezugsquelle

DNA, RNA and Protein Purification Kit
ECL Western Blotting Substrate

ECL Extended Duration Substrate, SuperSignal

Expand™ High Fidelity PCR System
GFP- und RFP-TRAP Kit

High Pure Plasmid Isolation Kit
jetPRIME DNA Transfektion

Ligase T4-Kit

Restriktionsverdau NEB-Kit

Pierce BCA Protein Assay Kit

Macherery-Nagel, Diiren

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt

Chromotek, Planegg-Martinsried

Roche, Basel, Schweiz

Polyplus, lllkirch-Graffenstaden Frankreich
Roche, Basel, Schweiz

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Waltham,

Fischer Scientific,

Massachusetts, USA

Thermo
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Quick-Change XL Site Directed Mutagenesis
TA Cloning® Kit 2.1

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

2.2. Medien und Puffer

2.2.1 Puffer und Stamml6sungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

CLEM Mikroskopie (Kooperation mit AG Hensel)
1 M HEPES Puffer (500 ml)

Blockierungslosung

2x Fixierungslosung

1x Fixierungslosung
PFA-Fixierung
Scrape-Puffer
DNA-Elektroporation

Cytomix

Chloramphenicol-L6sung
GFP- und RFP-TRAP
RIPA Puffer

Dilution/Wasch Puffer

Glycin-Elution Puffer
Neutralisationspuffer

IDT CRSISPR/CAS9 System
crRNA:tracrRNA Duplex

119,3 g HEPES in 500 ml dH,0, pH 7,4 (pH mit HCI
einstellen)

0,2 M HEPES Puffer; 10 % Glycin

5 % Glutaraldehyd; 10 mM CacCl,;

0,4 M HEPES Puffer

2x Fixierungslosung 1:2 verdiinnt

2 % PFA in PBS pH 7,4; 0,1 % Glutaraldehyd

0,2 M HEPES Puffer, 0,1 % BSA

120 mM KCl; 0,12 mM CaCl2;

10 mM K,HPO, pH 7,6;

25 mM HEPES pH 7,6; 2 mM EGTA pH 7,6;
5 mM Mg CI2; 3 mM ATP; 3 mM Glutathion
20 mM Chloramphenicol in Ethanol

10 mM Tris/Cl pH 7,5; 150 mM NacCl

0,5 mM EDTA; 0,1 % SDS, 1 % Triton-X100;

1 % Desoxylcholsaure

zusatzlich eine Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail — Tablette pro 10 ml

10 mM Tris/Cl pH 7,5; 150 mM NaCl;

0,5 mM EDTA

zusatzlich eine Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail — Tablette pro 10 ml

200 mM Glycin pH 2,5

1 M Tris/Cl pH 10,4

200 uM Alt-R CRISPR/CAS9 crRNA (gelost in 1x
TE-Puffer); 200 uM Alt-R CRISPR/CAS9 tracrRNA
(gelost in 1x TE-Puffer)
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RNP Komplex

Steriler Elektroporations-Komplex

crRNA:tracrRNA Duplex;

61 uM Alt-R Cas9 Enzym (16,7 pl);
21,3 pl PBS

RNP Komplex;

96 UM Alt-R Electroporation Enhancer

Malachitgriin GTPase Aktivitatsassay
GTPase Reaktionspuffer
Stopplosung

Farbeldsung

Ammoniummolybdat Losung

SDS-PAGE, Western Blot, Coomassie Staining

5x Protein Ladepuffer

Laufpuffer

20 mM Tris/HCl pH 7,5;

220 mM Schwefelsdure (96 %)

in 500 ml dH,0

0,112 g Malachitgriin;

12,98 ml Schwefelsaure (96 %);

87,07 ml dH,0

7,5 g Ammoniummolybdat in 100 ml dH,0

10 % SDS; 25 % R-Mercaptoethanol;
30 mM Tris/HCl pH 6,8;

0,15 % Bromphenolblau;

45 % Glycerin

50 mM MOPS; 1 mM EDTA;
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Transferpuffer

TBS-T

Re-Blot Plus Strong Solution

Coomassie Losung

Blockierungslosungen

ECL Lésungen

50 mM Tris pH 7,7; 0,1 % SDS

1 x Transferpuffer (Stammlésung 20x);

20 % Methanol; dH,0

150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCl pH 8;

0,1 % Tween-20; in dH,0

Stammlosung (10x) 1:10 mit dH,0 verdiinnen
0,02 % Coomassie Brilliant Blue G250;

96 % Ethanol; 85 % (W/v) Phosphorsaure;

5 % Aluminiumsulfat

5 % Milchpulver in TBS-T

oder 3 -5 % BSA in TBS-T

Kit-Lésungen A und B im Verhéltnis 1:1 pro

Membran verwenden

2.2.2 Medien fir Zellkulturen

Medium fiir: Zusammensetzung
MEF-Zelllinien und DMEM
HS27-Zelllinien 10 % (v/v) FKS

NIH3T3 Zellen und
293FT Zellen

Live Cell Imaging Medium

Einfrier-Medium

(inaktiviert fur 30 min bei 56 °C)
0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
DMEM

10 % (v/v) FKS

(inaktiviert fir 30 min bei 56 °C)
0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
100 U/ml Penicillin; 100 U/ml Streptomycin
FluoroBrite

10 % (v/v) FKS

(inaktiviert far 30 min bei 56 °C)
0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
DMEM

10 % (v/v) FKS

(inaktiviert far 30 min bei 56 °C)
0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
10 % (v/v) DMSO
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Das Medium wurde vor der Verwendung durch Autoklavierung (121 °C, 2 bar, 20 min) sterilisiert.

Dieses Medium wurde als Flissig- und Festmedium verwendet.

Medium Zusammensetzung
LB-Medium 25 g LB medium, 1 | dH,0
Festzustand: + 15 g Agar/Liter
Bakterienselektion: + 100 pg/ml Ampicillin
2.3. Verwendete Zelllinien, Toxoplasma gondii und Bakterien

2.3.1 Zelllinien

Zellen Eigenschaften Referenzen

293 FT humane primare embryonale Thermo  Fischer  Scientific,
Nierenzellline, schnell-wachsend, transformiert Waltham, Massachusetts, USA
mit SV40 large T-Antigen

HS27 humane Vorhaut Fibroblasten, ATCCH#CRL- ATCC, Manassas, Virginia, USA
1634™

MEF Zelllinien:  murine embryonale Fibroblasten, isoliert am isoliert und prapariert von

Wildtyp Tag 14.5 p.c aus C57BL/6 Embryonen Dr. Cornelia Beuter-Gunia

mGBP27

mGBP7”

NIH3T3 murine embryonale Fibroblasten ATCC, Manassas, Virginia, USA

ATCCH#CRL-1658

2.3.2 Bakterien-

und Toxoplasmenstimme

Organismus Genotyp Referenzen

E. coli DH5a supE44, AlacU169, (®80lacZAM15),relA1; Thermo Fischer Scientific, Waltham,
hsdR17, recAl, endA1l, gyrA96, thi-1 Massachusetts, USA; Hanahan,

1983

Toxoplasma gondii  obligat intrazellular replizierender ATCC, Manassas, Virginia, USA;

ME49 Protozoa, Typ Il Stamm Parmley et al., 1994

2.4. Vektoren, Oligonukleotide und Lentiviren

2.4.1 Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenzen

pWPXL EF1-Promotor, Amp - Resistenz D. Trono Laboratory,

Lausanne, Schweiz
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pWPXL/GFP
pWPXL/mCh

pWPXL/GFP-mGBP2

pWPXL/mCh-mGBP2
pWPXL/mCh-mGBP3
pWPXL/mCh-mGBP6
pWPXL/mCh-mGBP7
pWPXL/GFP-mGBP7
pTUB(Chloramphenicol)-
HA

pLP/VSVG

psPAX2

w/0-STOP
w/0-STOP, EF1-Promotor,
Amp — Resistenz

EF1-Promotor, Amp - Resistenz

EF1-Promotor, Amp - Resistenz
EF1-Promotor, Amp - Resistenz
EF1-Promotor, Amp - Resistenz
EF1-Promotor, Amp - Resistenz
EF1-Promotor, Amp - Resistenz

Chloramphenicol- und Amp — Resistenz

VSVG Glykoprotein fiir eine
Lentivirus-Produktion, CMV Promotor,
Amp — Resistenz

Verpackungsvektor, codiert Gag, Pol und
Env flr eine Lentivirus-Produktion, CMV

Promotor, Amp — Resistenz

Kravets et al., 2012

Klimpers, 2013; Kravets et
al., 2016

Klimpers, 2013; Kravets et
al., 2016

Kravets et al., 2016

Kravets et al., 2016

Kravets et al., 2016

Kravets et al., 2016

Kravets et al., 2016

Boris Striepen (Center for
Tropical and Emerging Global
Diseases, of
Georgia, Athens, GA, USA)

University
Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
D. Trono Laboratory,

Lausanne, Schweiz

2.4.1.1 Erstellte Plasmide

Plasmid-Name

Eigenschaft

Referenz

pWPXL/GFP-mGBP7***

pWPXL/GFP-mGBP7°

pWPXL/GFP-mGBP7"*

pWPXL/GFP-mGBP7*

pWPXL/GFP-mGBP7°*

Punktmutation an der 51. Aminosauren-
Position von Lysin zu Alanin,
EF1-Promotor, Amp - Resistenz
Trunkationsmutante bestehend aus der
G-Domane, EF1-Promotor,

Amp - Resistenz

Trunkationsmutante bestehend aus der
ME-Domane, EF1-Promotor,

Amp - Resistenz
Trunktationsmutante, Deletion der
terminalen 49 Aminosauren,
EF1-Promotor, Amp-Resistenz
Trunktationsmutante, Deletion der
terminalen 30 Aminosauren,

EF1-Promotor, Amp-Resistenz

hergestellt durch Steffens

hergestellt durch Mock und
Steffens

hergestellt durch Mock und
Steffens

hergestellt durch Mock und

Steffens
Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
Degrandi und Steffens
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pWPXL/GFP-mGBP7Azo Trunktationsmutante, Deletion der Invitrogen, Thermo Fischer

¢ -terminalen 20 Aminosauren, Scientific, Waltham,

EF1-Promotor, Amp-Resistenz

Massachusetts, USA
Degrandi und Steffens

pTUB/mCh Chloramphenicol- und Amp — Resistenz hergestellt durch Steffens
pTUB/GFP Chloramphenicol- und Amp — Resistenz hergestellt durch Steffens
2.4.2 Primer

Die in diesem Kapitel aufgefiihrten Primer wurden von der Firma Metabion International AG

synthetisiert, aufgereinigt und lyophilisiert. Die Stocks wurden zu einer Endkonzentration von

100 pmol/ul resuspendiert.

Primername

Sequenz (5 - 3Y)

pWPXL WPRE1

pWPXL GFP

pWPXL mCherry

pWPXL mCherry Bgl Il
pWPXL mCherry EcoRV
mGBP3_forward
mGBP3_reverse

pWPXL GFP-mGBP7 Bgl II
pWPXL GFP-mGBP7 EcoRV
pWPXL GFP-mGBP7° fwd
pWPXL GFP-mGBP7° rev
pWPXL GFP-mGBP7"*
pWPXL GFP-mGBP7* rev
PWPXL GFP-mGBP7" rev
pWPXL GFP-mGBP7*™ fwd
pWPXL GFP-mGBP7"*™ rev
pTUB mCherry Bgl Il

pTUB mCherry EcoRVI
pTUB mCherry Pst |

pTUB GFP Bgl Il

pTUB GFP Pst |

Oligo dT Primer

CCACATAGCGTAAAAGGAGC
CGACAACCACTACCTGAGCACC
CCACAACGAGGACTACACCATCG
AATTAGATCTATGGTGAGCAAGGGCAGGAGG
ATTAGATATCCTACTTGTACAGCTCGTCCATGC
CGTGTTGCGCAAACAAAAACCGA
CCCCACACCCCAGAACG
ATAAAGATCTATGGTGAGCAAGGGCG
ATAAGATATCTTAGAGTTTTCTAACTTTGTC
ATTCCCGGGAGCATCTGGTCC
GATTATCATATGACTCAATTGATAGCATCC
ATTCCCGGGAAGTGGAGACGTGC
GATTATCATATGACTCAATTCTTCTCCTTATTTAGTTGAATC
GATTATCATATGACTCATTAGAGTTTTCTAACTTTG
CCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCAC
GTGAAGGTTAATTGCGCGCTTGGCGGCGTAATCATGG
AATTAGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGG
ATTAGATATCCTACTTGTACAGCTCGTCCATGC
ATTACTGCAGCTACTTGTACAGCTCG
AATTAGATCTATGGTGAGCAAGGGCG
ATTACTGCAGCTACTTGTACAGCTCG
FTETTrrrrrrrrrrrTd

40



Material und Methoden

2.4.3 Sequenzen von Oligo-Nukleotiden und Sonden fiir qRT-PCR Analysen

Die Sonden wurden aus der Universal ProbeLibrary von Roche verwendet.

Primername Sequenz (5 - 3Y) Sonden-Nr.
B-Aktin fwd TGACAGGATGCAGAAGGAGA 106
R-Aktin rev CGCTCAGGAGGAGCAATG

mGBP2 fwd TGAGTACCTGGAACATTCACTGAC 17

mGBP2 rev AGTCGCGGCTCATTAAAGC

mGBP3 fwd GGCTGAGGACTGTCCCTGT 21

mGBP3 rev CATGGTCCACTCGGAAGC

2.4.4 Lentiviren
Die hier vorgestellten S2-Organismen wurden mit Hilfe der psPAX2 und pLP/VSVG Vektoren

hergestellt und fur die lentivirale Transduktion neuer Zelllinien verwendet.

Spender

Empfinger

Ausgangsvektor

Insert

Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus
Mus Musculus

Mus Musculus

Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)
Lentivirus (VSVG)

pWPXL-mCherry-mGBP2
pWPXL-mCherry-mGBP3
pWPXL-mCherry-mGBP6
pWPXL-mCherry-mGBP7
pWPXL-GFP-mGBP2
pWPXL-GFP-mGBP7
pWPXL-GFP-mGBP7°
pWPXL-GFP-mGBP7"*
pWPXL-GFP-mGBP7"*
pWPXL-GFP-mGBP7"%°
pWPXL-GFP-mGBP7"*°
pWPXL-GFP-mGBP7***

mCherry-mGBP2
mCherry-mGBP3
mCherry-mGBP6
mCherry-mGBP7
GFP-mGBP2
GFP-mGBP7
GFP-mGBP7°
GFP-mGBP7"*
GFP-mGBP7°*
GFP-mGBP7"*°
GFP-mGBP7"*°
GFP-mGBP7"™

2.5. Statistische Analyse
Die Ergebnisse werden durch die Standard-Abweichung (+ SD) oder durch den Standard-Fehler

(£ SEM) dargestellt. Fir Berechnungen der statistischen Signifikanz wurde der unpaired two-tailed

Student’s t-test verwendet. Die Signifikanzen wurden folgendermal3en festgelegt:

p< 0,05 entspricht *
p< 0,01 entspricht **

p< 0,001 entspricht ***
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3. Methoden

3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien erfolgte in Oberflachen-beschichteten Zellkulturflaschen,
Petrischalen oder Well-Platten unter sterilen Bedingungen. Die Zellen wurden je nach Zelllinie,
Kulturgefda® und Zelldichte in einem Verhéltnis von 1:2, 1:3 oder 1:4 in die entsprechenden
Kultivierungsgefalle ausgesat und nach zwei bis drei Tagen mit einer Konfluenz von 80— 100 %
passagiert. Das Passagieren der adhdrenten Zellen erfolgte durch Waschen mit PBS und
anschlieRendem Ablésen durch Trypsin/EDTA (0,05 % oder 0,25 %) flr drei bis funf Minuten bei
37 °C. Mit frischem, FKS beinhaltendem Medium wurde die Enzymaktivitdt des Trypsins gestoppt, die
gelosten Zellen aufgenommen und fir finf Minuten bei 1.200 rpm zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das entstandene Zellpellet mit frischen Medium
resuspendiert. Es folgte die Zellzdhlung mittels Neubauer-Kammer und die Bestimmung der
Zellviabilitdt durch die Trypanblau-Farbung. AnschlieBend wurden die Zellen erneut in die
entsprechenden KultivierungsgefaRe Gberfiihrt und bei 37 °C in einem befeuchteten Inkubator und
bei 8 % CO, inkubiert.

Fur das Einfrieren der Zellen wurde Medium mit einem Zusatz von 10 % DMSO verwendet. DMSO soll
die Eiskristallbildung wahrend des Einfrierprozesses verhindern und entsprechend zu einer erhéhten
Zellviabilitat beitragen. Fir ein langsames Einfrieren der Zellen wurden diese in Cryotubes tberfiihrt
und entweder fir 30 Minuten bei —20 °C und (N bei —80 °C, oder durch die Lagerung in eine
Kihlbox mit Isopropanol (Mr. Frosty) direkt bei — 80 °C runtergekiihlt und anschlieBend in flissigen
Stickstoff gelagert. Das Auftauen der Zellen musste schnell erfolgen, da DMSO toxisch wirkt. Nach
dem Auftauen wurden die Zellen in 10 ml frisches, vorgewdarmtes Medium aufgenommen und durch
eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1.200 rpm pelletiert. Die konzentrierten Zellen wurden mit

frischem Medium resuspendiert und in KulturgefaRen ausgesat.

3.1.2 Kultivierung von T. gondii

Fur die Kultivierung der ME49-T. gondii wurden 1 x 10° Tachyzoiten in einer T25-Zellkulturflasche auf
einen HS27-Zellmonolayer Uberfiihrt. Die Tachyzoiten infizierten die Wirtszellen und bildeten eine
PV, in der die parasitdre Replikation mit anschlieender Zelllyse stattfand. Entsprechend konnten die
Tachyzoiten aus dem Uberstand entnommen und bei RT fiir 5 Minuten und 700 rpm zentrifugiert
werden. Das so gewonnene Pellet mit Wirtszellriickstdinde wurde verworfen. Ein weiterer
Zentrifugationsschritt des Uberstandes fir 15 Minuten bei 1.400 rpm pelletierte die Parasiten,
welche in frischem Medium resuspendiert, gezdhlt und auf neue HS27-Zellen fir eine Kultivierung

ausgesat beziehungsweise flir weitere Versuche verwendet wurden.

3.1.3 Lentivirale Transduktion
Fir die Lentivirus-Produktion wurden 293FT-Zellen nach zweimaligen Passagieren mit einer
Konfluenz von 80 % in einer 10 cm-Petrischale verwendet. Die Transfektion fand mit jetPRIME

Reagenzien statt.
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500 pl jetPRIME Puffer
3,75 pg psPAX2
1,25pug  pLP/VSVG
5ug pWPXL-Vektor mit dem Expressionsprodukt
Reaktionsansatz 10 sek vortexen und zentrifugieren
+20 ul jetPRIME Reagenz
Reaktionsansatz 10 sek vortexen und zentrifugieren
Reaktionsansatz 10 Minuten bei RT inkubieren
Das Transfektions-Gemisch wurde auf 293FT-Zellen gegeben und fir 24 -48 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Zielzellen wurden in 24-Well Platten ausgesat und mussten fiir die Transduktion eine
Konfluenz von 100 % erreicht haben. Aus dem Uberstand der 293FT-Zellen wurden die Lentiviren
geerntet und bei 2000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Pro Milliliter Virusiiberstand wurden 5 ul
Polybrene hinzugefiigt und insgesamt 500 ul Reaktionsansatz fir die Transduktion/Well verwendet.
30 min  Inkubation bei 37 °C
99 min  Zentrifugation bei 1.200 rpm
6h Inkubation bei 37 °C
Erneuerung des Mediums
48-72 h Inkubation bei 37 °C
Eine Kontrolle der Zellmorphologie und Fluoreszenz verdeutlichten den Erfolg der lentiviralen
Transduktion. Nach zweimaligen Passagieren unter S2-Bedingungen konnten die Zellen durch das

FACS Aria Il durchflusszytometrisch sortiert und unter S1-Bedingungen kultiviert werden.

3.1.4 Infektion mit T. gondii

Die lentiviral transduzierten Zelllinien wurden am Vortag mit einer Zahl von 10.000 Zellen/Well auf
Deckglaschen in 24-Well Platten, in speziellen Live Cell Imaging Dishes oder MatTek-Dishes ausgesat.
Diese wurden 16 Stunden vor der T. gondii-Infektion mit 100 Units/ml IFNy stimuliert und bei 37 °C
inkubiert. Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, wurden die T. gondii-Tachyzoiten aus den frisch
lysierten Wirtszellen geerntet, aufgereinigt und in einem 1:50-Verhaltnis auf die Zellen gegeben. Im
Allgemeinen betrug die Infektionszeit 2 Stunden bei 37 °C. Im Anschluss wurden die infizierten Zellen

fir weiterfiihrende Immunfluoreszenz-Analysen verwendet.

3.1.5 In vitro Infektionsanalysen

In dieser Forschungsarbeit wurden verschiedene in vitro Infektionsanalysen durch
Immunfluoreszenz-basierte Verfahren durchgefiihrt. Flir jedes Verfahren wurde die Infektion mit
T. gondii vollzogen (Abschnitt 3.1.4). Die fixierten Zellen sowie die Live Cell Imaging Movies wurden
mit einem Zeiss LSM 780, Zeiss ELYRA PS (CAIl, HHU Disseldorf) und Leica TCS SP8 STED 3X (CAIl, HHU

Disseldorf) aufgenommen und durch die ZEN Software, Imagel/Fiji und Bitplane Imaris ausgewertet.

3.1.5.1 Immunfluoreszenzfarbung fiir konfokal-mikroskopische Analysen und Airyscan-
Mikroskopie
Die zu analysierenden Zellen wurden wie beschrieben auf sterilen Deckglaschen in 24-Well Platten

ausgesat, mit IFNy stimuliert und mit T. gondii infiziert (Abschnitt 3.1.4). Nach entsprechender
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Infektionszeit wurde das Medium abgenommen und die infizierten Zellen vorsichtig mit PBS
gewaschen. Es folgten mehrere Arbeitsschritte fur die Immunfluoreszenz-Farbung:

10 min Fixierung mit PFA (4 %)

15 min Permeabilisierung mit 0,02 % Saponin in PBS

20 min Zellblockierung mit 0,002 % Saponin in PBS

45 min 1. Antikorperlésung (SAG1 1:700)

45 min 2. Antikorperlésung (AlexaFlour633 1:200)

3 min DAPI-Zellkernfarbung

Zwischen den Arbeitsschritten wurde jeweils 2 x mit der Saponin-PBS-Waschlésung gewaschen. Die
Antikorper-Inkubation erfolgte unter abgedunkelten Bedingungen. Eine Anfarbung der fluorophoren
mGBPs war nicht notwendig, da die N-terminal fusionierten Fluoreszenz-Konstrukte im
Konfokalmikroskop detektiert werden konnten. Die Deckgldaschen wurden mit Fluoromount-G auf
einen Objekttrager fixiert und fur mikroskopische Analysen verwendet (Mikroskop: Zeiss LSM 780,

Software: ZEN Software, Bitplane Imaris).

3.1.5.2 Immunfluoreszenzfarbung fiir die SIM- und STED-Mikroskopie
Die Immunfluoreszenzfarbung fiir die SIM- und STED-Mikroskopie erfolgte wie in Abschnitt 3.1.5.1

beschrieben, mit Ausnahme der Verwendung von GFP- und RFP-Boostern in einer Konzentration von
1:200. Diese Booster konnten zeitgleich in einer Antikérperlosung verwendet werden und mussten
fir 1 Stunde abgedunkelt auf den Zellen inkubieren. Aufgrund der starken Signale wurde auf eine
T. gondii- sowie DAPI-Farbung verzichtet (SIM-Mikroskopie: Zeiss ELYRA PS; STED-Mikroskopie: Leica
TCS SP8 STED 3X, Software: Zen Software, Imagel/Fiji).

3.1.5.3 Live Cell Imaging
Durch das Live Cell Imaging kénnen dynamische Regulationsprozesse innerhalb einer lebenden Zelle

detektiert und analysiert werden. Die Zellen wurden auf Live Cell Imaging Platten ausgesat und mit
IFNy stimuliert. Fir diese Untersuchungen wurde das FluoroBrite-Medium ohne Phenolrot
verwendet, um Autofluoreszenz-Effekte zu vermindern. Die Zellen wurden mit T. gondii infiziert und
unmittelbar darauf am S2-Konfokalmikroskop mit dem 40x-Objektiv und einer wassrigen Emulsion

analysiert (Mikroskop: Zeiss LSM 780, Software: Zen software, Bitplane Imaris).

3.1.5.4 Korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM)
Die CLEM-Mikroskopie wurde in Kooperation mit der AG Hensel (Osnabriick) durchgefiihrt. Vorab

wurde eine Probe auf die Qualitit der Fixierung getestet. Dafiir wurden 1 x 10° Zellen am Vortag in
6 cm- oder 10 cm Petrischalen ausgesat und mit IFNy stimuliert. Es folgten weitere Arbeitsschritte:
2 h T. gondii-Infektion
1h 1 xFixierungslosung (37 °C)
3 x Waschen mit 0,2 M HEPES-Puffer
3 min 1 ml Scrape-Puffer
Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Petrischale gelost und in ein 1,5 ml Eppendorf Tube

Uberfiihrt und an die AG Hensel fir weitere Untersuchungen versendet. Fiir die CLEM-Mikroskopie
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wurden die zu analysierenden Zellen in MatTek-Dishes ausgesat, mit IFNy stimuliert und mit T. gondii
infiziert. Es wurde eine Fixierung mit anschlieRender Mikroskopie durchgefihrt:
30 min Fixierungspuffer (2 % PFA und 0,1 % Glutaraldehyd)
3 x Waschen mit 0,2 M HEPES-Puffer
Nach dem Waschen der Probe erfolgte die lichtmikroskopische Analyse am Zeiss LSM 780, bei der
mehrere Positionen pro Dish ausgesucht und aufgenommen werden konnten. AnschlieBend folgten
die zweite Fixierung und der nachfolgende Versand an die Universitat Osnabriick, wo EM-Aufnahmen
durchgefiihrt wurden. Die zweite Fixierung wurde folgendermalRen durchgefihrt:
1h 1 xFixierungslosung (37 °C)
3x Waschen mit 0,2 M HEPES-Puffer
15 min HEPES-Glycin Blockierungspuffer
3x Waschen mit 0,2 M HEPES-Puffer

3.1.6 Kolokalisationsberechnungen von Live Cell Imaging Movies

3.1.6.1 Bitplane ImarisColoc Kanal
Das Programm ImarisColoc (Bitplane Imaris Software) fiir Bild- und Videobearbeitungen ermdglicht

die Veranschaulichung kolokalisierender Proteine in einer konfokal-mikroskopischen Aufnahme. Eine
Kolokalisation beschreibt die raumliche Uberlappung zweier Proteine, in diesem Fall zweier
Fluoreszenz-markierter Proteine. Die bildgebende Einheit Voxel definiert dabei das dreidimensionale
Aquivalent eines Pixels. Die zu analysierenden Proteine entsprechen in bildgebenden Aufnahmen
Voxel, die durch drei Koordinaten eines orthogonalen Achsensystems beschrieben werden.
Uberlagernde, kolokalisierende Voxel werden in den Analysen durch eine weife Farbmarkierung
gekennzeichnet. Die Berechnung der Strahlungsgrenzwerte der verwendeten Fluoreszenzen mit
einer entsprechenden Maskierung der Hintergrundfluoreszenz (fiir die Vermeidung falsch positiver
Ergebnisse), werden bei der Verwendung des automatisierten ImarisColoc Kanals durch
festeingestellte Berechnungen des National Institute of Heath durchgefiihrt. Es ist ebenfalls moglich
eine manuelle Bedienung des ImarisColoc Kanals zu verwenden, wobei die Grenzwerte der einzelnen
Fluoreszenzstrahlungen separat eingestellt werden. Fir diese Forschungsarbeit wurden die
automatisierten Berechnungen des National Institute of Health fur alle untersuchten Live Cell

Imaging Aufnahmen angewendet (Bitplane Imaris — ProductDetails).

3.1.6.2 Korrelationsberechnung nach Pearson
Die Korrelationsberechnung nach Pearson verdeutlicht die Starke einer linearen Korrelation zwischen

zwei Variablen. Der Korrelationskoeffizient kann einen Wert zwischen -1 und +1 einnehmen. Im
Allgemeinen bedeutet der -1-Wert eine totale negative Korrelation, ein Wert von 0 keine Korrelation
und ein Wert von +1 eine totale positive Korrelation. Bei Korrelationswerten bis 0,5 wird kein,
beziehungsweise ein sehr schwacher Zusammenhang detektiert. Werte zwischen 0,5 und 0,8
verdeutlichen einen mittelstarken Zusammenhang und Werte zwischen 0,8 und 1 zeigen eine sehr
starke Korrelation der Proteine. Korrelationswerte im negativen Bereich und damit eine totale

negative Korrelation sind in der Biologie selten vorhanden und in diesem Fall nicht prasent. Bei der
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Interpretation der Ergebnisse ist zu berilcksichtigen, dass ein niedriger Wert nicht ausschlief3t, dass
eine Interaktion besteht, sondern einzig und allein kein linearer Zusammenhang vorhanden ist

(Grundlagen der Statistik; Wissenschafts-Thurm).

3.1.7 DNA-Transfer in T. gondii

Fir die Transfektion eines pTUB-Expressionsplasmids in T. gondii mussten die Tachyzoiten
extrazellular aus den frisch lysierten Wirtszellen vorliegen. Die Plasmid-DNA (pTUB/mCherry oder
pTUB/GFP) wurde durch Elektroporation in die Parasiten eingebracht. Dafir wurden die Parasiten
wie in Abschnitt 3.1.2 aus dem Uberstand geerntet, zentrifugiert, gewaschen und pelletiert. Die
Parasiten wurden in 800 pl Elektroporationspuffer (Cytomix) aufgenommen und fiir 3 Minuten bei RT
inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 75 ug Plasmid-DNA und die Uberfiihrung des Gemisches in eine
Elektroporationskivette. Die Elektroporation wurde bei low range, einem Resistenzwiderstand von
50 Ohm, 25 kap 2 kV und einer Dauer von circa 0,4 Millisekunden durchgefiihrt. Nach der
Transfektion wurden die elektroporierten Parasiten auf eine T25-Zellkulturflasche mit einem
HS27-Monolayer gegeben und direkt unter einer Chloramphenicol-Selektion mit einer

Endkonzentration von 20 uM gehalten.

3.2. Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Zelllyse

Die Zellen wurden in einer Anzahl von 1x10° bis 1x10’ kultiviert und mit Trypsin/EDTA behandelt
(Abschnitt 3.1.1). Das Zellpellet wurde in Lysepuffer (RIPA) aufgenommen (100 pl/1x10° Zellen), in ein
1,5 ml Eppendorf Tube Uberfiihrt und fir 3 Minuten durch mehrmaliges auf- und ab pipettieren
resuspendiert. Es folgte eine Inkubation auf Eis fir 30 Minuten mit einer Ansatzdurchmischung nach
jeweils 10 Minuten. Das Tube wurde fiur 15 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf Tube {berfiihrt und fiir weitere Versuche verwendet, das

Zellpellet wurde verworfen.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Pierce BCA Protein Assay Kit)

Die Proteinkonzentration wurde nach Angaben des Herstellers mittels Pierce BCA Protein Assay Kit
bestimmt. Dafiir wurden die Lésungen A und B im Verhdltnis 50:1 vermischt und zu je 40 pl in einer
96-Well ELISA Platte vorgelegt. Es wurden 2 ul BCA-Standard [2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0] sowie die lysierte
Proteinprobe (Abschnitt 3.2.1, aus dem Uberstand) hinzugefiigt und fiir 30 Minuten bei 37 °C
abgedunkelt geschittelt. Die optische Dichte der abgekihlten Proben wurde durch den ELISA Reader

bei 562 nm photometrisch gemessen und mittels BCA-Standardkurve (0 — 2 mg/ml) berechnet.

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proben wurden in einer gewlinschten Proteinkonzentration mit einem 5x Ladepuffer unter einem
Abzug vereint, 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht und fir die 4 —12 % Bis-Tris-Gradientengele
verwendet. Die Gelkammer wurde befillt mit 1x Running Puffer und die Proben sowie 5 pl des

Protein-Markers konnten aufgetragen werden. Die Proteine wurden durch das Aufkochen bei 95 °C
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und der Reduktion der Disulfidbriicken durch DTT (im Ladepuffer) denaturiert und bei konstanten
150 V elektrophoretisch aufgetrennt. Entsprechend konnte das Molekulargewicht der verschiedenen

Proben mittels Antikorper-spezifischer Detektion nachfolgend bestimmt werden.

3.2.4 Western Blot (semidry)

Die aufgetrennten Proteine der SDS-PAGE wurden mittels semidry Western Blot auf eine
Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Dafiir wurden die Nitrocellulose-Membran und sechs
Whatman Papiere in einem 1x NuPage Transferpuffer mit Methanol &aquilibriert. Es folgte eine
Schichtung von drei Whatman Papieren, der Nitrocellulose-Membran, dem SDS-Gel und erneut drei
Whatman Papieren (von unten nach oben) in einer Blotkammer, welche fest verschlossen wurde. Die
Proteine der SDS-PAGE wurden bei einer Stromstarke von 110 mA/Blot fur eine Stunde auf die
Membran transferiert. Nach dem Blotten wurde die Membran in ein 50 ml Falcon uberfiihrt und mit
entsprechender Blockierungslosung fiir eine Stunde bei RT blockiert. Es folgte ein Waschschritt in
TBS-T und die Zugabe des ersten Antikorpers in entsprechender Losung (iN bei 4 °C auf einem Roller.
Am Folgetag wurde die Membran dreimalig mit TBS-T fir jeweils 5 Minuten gewaschen und
anschlieRend in einer sekundaren Antikorper-Lésung fiir eine Stunde, abgedunkelt auf einem Roller,
inkubiert. Es folgten erneut drei Waschschritte mit TBS-T und eine Detektion durch
Chemolumineszenz (ECL-Losung). Um weitere Proteine auf derselben Membran detektieren zu
konnen, war es moglich diese zu Strippen und damit die Antikérperbindungen abzul6sen.
Entsprechend wurden die Membranen nach der ECL-Detektion mit dH,0O gewaschen, anschlieRend
fir 30 Minuten mit der Re-Blot-Stripping-Losung inkubiert und erneut mit dH,0 und mit TBS-T

gewaschen. Die Membran konnte wiederholt geblockt und mit Antikérpern inkubiert werden.

3.2.5 Sensitive Coomassie-Farbung

Fir den Reinheits-Nachweis verschiedener Proben wurde eine sensitive Coomassie-Farbung
durchgefiihrt. Dafiir wurden die SDS-Gele nach der Elektrophorese aus der Gelkammer entnommen,
mit dH,O gewaschen und UGN bei RT in der Coomassie-Farbel6sung inkubiert. Das Gel wurde

anschlieRend fir 12 Stunden mit dH,0 gewaschen, in einer Folie eingeschweiflt und gescannt.

3.2.6 GFP-TRAP/RFP-TRAP

Die GFP-TRAP-/RFP-TRAP-Methode wird fiir die Isolation von GFP- oder mCherry-gekoppelten
Proteinen aus dem Zelllysat verwendet. Die Zellen wurden mittels RIPA-Puffers lysiert, resuspendiert
und zentrifugiert (Abschnitt 3.2.1). Der Uberstand mit den lysierten Proteinen wurde in Spinning
Columns Uberfihrt, in denen sich bereits dquilibrierte GFP- oder RFP-Beads befanden (30 pl Beads-
Losung fir 500 pl Zelllysat). Die Spinning Columns wurden verschlossen und jeweils in 2 ml
Eppendorf Tubes Uberfihrt. Es folgte eine end-over-end Rotation fir 2 Stunden bei 4 °C.
AnschlieBend wurden die Spinning Columns gedffnet und innerhalb der Tubes fiir 2 Minuten bei 4 °C
und 3.000 rpm zentrifugiert. Damit befanden sich die immunoprazipitierten GFP- oder mCherry-
gekoppelten Proteine an den jeweiligen Beads innerhalb der Spinning Columns und die restlichen
lysierten  Zellbestandteile im  Uberstand, welcher verworfen werden konnte. Die
Protein-Bead-Komplexe wurden mit 4 °C kaltem Waschpuffer zwei Mal gewaschen, bevor die saure

Abkopplung der Proteine erfolgte. Die Spinning Columns wurden erneut verschlossen und zu den
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Protein-Bead-Komplexen wurden 50 ul 0,2 M Glycin-Puffer fir 30 Sekunden unter konstantem Mixen
hinzugefiigt. Daraufhin wurde das Spinning Column wieder gedffnet, in ein neues Eppendorf Tube
Uberfiihrt und bei 3.000 rpm und 4 °C fir 2 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand mit den
entkoppelten GFP- oder mCherry-fusionierten Proteinen wurde in einem frischen Eppendorf Tube
aufgefangen, worin sich bereits 5 ul 1 M Tris-Base pH 10,4 zum Neutralisieren befand. AnschlieRend
konnte die Konzentration der isolierten Proteine mittels BCA Protein Assay bestimmt werden
(Abschnitt 3.2.2).

3.2.7 Malachitgriin GTPase Aktivitats-Assay
Die isolierten Proteine wurden durch das GTPase Aktivitats-Assay auf ihre Funktionalitat untersucht.

Die Reaktionsansatze wurden folgendermalen zusammen pipettiert:

Protein-Reaktionsansatz: Negativ-Kontrolle w/o Protein ~ Negativ-Kontrolle w/o MgCl,
5ug Protein O ug Protein 5 ug Protein

1 ul MgCl, 1pl Mgcl, Oul MgCl,/+ 4 pg EDTA
5 pl GTP 5ul GTP 5ul GTP

X ul GTPase Puffer X ul GTPase Puffer X ul GTPase Puffer

100 ul  Totalvolumen 100 ul Totalvolumen 100 ul Totalvolumen

Mit Ausnahme der 5 pl GTP wurden alle Komponenten in einem 1,5 ml Eppendorf Tube auf Eis
vorgelegt und vermischt. Der Versuch begann nach der GTP-Zugabe. Sofort wurden in einer
Doppelbestimmung jeweils 25 pl aus dem Totalvolumen in eine 96-Well Platte mit eiskalter
Stopplésung (20 mM Schwefelsdure in 175 pl/Well) Gberfuhrt (Nullwerte). Daraufhin wurde das
Eppendorf Tube in einem Heizblock bei 37 °C inkubiert. Nach 20 Minuten wurden aus diesem
Versuchsansatz erneut je 25 pl in einer Doppelbestimmung in die 96-Well Platte mit Stopplosung
Uberfiihrt. Durch die Hydrolyse von GTP entsteht anorganisches Phosphat. Die Menge des freien
Phosphats wurde mit einer Malachitgriin-Farbel6sung nach einer 15-mindtigen Inkubation bei
595 nm detektiert (50 ul/Well). Zur Berechnung der Enzymaktivitat (nmol/min/mg) musste von dem

20-mindtigen, mittleren Absorptionswert der mittlere Nullwert subtrahiert werden.

3.2.8 Detektion potenzieller Lipid-Bindungen durch Membrane Lipid Strips

Die isolierten Proteine wurden auf potenzielle Lipid-Bindungen durch die Verwendung von
Membrane Lipid Strips untersucht. Die Nitrocellulose-Strips beinhalten 15 standardisierte
Membranlipide in einer Konzentration von 100 pmol per Spot. Die Lipid Strips wurden mit einer
BSA-Blockierungslosung (3 %) flr eine Stunde auf einem Roller blockiert und anschlieBend mit TBS-T
gewaschen. Es folgte die Inkubation mit den isolierten Proteinen in einer Konzentration von 1,25 g
in einer 3 % BSA-Losung fiir eine Stunde bei RT. Die Proteinlésung wurde verworfen und die
Membran drei Mal mit TBS-T fiir jeweils 5 Minuten gewaschen. Ahnlich wie bei der Western Blot
Analyse wurde anschlieBend eine primare Antikorper-Losung verwendet, die GN bei 4 °C auf einem
Schuttler inkubiert worden ist. Es folgten drei Waschschritte mit TBS-T und die sekundare Antikorper-
Losung flr eine Stunde bei RT. Nachdem die sekundare Antikdrper-Losung verworfen und die

Membran mit TBS-T gewaschen wurde, konnte die ECL-L6sung fiir eine Chemolumineszenz-Detektion
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verwendet werden. Die Membranen sind sehr lichtempfindlich und mussten konstant im Dunkeln

gehalten werden.

3.2.9 Giant Unilamellar Vesicle (GUV) Technologie

Fiir die Praparation der GUVs wurden vorab zwei Indiumzinnoxid (ITO)-beschichtete Objekttrager mit
Ethanol und Chloroform gereinigt. Auf den unbeschichteten Glasseiten wurde ein Kreis
eingezeichnet. Die Lipid-Losung (2x 10 ul) wurde in dem kreisformigen Bereich auf den
beschichteten (!) Seiten mit Hilfe einer Hamilton-Spritze aufgetragen und verteilt. Dieser Bereich
wurde anschlieBend mit Vitrex eingegrenzt. Die beiden Objekttrager, mit der beschichteten Seite
innen liegend, wurden zusammengepresst und mit 400 pl Sukrose-Losung (10 %) befiillt. Es folgte
eine abgedunkelte Elektroformation fiir 3 Stunden bei einer Frequenz von 11 Hz und einer Spannung
von 1,2 V. AnschlieRend konnten die GUVs innerhalb der Sukrose-Losung geerntet und in ein
Eppendorf Tube Gberfihrt werden (Lagerung fiir 2 Tage bei 4 °C). Die GUVs kénnen unterschiedliche
GroBen zwischen 5-70 um aufweisen. Die Zusammensetzung der GUVs wird in mol %
(Stoffmengenprozent) angegeben und verdeutlicht den Stoffmengenanteil des vollstandigen GUVs in

Prozent (Stoffmengenanteil: relativer Anteil einer Komponente eines Stoffgemisches):

TexasRed-GUVs Ungefdrbte GUVs

74,25 mol % DOPC 75 mol % DOPC

20 mol % Cholesterol 20 mol % Cholesterol
0,75 mol % TexasRed 5 mol % CL, PA oder PS
5 mol % CL, PA oder PS

In die Wells eines Cellview Cell Culture Slides wurden 200 ul PBS vorgelegt und 30 pl GUV-LOsung
hinzugefiigt. Nach kurzer Zeit wurden 1,25 pg isoliertes, aufgereinigtes, GFP- und/oder

mCherry-gekoppeltes Protein hinzugegeben und am Konfokalmikroskop Zeiss LSM 780 analysiert.

3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNAsolierung aus eukaryotischen Zellen

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben in Zellkulturflaschen kultiviert. Bei einer

Zell-Konfluenz von 80 —-90 %, konnte eine RNA Isolation durchgeflihrt werden. Die trypsinierten

Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und verwendet (RNA-Lagerung bei — 80 °C):
Zentrifugation 5 Min, 1.200 rpm
Uberstand wird verworfen, Zellen in PBS gewaschen und zentrifugiert 5 Min, 1.200 rpm
Zellpellet wird in 1 ml Trizol aufgenommen (Abzug) 5 Min Inkubation

lysierte Zellen in 1,5 ml Eppendorf Tube (autoklaviert) Gberfiihren

200 pl Chloroform hinzugeben und vorsichtig schiitteln 3 Min Inkubation
Zentrifugation bei 4 °C 15 Min, 8.000 rpm
obere Phase abnehmen und in ein autoklaviertes Tube Uberfiihren

500 ul Isopropanol hinzugeben, vermischen 10 Min Inkubation
Zentrifugation bei 4 °C 10 Min, 8.000 rpm
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Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 75 % Ethanol gewaschen

Zentrifugation bei 4 °C 5 Min, 6.000 rpm
Uberstand wird vorsichtig verworfen und das Pellet getrocknet
Pellet wird in 100 pl DEPC-H,0 aufgenommen und bei 56 °C gelost 10 Min

3.3.2 cDNA-Synthese
Die Konzentration der zuvor gewonnenen RNA wurde am NanoDrop bestimmt und enzymatisch in
cDNA umgeschrieben. Der Ansatz wurde in einem autoklavierten 1,5 ml Eppendorf Tube vermischt
und fiir 2 Minuten bei 70 °C mit direkter Abkiihlung auf Eis inkubiert:

1,5 pl RNA in 10 ul DEPC-H,0

+ 1,0 ul  Oligo-dT Primer 10 uM
Es folgte die Herstellung eines Mastermixes:

1,0 pl dNTPs fir RNA

4,0 ul  5x Transkriptionspuffer

2,0 ul DTT

1,0 ul RNAse out

1,0 ul  Reverse Transkriptase
Es wurden 9 pul Mastermix zu dem RNA-Primer-Ansatz hinzugefligt, sodass ein Totalvolumen von
20 ul bestand. Die Probe wurde fiir 1 Stunde bei 37 °C erwdrmt und anschlieRend fiir 5 Minuten bei

95 °C aufgekocht. Zu dem Versuchsansatz wurden 80 ul dH,0 hinzugefiigt.

3.3.3 Quantitative Real-Time PCR
Die quantitative Real-Time PCR detektiert den Verlauf einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in
Echtzeit. Das Nutzen einer Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonde ermoglicht die Quantifizierung des
PCR-Produktes. Die Fluoreszenzmessung erfolgt nach jedem PCR-Zyklus und nimmt proportional zu
der Menge des PCR-Produktes zu. Auf Eis wurde folgender Reaktionsansatz angesetzt:
5ul  cDNA
0,3l Primer1
0,3 ul  Primer2
12,5 ul  gPCR Mastermix

0,5 ul Sonde
6,4 |J.| deO
Durchfiihrung des Reaktionszyklus unter folgenden Bedingungen:
1. DNA Denaturierung 95 °C 10 Minuten
2. DNA Denaturierung 95 °C 15 Sekunden
3. Primerhybridisierung 60 °C 1 Minute
4. Ende 4°C oo

Die Schritte 2 und 3 wurden zyklisch 40x wiederholt. Nach Schritt 3 wurde unmittelbar die

Fluoreszenz gemessen und entsprechend die PCR-Produktmenge quantifiziert. Die Geschwindigkeit
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der Fluoreszenz-Zunahme wahrend der RT-PCR konnte in CT-Werten dargestellt werden, welche

mittels der AACT-Berechnung Riickschliisse auf die Gen-Expression lieferte.

3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR-Reaktion basiert auf die enzymabhangige Vervielfiltigung bestimmter Gen-Sequenzen

einzelstrangiger DNA-Ketten. Folgender Reaktionsansatz wurde auf Eis angesetzt:

1 pl DNA-Template (circa 100 ng)
1 pl dNTP Mix (10 mM)
1 ul forward Primer
1 ul reversed Primer
1 ul Polymerase (High Fidelity)
10 pl Reaktionspuffer (High Fidelity)
35 ul dH,0
Durchfiihrung des Reaktionszyklus unter folgenden Bedingungen:
1. DNA Denaturierung 95 °C 10 Minuten
2. DNA Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
3. Primerhybridisierung 53-60 °C 30 Sekunden
4. Polymerase-Verlangerung 72 °C 1:30 Minuten
Wiederholung der Schritte 2 bis 4 10x
5. DNA Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
6. Primerhybridisierung 53-60 °C 30 Sekunden
7. Polymerase-Verlangerung 72 °C 1:30 Minuten
Wiederholung der Schritte 5 bis 7 20x
8. Polymerase-Verlangerung 72 °C 5 Minuten
9. Ende 4°C oo

3.3.5 Agarosegelelektrophorese

Die analytische Agarosegelelektrophorese wird zur Auftrennung von DNA-Fragmenten verwendet.
Ein kleines Gel (1 %) besteht aus 0,5 g Agarose und 50 ml 1x TAE-Puffer. Die Agarose wurde in einer
Mikrowelle gelost und nach der Abkihlung zuséatzlich mit Ethidiumbromid (2 pl/100 ml) versehen.
Das Ethidiumbromid ist eine DNA-bindende Substanz, die zwischen DNA-Strangen interkalieren kann
und durch UV-Bestrahlung sichtbar wird. Die Agarose-Ethidiumbromid-Lésung wurde in eine
Gelkammer gegossen, mit einem Kamm fir die Geltaschen versehen und ausgehéartet (etwa 20
Minuten). Das ausgehartete Gel wurde in eine Elektrophoresekammer eingesetzt und mit 1x TAE-
Puffer Gberschichtet. Die DNA-Proben (20 - 40 ul) wurden mit 5x- oder 10x Ladepuffer vermischt und
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in Geltaschen Uberfiihrt. Ebenso wurde ein 1 kb DNA-Marker mit 5 ul aufgetragen, fur die
Bestimmung der FragmentgroRen. Je nach Gel- und KonstruktgrofRe wurde die Elektrophorese bei
80 - 120 V durchgefiihrt. Die Entwicklung der Gele fand mit einem Gel-Dokumentationssystem statt,
bei der das Gel bei 325 nm bestrahlt und aufgenommen worden ist. Die zu analysierende DNA-Bande
konnte anschliefend aus dem Gel geschnitten und mittels Gel Extraction Kit nach Hersteller-Angaben

aus dem Agarosegel extrahiert werden.

3.3.6 Restriktionsverdau der DNA
Fir den DNA-Restriktionsverdau wurden zuvor entsprechende Restriktionsenzyme (Geneious
Software) ausgewahlt. Die Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische Erkennungssequenzen
von vier bis acht Basenpaare innerhalb der doppelstrangigen DNA. Fiir den Restriktionsverdau von
Plasmid-DNA wurden pro ug DNA etwa 2 — 5 Einheiten Restriktionsenzym verwendet. Fur den Verdau
genomischer DNA wurden pro ug DNA bis zu 10 Einheiten Reaktionsenzym eingesetzt. Der
Reaktionsansatz wurde bei 37 °C Gber Nacht inkubiert.
Allgemeiner Reaktionsansatz:

X ul DNA

2 ul Reaktionspuffer

2-5 Einheiten/ug DNA  Restriktionsenzym

20 pl dH,0

3.3.6.1 Dephosphorylierung des Restriktionsansatzes
Fir die Vermeidung einer Religation wurde eine Dephosphorylierung mit der Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) durchgefiihrt. Dafiir wurde 1 ul SAP zum Restriktionsansatz nach dem Verdau

hinzugefiigt und fir eine weitere Stunde auf 37 °C inkubiert.

3.3.7 Ligation von DNA-Molekiilen
Die Ligation von DNA-Molekiilen wurde mittels T4-Ligase durchgefiihrt. Die Bakteriophage T4
katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einem 5‘-Phosphat und einem
3‘-Hydroxylende linearer DNA-Molekiile. Der Reaktionsansatz wurde N bei 4 °C inkubiert.
Allgemeiner Reaktionsansatz:

3ul DNA-Fragment

1l Vektor

2 ul Ligase-Puffer

1ul T4-Ligase

20l dHO

3.3.8 DNA-Transformation in E. coli Bakterien

Fur die Transformation von DNA in E. coli Bakterien wurde ein CaCl,-behandelter DH5a-Stamm
verwendet. Nach dem Auftauen konnte der Ligationsansatz (etwa 10 ul) zu den Bakterien
hinzugefiigt und anschliefend fir 30 Minuten auf Eis inkubiert werden. Nach einem Hitzeschock bei
42 °C fur 45 Sekunden wurde die DNA in die Bakterien transformiert. Es wurden 500 pl LB-Medium
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hinzugegeben und fir eine Stunde bei 37 °C im Schittler bei 800 rpm inkubiert. Der Gesamtansatz
wurde auf LB-Agar-Platten ausplattiert und UGN bei 37 °C unter einer Antibiotikum-Selektion wachsen
gelassen. Die transformierte DNA beinhaltete eine spezifische Antibiotikum-Resistenz. Entsprechend
konnten nur Bakterien mit erfolgreicher DNA-Transformation auf den LB-Agar-Platten wachsen und

Klone bilden.

3.3.8.1 Mini-Prdp und Maxi-Prap

Nach einer erfolgreichen DNA-Transformation in E. coli konnten Bakterienkolonien auf den
LB-Agar-Platten gepickt werden. In sterilen Reagenzgldasern wurde 2 ml LB-Medium mit Ampicillin
vorgelegt und die Spitze mit dem gepickten E. coli-Klon hinzugefiigt. Die Reagenzglaser wurden mit

einem Korken verschlossen und UN bei 37 °C geschiittelt. Am Folgetag erfolgte die Mini-Prap:

1 ml Kultur in ein Eppendorf Tube lberflhren, zentrifugieren 5 Min, 4.500 rpm

Uberstand wird verworfen, das Bakterienpellet weiter behandelt

Zugabe des Resuspensionspuffers (RNase), resuspendieren 300 pl

Zugabe des Lysepuffers, schwenken 300 pl, 5 Min Inkubation, RT
Zugabe des Neutralisationspuffers, invertieren 300 pl, 30 Min Inkubation, 4 °C
Zentrifugation bei 4 °C 15 Min, 13.000 rpm

800 pl Uberstand in ein neues Eppendorf Tube tiberfiihren

Zugabe von Isopropanol 640 pul, 15 Min Inkubation, RT
Zentrifugation bei 4 °C 15 Min, 13.000 rpm
Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen

Zentrifugation bei 4 °C 15 Min, 13.000 rpm

Ethanol wird verworfen und das Pellet getrocknet und in 20 ul dH,0 resuspendiert

Die Maxi-Prap entspricht dem Prinzip der Mini-Prdp, nur in groReren Malstiben. Wie in 3.3.8
beschrieben wurden DH5a-Bakterien aufgetaut und mit 1 pl DNA (aus der Mini-Prap) injiziert. Es
folgte die Inkubation auf Eis fir 30 Minuten mit dem nachfolgenden Hitzeschock bei 42 °C fir
45 Sekunden sowie die Zugabe von 500 pl LB-Medium mit der einstiindigen Inkubation bei 37 °C und
800 rpm. In einem Erlenmeyerkolben wurden 100 ml LB-Medium mit Ampicillin vorgelegt. Die
Bakterien-DNA-Suspension wurde vollstandig zu den 100 ml LB-Medium hinzugefiigt und tGber Nacht
bei 37 °C geschiittelt. Am Folgetag wurde die Maxi-Prap durchgefihrt.

100 ml Bakterienkultur auf zwei 50 ml Falcons aufteilen

Zentrifugation 5 Min, 4.500 rpm

Uberstand wird verworfen, das Bakterienpellet weiter behandelt

Zugabe des Resuspensionspuffers (RNase), resuspendieren 12 ml

Zugabe des Lysepuffers, schwenken 12 ml, 5 Min Inkubation, RT
Zugabe des Neutralisationspuffers, invertieren 12 ml, 30 Min Inkubation, 4 °C
Filtrierungssdulen mit Aquilibrierungs-Puffer behandeln 20 ml

DNA-Lysat auf die Sdulen auftragen und filtern
Saulen mit Wasch-Puffer reinigen 32 ml
Sdulen aus dem Filter entfernen
DNA-Eluierung und auffangen in einem frischen 50 ml Falcon 15 ml Eluationspuffer
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Zugabe von Isopropanol 11 ml
Zentrifugation bei 4 °C 60 Min, 4.500 rpm
Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen

Zentrifugation bei 4 °C 20 Min, 4.500 rpm

Ethanol wird verworfen und das Pellet getrocknet und in 300 pl dH20 resuspendiert

Die gewonnene DNA wurde durch eine Sanger-Sequenzierung (BMFZ, HHU Dusseldorf) kontrolliert.

3.3.9 Site-Directed Mutagenese

Fur die Site-Directed Mutagenese (mGBP7™

-Mutante) wurde das Kit QuickChange Il XL Site-
Directed Mutagenesis verwendet und nach Hersteller-Angaben durchgefiihrt. Es wurde folgender

Reaktionsansatz angesetzt:

5ul 10x Reaktionspuffer

1l DNA-Template (10 ng)

1l forward Primer (125 ng)

1ul reversed Primer (125 ng)

1ul dNTP Mix

3l QuickSolution

30 pl dH,0

1ul PfuUltra HF DNA Polymerase

Es folgte eine Polymerase-Kettenreaktion unter folgenden Konditionen:

1. DNA Denaturierung 95 °C 1 Minute
2. DNA Denaturierung 95 °C 50 Sekunden
3. Primerhybridisierung 60 °C 50 Sekunden
4. Polymerase-Verlangerung 68 °C 16 Minuten

Wiederholung der Schritte 2 bis 4 18 x

5. Polymerase-Verlangerung 68 °C 7 Minuten
6. Ende 4°C oo

AnschlieBend wurde 1 pl Dpn | fir den Abbau parentaler DNA zum PCR-Ansatz hinzugefigt, fir eine
Minute zentrifugiert und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine Transformation in
E. coli-Bakterien (Abschnitt 3.3.8).

3.3.10 CRISPR/CAS9 System

Fur die Eliminierung des mGBP3-Gens in NIH3T3-Fibroblasten wurde das CRISPR/Cas9-System von
IDT verwendet. Dabei wurde ein Ribonukleoproteinkomplex (RNP) aus einer Alt-R CRISPR-CAS9 guide
RNA (crRNA:tracrRNA Duplex) und einer CAS9-Endonuklease gebildet und durch Elektroporation in
die entsprechenden Zellen Gbertragen. Die NIH3T3-Fibroblasten wurden in einer niedrigen Passage
verwendet und diinn ausgesat. Am Vortrag wurde das Medium erneuert. Am Versuchstag wurden
die Zellen grindlich mit PBS gewaschen und das FKS vollstindig entfernt. Es wurde ein
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crRNA:tracrRNA Duplex nach Herstellerangaben in einem Gesamtvolumen von 20 pul gebildet und fir
5 Minuten bei 95 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der RNP-Komplex mit der Zugabe des
CAS9-Enzyms (61 puM, 16,7 pl) angefertigt und mit PBS auf 50 pl aufgefillt. Der RNP-Komplex
inkubierte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur und wurde danach auf Eis gelagert. Fiir die
Elektroporation wurden die Zellen trypsiniert, in PBS resuspendiert und zu einer Gesamtmenge von
1 x 10° Zellen in 75 pl PBS ausgezahlt und in eine Elektroporationskiivette Uberfiihrt. Zu den Zellen
wurden 20 pl des RNP-Komplexes und 5 pl Alt-R Electroporation Enhancer (96 uM) hinzugefiigt. Die
Elektroporation erfolgte bei einer Kapazitdt von 975 puF und einer Spannung von 250 V fiur 0,2
Millisekunden. AnschlieBend wurden die elektroporierten Zellen in 2 ml frischem Medium
aufgenommen und in einem Well einer 12-Well Platte Gberfiihrt. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C
und 8 % CO, fiir 72 Stunden und eine anschlieBende Vereinzelung auf 96-Well Platten. Aus den
vereinzelten Zellen entwickelten sich homogene Zellkulturen, welche durch verschiedene Methoden

analysiert wurden (RT-PCR, Western Blot, Sanger-Sequenzierung).
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4. Ergebnisse

4.1. Die Rekrutierung und Lokalisation von mGBP7 mit dem

obligat-intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii

4.1.1 Versuchsaufbau: Infektionsanalysen mit T. gondii
Zu Beginn dieser Forschungsarbeit sollte die Rekrutierung und Lokalisation von mGBP7 mit dem
obligat-intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii untersucht werden. Hierzu wurden murine
embryonale Fibroblasten (MEF Zellen) aus mGBP7-defizienten Mausen verwendet, welche zuvor
mittels Gene-targeting und homologer Rekombination durch Dr. C. Beuter-Gunia generiert worden
sind (siehe Abbildung 4, Abschnitt 1.3.1). Die mGBP7”" Zellen wurden mit einem N-terminalen
GFP-mGBP7 Fusionskonstrukt und gegebenenfalls mit mehreren mCherry-mGBP-Konstrukten
lentiviral transduziert, selektiert und flr die Experimente ber einen Zeitraum von 16 Stunden mit
IFNy (100 U/ml) stimuliert. AnschlieRend erfolgten Infektionsanalysen mit T. gondii, wozu diese im
Verhaltnis 1:50 zu den ausgesaten MEF Zellen (10.000 Zellen pro Well/Deckgldschen/Live Cell
Imaging Dish) hinzugefiigt wurden. AnschlieBend erfolgte eine konfokal-mikroskopische Analyse. Fiir
die mikroskopischen Analysen wurden zum einen Live Cell Imaging Movies mit lebenden Zellen und
einer Wellenlangen-Anregung des GFP-Proteins mit 488 nm und eines mCherry-Konstruktes mit
633 nm durchgefihrt, zum anderen wurden die Infektionsstudien mit fixierten Proben und mittels
Airyscan Mikroskopie untersucht. Die Airyscan Mikroskopie bietet durch die Detektion einer héheren
Photonenanzahl mit 32 konzentrisch angeordneten Detektorelementen entsprechend einer
virtuellen Lochblende (pinhole) von 0,2 AU (Airy Unit) bei einer gleichzeitigen Erhéhung des
Signal-Rauschverhaltnisses, eine erhohte Auflésung. Auf diese Weise wird eine laterale Auflésung bis
zu 140 nm erreicht (Huff, 2015; Muller und Enderlein, 2010; Sheppard et al., 2013; York et al., 2012).
Das Detektionsvermogen der konventionellen Konfokalmikroskopie erreicht vergleichsweise eine
Auflésungsgrenze von 240 nm. Fir die Verwendung fixierter Proben wurden Saponin-enthaltende
Permeabilisierungs-, Blockierungs- und Antikérperlésungen verwendet (siehe Abschnitt 2.2.1) und flr
die T. gondii-Visualisierung ein primarer anti-SAG1 Antikorper genutzt (bindet an das
T. gondii-Oberflachenantigen =~ SAG1). Als  sekundarer  Antikérper wurde ein  mit
AlexaFluor633-gekoppelter Antikorper, der bei einer Wellenlange von 633 nm angeregt und
mikroskopisch detektiert werden kann (siehe Abschnitt 2.1.2), eingesetzt. Fir die Markierung der
DNA wurde eine DAPI-Farbung angewendet. In Kooperation mit Dr. Viktoria Liss, Mitglied der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Hensel, Universitdt Osnabrick, wurde ein weiteres
mikroskopisches Analyseverfahren angewendet, die CLEM-Mikroskopie. CLEM bezeichnet die
korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (correlative light and electron microscopy) und
kombiniert zwei Mikroskopie-Technologien fiir eine hochauflésende Charakterisierung einer Probe
(Razi und Tooze, 2009; Svitkina und Borisy, 1998). Die Probenvorbereitung wurde mit einer
MEF-Zellzahl von 10.000 Zellen/MaTtek-Dish und einer 16-stiindigen Stimulation mit IFNy (100 U/ml)
vor der T. gondii-Infektion durchgefiihrt. Entsprechende Fixierungs-, Blockierungs- und Wasch-
Losungen konnen aus Abschnitt 2.2.1 entnommen werden. Die lichtmikroskopischen Analysen
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fanden mittels Konfokalmikroskopie und der Detektion der GFP-mGBP7 Fusionsproteine im Institut
flr Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Heinrich-Heine
Universitat/Universitatsklinikum Dusseldorf und innerhalb dieser Promotionsarbeit statt. Die
elektronenmikroskopische Probenaufbereitungen sowie die Elektronenmikroskopie wurden von

Dr. Viktoria Liss in der Universitat Osnabriick durchgefihrt.

Ergebnisse: Infektionsanalysen mit T. gondii

Zu Beginn der Untersuchungen wurde die mGBP7”"GFP-mGBP7 MEF-Zelllinie nach entsprechenden
Angaben in Live Cell Imaging Dishes ausgesat, mit IFNy stimuliert und mit T. gondii (ME49) infiziert
(siehe Abschnitt 3.1.4). Fur diesen Versuch wurde in dieser Promotionsarbeit ein mCherry
exprimierender Parasit (mCH-T. gondii) neu generiert, durch die Herstellung eines
mCherry-Expressionsvektors fir Toxoplasmen und mittels Elektroporation in den Parasiten
transfiziert (siehe Abschnitt 3.1.6). Die Infektion des mCH-T. gondii und die Rekrutierung und
Lokalisation des GFP-mGBP7 Fusionsproteins wurden durch Lebendzell-Aufnahmen (Live Cell Imaging
Movies) analysiert. Dargestellt werden Aufnahmen zu verschiedenen Beobachtungszeitpunkten, das

vollstdndige Video befindet sich auf dem beigefligten Datentrager (Datei 1).

Zeitverlauf
in Minuten +88 +90 +95 +100 +110

merge

MEF mGBP7/GFP-mGBP7 + mCherry— T. gondii
mCherry - T. gondii

GFP-mGBP7

Abbildung 7: Live Cell Imaging der Interaktion zwischen GFP-mGBP7 und mCH-T. gondii. Die mGBP7”" GFP-mGBP7 (Griin)

MEF-Zelllinie wurde mit IFNy stimuliert und nachfolgend mit genetisch veranderten mCH-T. gondii Parasiten (Rot) infiziert.

Gezeigt werden Aufnahmen zu den entsprechenden Zeitpunkten des Videos. Der Marker entspricht 10 um.

Die Ergebnisse aus der Abbildung 7 deuten darauf hin, dass nach circa 88 Minuten Beobachtungszeit
die Invasion des mCH-T. gondii in die MEF-Zelle detektiert werden konnte. Dabei konnte eine
zunehmende Dichte von GFP-mGBP7 um den Parasiten identifiziert werden, die im Verlauf der
Beobachtungszeit immer deutlicher wurde (weiler Pfeil). Die Fusionsproteine akkumulierten
nachhaltig und in groBer Menge direkt an der T. gondii-PVM (nach 110 Minuten Beobachtungszeit).
Vor der Infektion befand sich mGBP7 in VLS, verteilt im Zellzytosol. Nachfolgend wurden fixierte

mGBP77 GFP-mGBP7 MEF-Zellen mittels Airyscan Mikroskopie untersucht. Fir diese Analysen
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wurden keine mCH-T. gondii Parasiten verwendet, sondern eine T. gondii-Antikérperfarbung (SAG1)

durchgefihrt.

T.gondii (SAG1)/DAPI

Abbildung 8: Airyscan Mikroskopie einer mGBP7”" GFP-mGBP7 (Griin) MEF-Zelle, infiziert mit T. gondii (Cyan: T. gondii-
Antikorperfarbung, Blau: DAPI-Farbung). Die Zellen wurden 16 h vor der Infektion mit IFNy stimuliert und 2 h nach der

Infektion fixiert. Der Marker entspricht 2 um.

Bedingt durch die Detektion einer hoéheren Photonenanzahl gegeniber der konventionellen
konfokalen Mikroskopie, konnte mittels Airyscan Mikroskopie die mGBP7-Lokalisation an der PVM
und an der Plasmamembran des T. gondii Parasiten (Cyan/Blau) analysiert werden. Die in
Abbildung 8 dargestellte Airyscan Aufnahme zeigt, dass mGBP7 (Griin) in hoher Dichte an der PVM
akkumulierte und diese penetrierte, sodass es ins Vakuolenlumen gelangen konnte und direkt an der
T. gondii-Plasmamembran vorzufinden war. Somit konnte der Toxoplasmen-Schutzmechanismus PV
von mGBP7 durchbrochen werden und war ebenfalls innerhalb des T. gondii-Parasiten detektierbar.
Fiir eine weitere Charakterisierung der mGBP7 Rekrutierung und Lokalisation mit T. gondii wurden in
Kooperation mit Dr. Viktoria Liss und Prof. Dr. Michael Hensel, Universitat Osnabriick, die korrelative
Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM) durchgefiihrt (siehe 3.1.5.4). Konfokal-Lichtmikroskopisch
wurde eine zuvor bestimmte Region (ROI, Region of Interest) des Prdparats mit einer PV ausgewahlt
und mit Hilfe eines Koordinatensystems auf den MaTtek Dishes lokal eingeordnet, aufgenommen
und anschlieBend fixiert. Das Praparat wurde mit den entsprechenden Fixierungs- und
Blockierungspuffern behandelt (siehe 2.2.1) und fir die weitere Verwendung an die Universitat
Osnabriick verschickt. Dort wurden die Probenaufbereitungen fiir die Elektronenmikroskopie und die
elektronenmikroskopische Detektion der ROl durchgefihrt. Bedingt durch die Weitergabe der
lichtmikroskopischen Aufnahmen sowie die relevanten Koordinaten der ROI, konnte die lokale
Einordnung von Dr. Viktoria Liss durchgefiihrt werden. Somit konnte eine PV-Region durch
lichtmikroskopische Aufnahmen mittels GFP-gekoppelten mGBP7 und durch

elektronenmikroskopische Aufnahmen im Nanometer-Bereich charakterisiert werden.
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Abbildung 9: CLEM-Mikroskopie in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Hensel, Universitat Osnabriick.

Dargestellt werden der GFP-Kanal der lichtmikroskopischen Aufnahme fiir die Detektion von GFP-mGBP7 in der ROI, die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (EM) und die korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM) der
entsprechenden ROI. Die Zellen wurden mit IFNy stimuliert und 2 h nach der Infektion fixiert. a) ROl mit zwei
T. gondii-Parasiten, die lichtmikroskopisch durch die dichte Assemblierung der GFP-mGBP7 Fusionsproteine an der PVM
detektiert wurden. Die EM-Aufnahmen und CLEM-Aufnahmen zeigen, dass um die Parasiten tubuldre Proteinstrukturen
akkumulierten, die mit den lichtmikroskopisch detektierten GFP-Signal korrelieren. Der Marker entspricht 5 um. b)
VergroBerung eines T. gondii Parasiten aus Abbildung 9a). Die blauen Pfeile zeigen die PVM des Parasiten, die roten Pfeile
die Tubuli-Strukturen lokalisierend um die PVM, welche deckungsgleich mit dem lichtmikroskopisch aufgenommenen
GFP-Signal sind. Der Marker entspricht 1 um. c) ROl mit einem T. gondii-Parasiten, welcher durch GFP-mGBP7
Akkumulation lichtmikroskopisch detektiert werden konnte. Die EM- und CLEM-Aufnahmen zeigen tubuldre Strukturen um
die T. gondii-PVM. Der Marker entspricht 10 um. d) VergroRerung des T. gondii-Parasiten aus Abbildung 9c). Der orangene
Pfeil verdeutlicht eine Ansammlung tubuldrer Strukturen an der T. gondii-Plasmamembran. Eine PVM kann nicht

nachgewiesen werden. Der Marker entspricht auf der linken Aufnahme 1 um, auf der rechten Aufnahme 0,5 pm.
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Die Ergebnisse der CLEM-Mikroskopie in Abbildung 9 unterstiitzen die vorherigen Ergebnisse, dass
das GFP-mGBP7 Fusionsprotein in groller Menge an die parasitare PVM rekrutierten konnte. Anhand
der CLEM-Aufnahmen im Nanometer-Bereich und der zuvor lichtmikroskopisch ausgewahlten ROI,
konnte die mGBP7-Lokalisation charakterisiert werden. Die Detektion von tubuldren Strukturen,
akkumulierend an der PVM und auch in hoher Ansammlung direkt an der Plasmamembran (9d),
veranschaulichten aufgrund des GFP-Signals die mogliche Proteinstruktur  der
MGBP7-Fusionsproteine und womoglich weitere mGBP-Molekiile. Dieses Projekt wurde in dieser
Promotion begonnen, bendtigt allerdings noch weitere Untersuchungen in den nachfolgenden
Forschungsarbeiten, um detaillierte Aussagen Uber die mGBP7-Lokalisation und gegebenenfalls
Struktur treffen zu kénnen.

Die Ergebnisse der Infektionsanalysen deuten darauf hin, dass das mGBP7 in grolRer Menge an die
PVM des T. gondii-Parasiten akkumuliert und diese ebenfalls durchdringen kann. Dadurch ist es
mMGBP7 moglich, ins Vakuolenlumen zu gelangen und direkt an die T. gondii-Plasmamembran zu
rekrutieren. Erste Nachforschungen bezliglich der Proteinstruktur lassen auf tubuldre
Konformationen schlieBen, diese missen allerdings in nachfolgenden Untersuchungen noch

detaillierter analysiert werden.

4.1.2 Versuchsaufbau: Kolokalisationsanalysen von mGBP7 und weiteren Mitgliedern der mGBP-
Familie
Bedingt durch die vorherigen Ergebnisse bezliglich der Rekrutierung und Lokalisation des GFP-mGBP7
Fusionsproteins an der PVM und Plasmamembran des Parasiten T. gondii, wurde nachfolgend die
Kolokalisation von mGBP7 mit weiteren Mitgliedern der mGBP-Familie untersucht. Diesbeziiglich
wurden in dieser Forschungsarbeit doppelt transduzierte MEF-Zelllinien durch lentivirale
Transduktion mit entsprechenden Expressionsvektoren hergestellt. Verwendet wurden hierzu
mGBP7”/ GFP-mGBP7 MEFs, welche mit N-terminal mCherry-fusionierten mGBP2-, mGBP3- oder
MGBP6-Expressionsvektoren transduziert wurden (siehe 3.1.3). Als Expressions-Nachweis der
lentiviral transduzierten mGBPs wurden Western Blot Analysen mit primaren anti-GFP- und
anti-mCherry-Antikérpern und einem sekundarern Antikérper Ziege-anti-Maus-1gG, HRP-gekoppelt,
durchgefiihrt (siehe 2.1.2). Die neu generierten MEF-Zelllinien wurden auf Deckglaschen oder
Live Cell Imaging Dishes ausgesat (10.000 Zellen) und anschlieRend Uber einen Zeitraum von
16 Stunden mit IFNy (100 U/ml) stimuliert. Wie bereits in Abschnitt 4.1.1. erldutert, wurden
nachfolgende Infektionsanalysen mit T. gondii konfokal-mikroskopisch durch Live Cell Imaging
Movies und Airyscan Mikroskopie durchgefiihrt. Des Weiteren wurden zwei hochauflésende
Mikroskopie-Techniken in Kooperation mit dem Center for Advanced Imaging (CAl, HHU Disseldorf)
durchgefihrt: Die SIM-Mikroskopie (Structured Illumination Microscopy), bei der die emittierte
Fluoreszenz bedingt durch ein periodisches Raster im Anregungsstrahlengang erhoht und moduliert
wird, erreicht eine Auflésungsgrenze circa bei 150 nm (Gustafsson, 2000; Gustafsson et al., 2008). Die
STED-Mikroskopie (Stimulated Emission Depletion Microscopy) erreicht die Auflosungsgrenzen bei
circa 50 nm (Hell, 2009; Hell und Wichmann, 1994). Die nachfolgenden Kolokalisationsauswertungen
wurden mittels ImarisBitplane Coloc-Kanal (ImarisColoc) und Pearson’s Korrelationskoeffizient
berechnet und visualisiert. Eine Kolokalisation beschreibt die rdumliche Uberlappung der
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Fluoreszenzsignale von zwei oder mehreren verschiedenen Proteinen. Der ImarisColoc Kanal
visualisiert diese Uberlappung zweier Fluoreszenz-markierter Proteine, indem die kolokalisierenden
Proteine als weille Punkte dargestellt werden. Die bildgebende Einheit eines Voxels stellt das
dreidimensionale Aquivalent eines Pixels dar. Ein Voxel ist in bildgebenden Aufnahmen ein Korper,
welcher durch drei Koordinaten eines orthogonalen Achsensystems beschrieben wird. Fir die
Berechnung und Darstellung einer Protein-Kolokalisation werden Strahlungs-Grenzwerte der
einzelnen Proteine analysiert. Dieser Grenzwert basiert auf einen festgelegten Algorithmus des
National Institutes of Health (NIH) mit dem Ausschluss von nicht kolokalisierenden
Fluoreszenzintensitdaten (Bitplane ImarisColoc - ProductDetails). Der Korrelationskoeffizient wurde
nach Karl Pearson auf Live Cell Imaging Movies der doppelt transduzierten Zelllinien angewendet
(Pearson, 1909). Die Korrelation kann einen Wert zwischen -1 und +1 annehmen, wobei -1 die totale
negative Korrelation darstellt und einen gegenseitigen Ausschluss beider Proteine verdeutlicht. Der
+1 Wert zeigt eine totale positive Korrelation, bei der jedes Protein X und jedes Protein Y
miteinander kolokalisieren. Der Wert 0 bedeutet, dass keine Korrelation zwischen den beiden

fluoreszierenden Voxeln existiert.

Ergebnisse: Kolokalisationsanalyse von mGBP7 mit mGBP2

Das mGBP2-Protein wurde in vorherigen Forschungsarbeiten studiert (Degrandi et al., 2013; Kravets
et al., 2016; Kravets et al., 2012). Es wurde gezeigt, dass mGBP2 an die T. gondii-PVM rekrutierte,
diese durchdringen und anschlieRend direkt an der Plasmamembran des Parasiten akkumulieren
konnte. Die wichtige Rolle von mGBP2 auf die T. gondii-Replikation konnte in vivo bei infizierten
mGBP2-defizienten Mausen anhand einer hoheren Mortalitdtsrate im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4, 1.3.1) (Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2016; Kravets
et al., 2012).

Die Western Blot Analyse der doppelt transduzierten mGBP7” GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2

MEF-Zelllinie konnte die Expression beider lentiviral transduzierten Proteine bestatigen.

mCH-mGBP2 GFP-mGBP7 R-Aktin

——
pa— - - 100 kDA

S - 40 kDA

Abbildung 10: Western Blot des Zelllysats der mGBP7” GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2 MEF-Zelllinie. Fir die Detektion
wurden anti-GFP- und anti-mCherry-Antikorper, sowie ein sekundarer Ziege-anti-Maus IgG, HRP-gekoppelter Antikorper
verwendet (siehe 2.1.2). Die Fusionsproteine konnten mit einer theoretischen GroRe von 99,9 kDa (GFP-mGBP7) und
99,8 kDa (mCherry-mGBP2) bei circa 100 kDa detektiert werden. Die Ladekontrolle wurde mit einem
anti-B-Aktin-Antikorper (40 kDa) durchgefiihrt.

Nach der Verifizierung der korrekten Expression von mGBP7 und mGBP2, wurden nachfolgend
Live Cell Imaging Movies wahrend einer T. gondii-Infektion aufgenommen und mittels ImarisColoc

Kanal als auch durch die Pearson’s Korrelations-Berechnung auf ihre Kolokalisation und Korrelation
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analysiert. Gezeigt werden Aufnahmen eines Videos zu den entsprechenden Zeitpunkten, das

vollstandige Video befindet sich auf dem beigefligten Datentrager (Datei 2).
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Abbildung 11: Korrelation und Kolokalisation der Fusionsproteine GFP-mGBP7 und mCherry-mGBP2 wahrend einer
T. gondii-Infektion. a) Live Cell Imaging Aufnahmen von mMGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2 MEFs wahrend einer
T. gondii-Infektion. Die Zelllinie wurde 16 Stunden vor der Infektion mit IFNy stimuliert. Der Marker entspricht 10 um. b)
Kolokalisationsanalyse durch den Bitplane ImarisColoc Kanal. Gezeigt wird links eine Aufnahme des Live Cell Imaging Movies
aus 11a) nach 1:31:54 Stunden (h:min:sek). Rechts: Ausschnitt desselben Videos zur selben Zeit im ImarisColoc Kanal.
Kolokalisierende Voxel beider Proteine werden als weile Punkte dargestellt. Der Marker entspricht 10 um.
c) Korrelationskoeffizient-Berechnung nach Pearson zwischen mGBP7 und mGBP2 fiir das Live Cell Imaging Video aus a). Die
Korrelation wurde fir jeden einzelnen Datenpunkt des gesamten Videos berechnet und auf einer Skala zwischen 0 (keine
Korrelation) und +1 (totale positive Korrelation) dargestellt. Werte im Minusbereich und damit eine totale negative
Korrelation sind nicht vorhanden und wurden nicht dargestellt. In Griin werden die Korrelationswerte der gesamten Zelle
inklusive T. gondii-Akkumulation dargestellt. In Rot werden die Korrelationswerte der Proteine ausschlieRlich im Zytosol

verdeutlicht.

Die Ergebnisse aus Abbildung 11 deuten darauf hin, dass zwischen den Fusionsproteinen GFP-mGBP7
und mCherry-mGBP2 keine beziehungsweise nur eine sehr geringe Kolokalisation vorhanden war.

Sowohl im dargestellten Live Cell Imaging Movie wahrend einer T. gondii-Infektion, als auch die
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Auswertung anhand des ImarisColoc Kanals deuten auf eine Abwesenheit kolokalisierender Voxel
hin. Nach circa 42 Minuten Beobachtungszeit in 11a) konnte eine geringe Anzahl mCherry-mGBP2
Fusionsproteine an der T. gondii-PVM detektiert werden, welche im Verlauf der Aufnahmen anstieg.
Nach 75 Minuten war eine vollstandige Akkumulation von mCherry-mGBP2 an der PVM nachweisbar.
Die GFP-mGBP7 Fusionsproteine konnten nur vereinzelt nach 90 Minuten Beobachtungszeit
detektiert werden, deren Anzahl nur geringfligig im weiteren Verlauf zunahm. Anhand dieser
Aufnahmen war keine Kolokalisation der Fusionsproteine ermittelbar, was anhand der in 11b)
gezeigten Analyse bestatigt werden konnte. Die Korrelationsberechnung nach Pearson ergibt
wahrend der vollstandigen Live Cell Imaging Aufnahme Korrelationskoeffizienten um 0,2. Dabei
konnte in einem relativen Zeitrahmen erst nach 170 Datenpunkten ein geringer Unterschied
zwischen der Gesamtkorrelation inklusive T. gondii-Akkumulation und der ausschliefSlichen
Korrelation innerhalb des Zytosols detektiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Korrelation
beider Proteine innerhalb des Zytosols als auch direkt an der T. gondii-PVM kaum vorhanden war. Es
ist darauf hinzuweisen, dass das Live Cell Imaging Video einen Zeitausschnitt von circa 200 Minuten
einer Infektion zeigt. Daraufhin musste das Video aufgrund der hohen Laserbelastung wahrend der
konfokal-mikroskopischen Aufnahmen beendet werden.

Fiir weitere Analysen beziglich der mGBP2-mGBP7-Kolokalisation wurden die hochauflésenden
Mikroskopie-Technologien SIM (Structured lllumination Mikroskopie) und STED (Stimulated Emission
Depletion Mikroskopie) genutzt. Hierzu wurden Nano-Booster (siehe 2.1.3) fiir eine GFP- und
mCherry-Signalverstarkung verwendet.

a)

Structured lllumination Mikroskopie

MEF mGBP77/-
GFP-mGBP7
+ T. gondii

mCherry-mGBP2

Z-Stack

b)

Stimulated Emission Depletion Mikroskopie

merge GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2

MEF mGBP7
GFP-mGBP7
mCherry-mGBP2
+ T. gondii

Abbildung 12: Hochauflésende mikroskopische Aufnahmen der mGBP7” GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2 MEF Zelllinie mit
einer T. gondii-Infektion. Fiir die GFP- und mCherry-Signalverstarkung wurden entsprechende Nano-Booster verwendet,
T. gondii wurde mit einem Stern gekennzeichnet. Die Zellen wurden 16 h vor der Infektion mit IFNy stimuliert. a)
SIM-Aufnahme eines T. gondii-Parasiten, 2 h nach der Infektion. Die Fusionsproteine mCherry-mGBP2 akkumulierten in
hoher Zahl an die T. gondii-PVM, vereinzelt konnten GFP-mGBP7 Fusionsproteine innerhalb des Z-Stacks detektiert werden.

Der Z-Stack zeigte die Verteilung der Fusionsproteine am Parasiten axial vom Startpunkt bis zum Endpunkt. Der Marker
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entspricht 2 um. b) STED-Aufnahme eines T. gondii-Parasiten, 6 h nach der Infektion. T. gondii war umlagert von
mCherry-mGBP2 und GFP-mGBP7. Der Marker entspricht 2 um.

Die Untersuchung der infizierten mGBP7” mCherry-mGBP2 GFP-mGBP7 Zelllinie ermdglicht mittels
der hochauflésenden Mikroskopie-Technologien SIM und STED die Verteilung der Proteine an einem
T. gondii-Parasiten innerhalb der Zelle zu bestimmen. Die SIM-Probe wurde 2 h nach der
T. gondii-Infektion fixiert und analysiert. Der Z-Stack wurde axial vom Startpunkt bis zum Endpunkt
durch den Parasiten aufgenommen. Die axiale Aufnahme durch T. gondii verdeutlichte, dass
mCherry-mGBP2-Proteine in einer signifikanten Dichte an der PVM des Parasiten akkumulierten und
auch in der PV lokalisiert waren. Dabei konnte nur vereinzelt GFP-mGBP7 an der PVM detektiert
werden. AusschlieBlich in der mittleren Z-Ebene war eine groRere Anzahl mGBP7-Fusionsproteine
nachweisbar. Die STED-Aufnahme mit einer Auflésungsgrenze bei circa 50 nm zeigte eine
T. gondii-Infektion der doppelt transduzierten mGBP7” mCherry-mGBP2 GFP-mGBP7-Zelllinie, 6 h
nach einer Infektion. Die mikroskopische Analyse ergab detaillierte Strukturen der mGBPs an der
T. gondii-PVM und Plasmamembran. Sowohl eine direkte mCherry-mGBP2 Akkumulation als auch
eine GFP-mGBP7 Akkumulation um die PVM waren erkennbar. Dabei erschien die lokale Verteilung
der mGBP7 Fusionsproteine zum Beobachtungszeitpunkt (6 h nach der T. gondii-Infektion) innerhalb
der mCherry-mGBP2 Fusionsproteine und nicht direkt an der T. gondii-PVM, erkennbar an der
mCherry-mGBP2 Umrandung der PVM, welche so nicht fiir GFP-mGBP7 detektierbar war. Anhand
dieser Aufnahme konnte gezeigt werden, dass nach einer deutlich langeren Infektionszeit von
T. gondii (6 h statt 2 h) die mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine gemeinsam an die T. gondii-PVM

akkumulieren kénnen.

Rekrutierungs- und Akkumulationsanalysen von mGBP7 und mGBP2

Die vorherigen Ergebnisse (Abschnitt 4.1.1) verdeutlichten die Lokalisation von GFP-mGBP7 an der
PVM und direkt an der Plasmamembran von T. gondii. Dieser Effekt konnte allerdings nicht in der
doppelt transduzierten MEF-Zelllinie mit dem zusatzlichen Fusionsprotein mCherry-mGBP2 bestatigt
beziehungsweise nur vermindert nachgewiesen werden (Abschnitt 4.1.2). Es gab die Vermutung,
dass die Infektionsdauer und der entsprechende Analysezeitpunkt eine Rolle beziglich der
Fusionsprotein-Akkumulation spielt (Abbildung 12, Abschnitt 4.1.2). Entsprechend entstand die
Frage, ob zwischen den mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteinen eine Interaktion bezlglich der
T. gondii-Rekrutierung und Akkumulation besteht. In Folge dessen wurden weitere Live Cell Imaging
Experimente mit dem Fokus auf die Kinetik und Dynamik der Rekrutierung von mGBP2 und mGBP7
an der T. gondii-PVM, durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Dynamische und zeitabhangige Rekrutierung der mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine. Gezeigt werden
Aufnahmen eines Live Cell Imaging Movies einer T. gondii infizierten mGBP7”” GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2 MEF-Zelle. Die

Zellen wurden 16 h vor der T. gondii-Infektion mit IFNy stimuliert. Der Marker entspricht 5 um.

Die Ergebnisse aus Abbildung 13 zeigen, dass zwischen den mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteinen
eine dynamische und zeitlich unterschiedliche Rekrutierung an den infizierenden T. gondii-Parasiten
stattfand (das vollstéandige Video befindet sich auf dem beigefligten Datentrager, Datei 3). Zu Beginn
der Beobachtungszeit konnte bereits mCherry-mGBP2 in grofler Menge akkumulierend an der
T. gondii-PVM nachgewiesen werden. Die Anzahl von GFP-mGBP7 beschrankte sich auf eine geringe
Menge von mGBP7. Diese Aufnahmen entsprachen den vorherigen Untersuchungen aus Abschnitt
4.1.2 nach einer T. gondii-Infektionszeit von 2 h. Die Anzahl der mGBP7-Fusionsproteine,
akkumulierend an der T. gondii-PVM, nahm nachweisbar im Verlauf der Aufnahme zu. Dies wurde
deutlich anhand der Beobachtungszeitpunkte nach 57 Minuten, 86 Minuten und besonders nach
120 Minuten. Nach einer Beobachtungszeit ab 57 Minuten konnte zuséatzlich die Anlagerung der
mCherry-mGBP2 Fusionsproteine direkt an der parasitaren Plasmamembran detektiert werden. Dies
spricht flr eine Permeabilisierung der T. gondii-PVM, wodurch mGBP2 Fusionsproteine ins
Vakuolenlumen diffundieren und direkt an die T. gondii-Plasmamembran akkumulieren koénnen.
Nach 120 Minuten Beobachtungszeit konnten beide Proteine in einer ahnlichen Fluoreszenzstarke
sowohl an der T. gondii-PVM als auch direkt an der Plasmamembran visualisiert werden. Zur
weiteren Analyse der zeitlich-bedingten Lokalisation und Abhangigkeit der Rekrutierung von mGBP2
und mGBP7 wurden weitere MEF Zelllinien generiert. Daflr wurden mGBP2”7" MEFS stabil mit
Floureszenz-markierten mGBP7, oder mGBP2 + mGBP7 transduziert (Tabelle 1). Diese Zelllinien
wurden mit T. gondii infiziert und nach jeweils 30 Minuten bis zu einer Zeitspanne von insgesamt drei
Stunden fixiert. Es folgte eine anti-SAG1-Antikorperfarbung und die Auswertung am

Konfokalmikroskop. Dabei wurden pro Zeitpunkt, pro Zelllinie und pro Ansatz (n = 3) jeweils
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mindestens 100 T. gondii-Parasiten gezahlt, um die Frequenz der mGBP2- oder mGBP7-positiven

T. gondii-PVs zu ermitteln.

Tabelle 1: mGBP2” oder mGBP7” MEFs wurden mit entsprechenden GFP- oder mCherry-fusionierten mGBP-Konstrukten

mittels lentiviraler Transduktion erzeugt.

MEF Zelllinie mGBP2 mGBP7
endogen transduziert endogen transduziert
mGBP7” + mGBP7 + - - +
mGBP2” + mGBP7 - - + +
mGBP7” + mGBP2 + mGBP7 + + - +
mGBP2” + mGBP2 + mGBP7 - + + +
a) b)
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Abbildung 14: Darstellung der Rekrutierungs- und Akkumulationsanalyse der Fusionsproteine mGBP2 und mGBP7 an der
PVM. Die Zelllinien wurden 16 Stunden vor der Infektion mit IFNy stimuliert. a) Gesamtdarstellung aller untersuchten
Zelllinien. In den Zelllinien mGBP7” + mGBP7 und mGBP2” + mGBP7 wurden alle mGBP7-positiven T. gondii-PVs gezahlt
und visualisiert. In den doppelt transduzierten Zelllinien wurden alle doppelt-positiven (mGBP2 + mGBP7) T. gondii-PVs
gezdhlt und dargestellt. b) Detaillierte Darstellung der MEF-Zelllinien mGBP7” + mGBP7 (Grun), mGBP2” + mGBP7 (Rot)
und mGBP2” + mGBP2 + mGBP7 (Blau). Bei einem Vorhandensein endogener mGBP2-Proteine war eine erhohte
T. gondii-Akkumulaton des transduziertem mGBP7-Fusionsprotein nachweisbar (Griin), im Vergleich zu einer Abwesenheit
endogener mGBP2-Proteine (Rot). Dieser Unterschied zeigte nach 120 Minuten Infektionszeit einen statistisch signifikanten

Effekt. Durch die Rekonstitution von mGBP2 (Blau), wurde dieser verminderte Akkumulationseffekt aufgehoben.

Die Gesamtdarstellung aller Ergebnisse in Abbildung 14a) der Rekrutierungs- und
Akkumulationsanalyse zwischen den Fusionsproteinen mGBP2 und mGBP7 verdeutlichte die
Unterschiede besonders zwischen mGBP2” + mGBP7 (Rot) und mGBP7”" + mGBP7 (Griin). Um diese
Unterschiede genauer zu identifizieren, wurde die Ergebnisdarstellung nachfolgend fokussiert. Die in
Abbildung 14b) dargestellte Auswertung zeigt die Auswirkungen des Vorhandenseins
beziehungsweise Nicht-Vorhandenseins endogener mGBP2-Proteine auf die Rekrutierung und
Akkumulation der mGBP7-Fusionsproteine. Im Falle eines Nicht-Vorhandenseins endogener

mGBP2-Proteine, konnte eine reduzierte Rekrutierung und Akkumulation der
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MGBP7-Fusionsproteine detektiert werden, die nach 120 Minuten signifikant verschieden zu den
Zellen mit endogener mGBP2-Expression waren. Im Allgemeinen betrug die Akkumulationsfrequenz
der transduzierten mGBP7-Fusionsproteine in den mGBP2-defizienten Zelllinien (Rot) unter 20 %, mit
Ausnahme nach 150 Minuten Infektionszeit mit einer Frequenz von 30 %. Im Vergleich betrug die
Akkumulationsfrequenz der mGBP7-Fusionsproteine bei einem Vorhandensein endogener
mMGBP2-Proteine mindestens 20 % und uber 40 % nach 120 Minuten. Bei einer Rekonstitution der
MGBP2-Fusionsproteine in die mGBP2-defiziente MEF-Zelllinie (Blau) wurde der signifikant
verminderte Akkumulationseffekt wieder aufgehoben. Nachfolgend wurden die doppelt
transduzierten Zelllinien aus Tabelle 1 in einem weiteren Infektionsexperiment analysiert. Diese
wurden erneut mit T. gondii infiziert und alle 30 Minuten bis zu einer Gesamtzeitspanne von drei
Stunden fixiert und am Konfokalmikroskop analysiert. Die Auszdhlung der mGBP
Fusionsprotein-positiven Parasiten erfolgte wie bereits beschrieben, pro Ansatz, Zeit und Zelllinie mit
mindestens 100 Parasiten. Die gezdhlten mGBP-positiven T. gondii-Parasiten wurden in diesem Fall
unterschieden zwischen mGBP7-positive T. gondii, mGBP2-positive T. gondii und
mMGBP2 + mGBP7-positive T. gondii. Die Frequenzen der mGBP-positiven Parasiten wurden

prozentual dargestellt

MEF mGBPT‘" + mGBP2 + mGBP7 MEF mGBPZ'I'+ mGBP2 + mGBP7
§ 1000 £ mGBP7+mGBP2 &£ 109 &3 mGBP7 + mGBP2
& B nurmGBP2 < @8 nur mGBP2 I
& @m "urmGBPY % Bl nur mGBP7
5 804 5 80
< I~
9 3
S >
R = -4
c 807 = 604
] m
c c
9 2
B 401 & 401
=] =
£ 13
3 =
= =
< 20 <
a a
o o
[c] G}
£ 04 13 04
o ® £ o> & & B ) o » &> &
Minuten nach der T. gondii-Infektion Minuten nach der T. gondii-Infektion

Abbildung 15: Analyse der Rekrutierung und Akkumulation der mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine innerhalb der doppelt
transduzierten MEF-Zelllinien. Dabei wurde zwischen mGBP7-positiven (Griin)-, mGBP2-positiven (Rot)- und doppelt

positiven-T. gondii-Parasiten (Orange) unterschieden.

Die Ergebnisse in Abbildung 15 deuten darauf hin, dass bis zu 90 Minuten nach einer
T. gondii-Infektion sowohl in mGBP2- als auch in mGBP7-defizienten MEF Zelllinien die
Akkumulationsfrequenz von mGBP2-Fusionsproteinen (Rot) deutlich héher war im Vergleich zu
MGBP7- (Griin) oder doppelt-positiven Parasiten (Orange). Nach 90 Minuten nahm der Wert der
mGBP-Akkumulation beider Proteine zusammen zu, sodass dieser vergleichbar und teilweise héher
zu den mGBP2-Akkumulationsfrequenzen alleine war. Die Akkumulation von den
mGBP7-Fusionsproteinen war in beiden doppelt transduzierten Zelllinien sehr gering und
verdeutlichte Hochstwerte von nur 5 %. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mGBP2

einen Einfluss auf die Rekrutierung und Akkumulation von mGBP7 an T. gondii ausubt.

68



Ergebnisse

Ergebnisse: Kolokalisationsanalyse von mGBP7 mit mGBP3

Der mGBP3-Genlokus befindet sich auf dem Chromosom 3 und beinhaltet, wie mGBP7, kein
Isoprenylierungsmotiv. Die doppelt transduzierte mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP3 MEF-
Zelllinie wurde durch einen Western Blot auf die Expression der lentiviral transduzierten Proteine

untersucht.

mCH-mGBP3  GFP-mGBP7 B-Aktin

e - 100 kDA
.. .-

S | 40 kDA

Abbildung 16: Western Blot des Zelllysats der mGBP7” GFP-mGBP7 mCherry-mGBP3 MEF-Zelllinie. Fir die Detektion

- T

wurden anti-GFP- und anti-mCherry-Antikorper, sowie ein sekundarer Ziege-anti-Maus IgG, HRP-gekoppelter Antikorper
verwendet (siehe 2.1.2). Die Fusionsproteine konnten mit einer theoretischen Grofe von 99,9 kDa (GFP-mGBP7) und
99,8 kDa (mCherry-mGBP3) bei circa 100 kDa detektiert werden. Die Ladekontrolle wurde mit einem
anti-RB-Aktin Antikorper (40 kDa) durchgefiihrt.

Die Ergebnisse aus Abbildung 16 bestatigten die Expression der lentiviral transduzierten
Fusionsproteine mGBP7 und mGBP3. Nachfolgend wurden Live Cell Imaging Movies wahrend einer
T. gondii-Infektion aufgenommen und mittels ImarisColoc Kanal als auch durch die
Pearson’s Korrelations-Berechnung analysiert. Gezeigt werden Aufnahmen des Videos zu den
entsprechenden Zeitpunkten, das vollstandige Video befindet sich auf dem beigefligten Datentrager
(Datei 4).
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Abbildung 17: Kolokalisation und Korrelation der Fusionsproteine GFP-mGBP7 und mCherry-mGBP3 wahrend einer
T. gondii-Infektion. a) Live Cell Imaging Aufnahmen von mGBP7’ GFP-mGBP7 mCherry-mGBP3 MEFs wahrend einer
T. gondii-Infektion. Die Zelllinie wurde 16 Stunden vor der Infektion mit IFNy stimuliert. Der Marker entspricht 10 um. b)

VergroBerung der Aufnahmen fiir die Zeitpunkte 128 min bis 134 min. Die Akkumulation der mGBP-Fusionsproteine sowie
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genaue Umrisse des Parasiten (weiRer Pfeil) waren deutlich zu erkennen. Marker, 10 um. c) Kolokalisationsanalyse durch
den Bitplane ImarisColoc Kanal. Gezeigt wird links eine Aufnahme des Live Cell Imaging Movies aus 17a) nach
1:49:44 Stunden (h:min:sek). Rechts: Ausschnitt desselben Videos zur selben Zeit im ImarisColoc Kanal. Kolokalisierende
Voxel beider Proteine werden als weiBe Punkte dargestellt. Der Marker entspricht 10 um.
d) Korrelationskoeffizient-Berechnung nach Pearson zwischen mGBP7 und mGBP3 fiir das Live Cell Imaging Video aus 17a).
Die Korrelation wurde flr jeden einzelnen Datenpunkt des gesamten Videos berechnet und auf einer Skala zwischen 0
(keine Korrelation) und 1 (totale positive Korrelation) dargestellt. Werte im Minusbereich sind nicht vorhanden und wurden
nicht dargestellt. In Griin werden die Korrelationswerte der gesamten Zelle inklusive T. gondii-Akkumulation dargestellt. In

Rot werden die Korrelationswerte der Proteine ausschlieBlich im Zytosol verdeutlicht.

Die Ergebnisse aus Abbildung 17 deuten darauf hin, dass zwischen den Fusionsproteinen GFP-mGBP7
und mCherry-mGBP3 eine starke Kolokalisation vorhanden war. Sowohl im dargestellten Live Cell
Imaging Movie wahrend einer T. gondii-Infektion (17a), als auch die Auswertung anhand des
ImarisColoc Kanals (17c) deuten auf ein Vorhandsein vieler kolokalisierender Voxel sowohl im
Zellzytosol als auch direkt an der T. gondii-PVM hin. In den Aufnahmen des Live Cell Imaging Videos
(das vollstandige Video befindet sich auf dem beigefligten Datentrager, Datei 4) war bereits nach
16 Minuten Beobachtungszeit eine T. gondii-Infektion ersichtlich, welche eine schnelle und effektive
Rekrutierung und Akkumulation beider Fusionsproteine zur Folge hatte. Die Akkumulation und auch
Kolokalisation beider Proteine bestand bis zum Ende des Videos, welches nach 170 Minuten
aufgrund der hohen Laserbelastung beendet wurde. In Abbildung 17b) wurde eine VergréRerung mit
dem Fokus auf T. gondii fiir den Zeitraum 128 — 134 Minuten nach Beobachtungsbeginn dargestellt.
In dieser Abbildung war deutlich die Lokalisation der mGBPs als auch die Kontur der PVM erkennbar
(weiRer Pfeil). Die Korrelationsberechnung nach Pearson (17d) ergab wéahrend der vollstdndigen
Live Cell Imaging Aufnahme einen Korrelationskoeffizienten der Gesamtkorrelation inklusive
T. gondii-Akkumulation (Griin) Gber oder gleich 0,6. Damit war dieser Wert um ein dreifaches héher
im Vergleich zu mGBP7 mit mGBP2. Die Gesamtkorrelation verdeutlichte geringe Unterschiede nach
circa 150 Minuten im Vergleich zu der Korrelation im Zytosol (Rot). Dieser Effekt war auf die
zunehmende Akkumulation beider mGBPs am Parasiten im Laufe der Aufnahme und folglich die
Abnahme der mGBP-VLS im Zytosol zurickzufiihren. Flr weitere Analysen bezlglich der
MGBP3-mGBP7-Kolokalisation wurden die hochauflosende Mikroskopie-Technologie STED genutzt.
Wie bei der mGBP2-mGBP7-Analyse, wurden Nano-Booster (siehe 2.1.3) fiir eine GFP- und
mCherry-Signalverstarkung verwendet und entsprechend auf die T. gondii
anti-SAG1-Antikorperfarbung verzichtet. T. gondii wurde nachfolgend mit einem Stern

gekennzeichnet.
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Abbildung 18: STED-Aufnahmen von T. gondii-Parasiten in mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP3 MEF-Zellen. Die zwei
mikroskopischen Aufnahmen zeigen die verschiedenen Akkumulationsstadien der mGBP-Proteine an den Parasiten. Oben:
mGBPs akkumulierten an die PVM. Unten: mGBPs akkumulierten direkt an die Plasmamembran und im T. gondii-Parasiten.

Die Zellen wurden 16 Stunden vor der T. gondii-Infektion mit IFNy stimuliert. Der Marker entspricht 2 um.

Die Untersuchung der in Abbildung 18 dargestellten T. gondii infizierten mGBP7" mCherry-mGBP3
und GFP-mGBP7 Zelllinie, verdeutlichte anhand der hochauflésenden Mikroskopie-Technologie STED
die Verteilung der Fusionsproteine an einem T. gondii-Parasiten in zwei unterschiedlichen
Akkumulationsstadien. In der oberen Aufnahme akkumulierten beide Fusionsproteine in einer
dhnlichen Fluoreszenzstarke an die T. gondii-PVM. In der unteren Aufnahme befanden sich beide
Fusionsproteine  bereits im  Vakuolenlumen und assemblierten direkt an die
T. gondii-Plasmamembran sowie an den intraparasitiren Membranen. Dieser Effekt verdeutlicht,
dass eine Permeabilisierung der T. gondii-PVM stattfand, wodurch die Fusionsproteine in das
Vakuolenlumen diffundieren konnten. Dabei wirkte das Akkumulationsmuster von GFP-mGBP7
flachendeckender und von mCherry-mGBP3 punktierter.

Zusammenfassend zeigen die Fusionsproteine der mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP3
MEF-Zelllinie ein anderes Lokalisations- und Akkumulationsverhalten im Vergleich zu den
Fusionsproteinen der mGBP7”” GFP-mGBP7 mCherry-mGBP2 Zelllinie. Folglich wurden auch fir die

Fusionsproteine mGBP7 und mGBP3 die Rekrutierungs- und Akkumulationsanalysen durchgefihrt.

Rekrutierungs- und Akkumulationsanalysen zwischen mGBP7 und mGBP3

Fir die Rekrutierungs- und Akkumulationsanalyse zwischen den Fusionsproteinen mGBP7 und
mMGBP3 wurden erneut Zelllinien generiert. Da eine mGBP3-defiziente Zelllinie noch nicht bestand,
wurde innerhalb dieser Promotionsarbeit zunidchst das CRISPR/CAS9-System fuir NIH3T3-Fibroblasten
aus der Maus angewendet (Jinek et al., 2012). Die CRISPR/CAS9-Methode (Clustured Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) ist ein molekularbiologisches Werkzeug, bestehend aus drei
elementaren Bestandteilen: einer CRISPR-RNA (crRNA), die mit einen passenden DNA-Abschnitt
assoziiert, einer tracr-RNA, die gemeinsam mit der crRNA eine Haarnadel-Struktur ausbildet und der
Endonuklease CAS9 (CRISPR-associated protein 9), welches die beiden DNA-Strange durchtrennt.
Durch den DNA-Doppelstrangbruch kénnen entweder neue DNA-Sequenzen in diese Liicke eingefligt
werden (wie beispielsweise GFP) durch das Homologie-gerichtete Reparatursystem (Homology-

directed repair, HDR), oder das nicht-homologe Enden-verbindende Reparatursystem
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(Non-homologoues end joining, NHEJ) wird aktiviert und es werden InDel gebildet (siehe 2.1.5 und
3.3.10). In diesem Fall wurde eine crRNA fiir das erste kodierende Exon der mGBP3-Sequenz
verwendet, um diesen Abschnitt mit Hilfe des CAS9-Enzyms zu schneiden. In diesem Fall wurden die
Sequenzenden durch das NHEJ-System verbunden. Nachfolgend wurde das Ergebnis der
CRISPR/CAS9-Mutation untersucht, in dem die mRNA-Expression des mGBP3-Gens und das
Vorkommen beziehungsweise der Verlust des Proteins analysiert wurden.
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Abbildung 19: CRISPR/CAS9-Mutation von mGBP3. a) Grafische Darstellung der GBP3-Gensequenz mit Exons (Blau) auf dem
dargestellten Genabschnitt. Die crRNA bindet an ein Exon der GBP3-Sequenz (rosa Pfeil). Die crRNA mGBP3.1.AA wurde
kauflich von IDT erworben. Das Cas9-Enzym schneidet an dieser Stelle den DNA-Doppelstrang. b) Real-time PCR Analysen
von mGBP2 und mGBP3 der NIH3T3 WT Zellen (WeiR) im Vergleich zu den CRISPR/CAS9-behandelten NIH3T3 mGBP3”"
Zellen (Schwarz). Die Werte der Real-Time PCR verdeutlichen die relative Genexpression der IFNy-stimulierten Zellen (16 h
vor der Zelllyse), im Vergleich zu den IFNy-unstimulierten Zellen. c) Gezeigt werden Western Blot Experimente von
NIH3T3 Wildtypzellen, mGBP3-defizienten Fibroblasten und mGBP3-defizienten Fibroblasten mit lentiviral transduziertem
mCherry-mGBP3 beziehungsweise mCherry-mGBP2 mit und ohne IFNy. Verwendet wurden ein anti-mGBP3- oder ein
anti-mGBP2-Antikorper (siehe 2.2.1). In den NIH3T3 Wildtypzellen nach IFNy-Stimulation war das mGBP3-Protein bei circa
73 kDa detektierbar, bei der mGBP3-defizienten Zelllinie jedoch nicht. Das transduzierte, mCherry-gekoppelte mGBP3 war
in der mGBP3-defizienten Zelllinie sowohl mit als auch ohne IFNy Stimulation bei circa 100 kDa nachweisbar. Transduzierte
Proteine bendtigen kein IFNy als Expressionsfaktor, da diese konstitutiv unter der Kontrolle eines EFla Promotors
exprimiert werden. Im Vergleich dazu konnten nach IFNy-Stimulation mGBP2-Proteine bei circa 73 kDa in den NIH3T3 WT
Zellen und mGBP3” Zellen nachgewiesen werden. In der mGBPS'/'mCherry—mGBPZ Zelllinie konnte nach IFNy-Stimulation
ebenfalls mGBP2, und unabhdngig von IFNy auch das transduzierte mCherry-mGBP2-Protein, nachgewiesen werden. Die

Ladekontrolle wurde mittels anti-B-Aktin-Antikorper fiir alle Zelllinien bei circa 40 kDa nachgewiesen.

Die relative Genexpression von mGBP2 und mGBP3 der NIH3T3 Wildtypzellen sowie von den
CRISPR/CAS9-behandelten NIH3T3 mGBP3”" Zellen wurden mittels Real-Time PCR durch die
AACT-Methode quantifiziert. Die CT-Werte (cycle threshold, Schwellenwertzyklus) der IFNy
stimulierten und unstimulierten Zellen wurden dabei verglichen, welche das relative MaR der

Genexpression verdeutlichten (Livak und Schmittgen, 2001). Es wurde ersichtlich, dass die
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mMGBP2-Expression der Wildtypzellen sich nicht von der Expressionsrate der mGBP3-defizienten
Zellen unterschied. Die mGBP3-Expressionsrate der NIH3T3 mGBP3”" Zellen war mit einem Wert von
0,000000015 signifikant reduziert (19b). Anhand dieser Daten ist von einer fehlenden
MGBP3-mRNA-Expression in den mGBP3-defizienten Fibroblasten und damit von einer erfolgreichen
Inaktivierung des mGBP3-Lokus auszugehen. Die Protein-Expression der Zelllinien wurde mittels
Western Blot Experimenten untersucht. Hierfir wurden die Wildtyp NIH3T3 Zellen mit den
mGBP3-defizienten Zellen, den mGBP3-defizienten Zellen mit lentiviral transduziertem
mCherry-mGBP3 und mCherry-mGBP2 nach IFNy-Stimulation verglichen (19c). Verwendet wurden
spezifische Antiseren gegen mGBP3, beziehungsweise mGBP2 (siehe 2.1.2). Die Western Blot
Experimente ergaben, dass die Expression des endogenen mGBP3-Proteins in den
CRISPR/CAS9-behandelten  NIH3T3 mGBP3”"  Zellen nicht mehr vorhanden war. Diese
mGBP3-defiziente Zelllinie wurde nachfolgend fiir die Generierung weiterer Zelllinien mit lentiviral
transduzierten Vektoren verwendet (Tabelle 2). Diese Zelllinien wurden darauffolgend mit den MEF
mGBP7-defizienten, lentiviral transduzierten Ziellinien (Tabelle 3) in Bezug auf die dynamische

Protein-Rekrutierung wahrend einer T. gondii-Infektion verglichen.

Tabelle 2: NIH3T3 mGBP3”" Zelllinien mit lentiviral transduzierten, fluoreszierenden mGBP-Proteinen

NIH3T3 Zelllinie mGBP3 mGBP7

endogen transduziert endogen transduziert
mGBP3” + mGBP7 - - + +
mGBP3” + mGBP3 - + + -
mGBP3” + mGBP3 + mGBP7 - + + +

Tabelle 3: MEF mGBP7”" Zelllinien mit lentiviral transduzierten, fluoreszierenden mGBP-Proteinen

MEF Zelllinie mGBP3 mGBP7

endogen transduziert endogen transduziert
mGBP7” + mGBP7 + - - +
mGBP7” + mGBP3 + + - -
mGBP7” + mGBP3 + mGBP7 + + - +

Die nachfolgenden  Untersuchungen wurden analog zu den Rekrutierungs- und
Akkumulationsanalysen von mGBP7 mit mGBP2 durchgefiihrt. Die mGBP3-mGBP7 Zelllinien aus
Tabelle 2 und Tabelle 3 wurden mit T. gondii infiziert, nach jeweils 30 Minuten bis zu einer
Gesamtzeitspanne von 3 Stunden fixiert und mit einem anti-SAG1-Antikérper gefarbt. Die
Akkumulation der fluoreszierenden Proteine an den Parasiten wurde am Konfokalmikroskop

analysiert und ausgewertet.
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Abbildung 20: Darstellung der mGBP-positiven T. gondii-PVs der lentiviral transduzierten NIH3T3-Zelllinien aus Tabelle 2
(Rot, linke Abbildung) und der lentiviral transduzierten MEF-Zelllinien aus Tabelle 3 (Grin, rechte Abbildung). Gezahlt
wurden mGBP3-positive T. gondii-PVs der Zelllinien mGBP3” + mGBP3 und mGBP7” + mGBP3, sowie mGBP7-positive
T. gondii-PVs bei den Zelllinien mGBP3” + mGBP7 und mGBP7” + mGBP7 und doppelt positive T. gondii-PVs

(mGBP3 + mGBP7) bei den doppelt transduzierten Zelllinien. Zwischen den verschiedenen Zelllinien gab es keinen
signifikanten Unterschied bei der Akkumulationsfrequenz der fluoreszierenden mGBPs an der T. gondii-PVM in der

Gesamtzeitspanne von drei Stunden.

Die Analyse der neu generierten NIH3T3 mGBP3-defizienten Zelllinien (siehe Abbildung 20, Rot,
linker Graph) und MEF mGBP7-defizienten Zelllinien (siehe Abbildung 20, Griin, rechter Graph) mit
lentiviral transduzierten mGBPs ergab eine vergleichbare dynamische Rekrutierungs- und
Akkumulationsfrequenz der jeweiligen Floureszenz-markierten mGBPs. Die Ergebnisse dieser
Auswertung lassen schlieBen, dass eine gegenseitige Beeinflussung der Proteine im Bezug auf die
PV-Rekrutierung nicht vorhanden ist. Allerdings miissen die Ergebnisse aus Abbildung 20 mit Vorsicht
betrachtet werden, da es sich um zwei verschiedene Parental-Zelllinien (mGBPT/"MEF und
mGBP3” NIH3T3) handelt. Nachfolgend wurden die doppelt transduzierte NIH3T3 mGBP3”" Zelllinie
mit den transduzierten Fusionsproteinen mGBP3 und mGBP7 sowie die doppelt transduzierte MEF
Zelllinie mGBP7”" mit mGBP3 und mGBP7 untersucht. Dabei wurden pro Ansatz, Zeit und Zelllinie
mindestens 100 Parasiten gezahlt. Die gezdhlten mGBP-positiven Parasiten wurden nach
MGBP7-positiven, mGBP3-positiven und mGBP7 + mGBP3—positiven T. gondii-Parasiten eingeteilt.

Die Frequenzen der mGBP-positiven Parasiten wurden prozentual dargestellt.
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Abbildung 21: Analyse der Rekrutierung und Akkumulation der mGBP3- und mGBP7-Fusionsproteine innerhalb der doppelt
transduzierten mGBP3” NIH3T3- und mGBP7’ MEF-Zelllinien. Dabei wurde zwischen mGBP7-positiven  (Griin)-,
mGBP3-positiven (Rot/Magenta)- und doppelt positiven-T. gondii-PV (Petrol) unterschieden. Bereits 30 Minuten nach der
T. gondii-Infektion war die Akkumulationsfrequenz beider Proteine zusammen am Parasiten deutlich hoher als die Anzahl

der Parasiten, die nur von mGBP3 oder nur von mGBP7 eingeschlossen wurden.

Die Analyse aus Abbildung 21 zeigte, dass anders als bei den Fusionsproteinen mGBP7 und mGBP2,
von Beginn an die gemeinsame Akkumulation der mGBP3- und mGBP7-Fusionsproteinen an der
T. gondii-PVM hoher als die Akkumulation der einzelnen Werte war. Dieses Ergebnis unterstitzt
vorherige Auswertungen, bei denen eine Kolokalisation und Korrelation dieser beiden Proteine,
besonders an der T. gondii-PVM, nachgewiesen werden konnte. Die nachfolgenden Airyscan
Aufnahmen der mGBP3” NIH3T3 Zellen und der mGBP7” MEF-Zellen mit den transduzierten mGBPs
(mGBP3/mGBP7) zeigten zum einen die Kolokalisation beider Proteine an der T. gondii-PVM und zum

anderen, dass dennoch die Rekrutierung von mGBP3 oder mGBP7 nicht voneinander abhangig war.

merge mGBP7 mGBP3 T. gondii (SAG1) DAPI|

MEF mGBP3/- MEF mGBP7/
mCherry-mGBP7 mCherry-mGBP3

MEF mGBP7-/
GFP-mGBP7

mCherry-mGBP3

Abbildung 22: Airyscan Aufnahmen der MEF mGBP7” mCherry-mGBP3 Zelllinie, der NIH3T3 mGBP3'/'mCherry-mGBP7
Zellinie und der doppelt transduzierten MEF Zelllinie mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP3. Fur die T. gondii-Farbung
wurde der anti-SAG1-Antikérper (Cyan) mit dem sekunddren Ziege-anti-Maus IgG, HRP-gekoppelt, und fir die DNA-Farbung
DAPI(Blau) verwendet. Marker, 1 pum.
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Ergebnisse: Kolokalisationsanalyse von mGBP7 mit mGBP6

Der mGBP6-Genlokus befindet sich, anders als bei mGBP7, auf dem Chromosom 5. Das mGBP6
Protein beinhaltet kein Isoprenylierungsmotiv. Die doppelt transduzierte mGBP7”" GFP-mGBP7
mCherry-mGBP6 MEF-Zelllinie wurde durch einen Western Blot auf die Expression der lentiviral

transduzierten Proteine untersucht.

mCH-mGBP6 GFP-mGBP7  B-Aktin

—— - - 100 kDa

S | S | 2o koa

—

Abbildung 23: Western Blot des Zelllysats der mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6 MEF-Zelllinie. Fiir die Detektion
wurden anti-GFP- und anti-mCherry-Antikorper, sowie ein sekundarer Ziege-anti-Maus IgG, HRP-gekoppelter Antikorper
verwendet (siehe 2.1.2). Die Fusionsproteine konnten mit einer theoretischen GréRe von 99,9 kDa (GFP-mGBP7) und
99,8 kDa (mCherry-mGBP6) bei circa 100 kDa detektiert werden. Die Ladekontrolle wurde mit einem
anti-B-Aktin-Antikorper (40 kDa) durchgefiihrt.

Die Western Blot Analyse zeigte die Expression beider lentiviral transduzierter Proteine in der neu
generieten MEF-Zelllinie. Nachfolgend wurden Live Cell Imaging Movies wahrend einer
T. gondii-Infektion aufgenommen, sowie Kolokalisationsanalysen mittels ImarisColoc- und

Korrelations-Berechnungen nach Pearson durchgefiihrt.
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Abbildung 24: Korrelation und Kolokalisation der Fusionsproteine GFP-mGBP7 und mCherry-mGBP6 wahrend einer
T. gondii-Infektion. Die Zelllinie wurde 16 Stunden vor der Infektion mit IFNy stimuliert. a) Live Cell Imaging Aufnahmen von
mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6 MEFs wahrend einer T. gondii-Infektion. Der Marker entspricht 10 um. b) Ein
weiteres Beispiel fur ein Live Cell Imaging Movie von mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6 MEFs wahrend einer
T. gondii-Infektion. Der Marker entspricht 10 um. c) Kolokalisationsanalyse durch den Bitplane ImarisColoc Kanal. Gezeigt
wird links eine Aufnahme des Live Cell Imaging Movies aus 24a) nach 0:27:37 Stunden (h:min:sek). Rechts: Ausschnitt
desselben Videos zur selben Zeit im ImarisColoc Kanal. Kolokalisierende Voxel beider Proteine werden als weile Punkte
dargestellt. Der Marker entspricht 10 pum. d) Korrelationskoeffizient-Berechnung nach Pearson zwischen mGBP7 und
mGBP6 fir das Live Cell Imaging Video aus 24a). Die Korrelation wurde fiir jeden einzelnen Datenpunkt des gesamten
Videos berechnet und auf einer Skala zwischen 0 (keine Korrelation) und +1 (totale positive Korrelation) dargestellt. Werte
im Minusbereich sind nicht vorhanden und wurden nicht dargestellt. In Griin werden die Korrelationswerte der gesamten
Zelle inklusive T. gondii-Akkumulation und in Rot werden die Korrelationswerte der Proteine ausschlieflich im Zytosol

dargestellt.
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Die Ergebnisse aus Abbildung 24 zeigen Aufnahmen aus zwei Live Cell Imaging Videos (24a) und 24b))
(die vollstandigen Videos befindet sich auf dem beigefligten Datentrager, Datei 5 und Datei 6) der
mGBP7’ GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6 MEF-Zelllinie, die zwei unterschiedliche Akkumulationsstadien
der mGBPs darstellen. In Abbildung 24a) akkumulierten beide Fusionsproteine an den
T. gondii-PVMs. Die Kolokalisation der Fusionsproteine konnte nicht in VLS im Zellzytosol beobachtet
werden. Zwischen Minute 73 und 142 waren keine Verdanderungen detektierbar. Die Aufnahme
wurde kurz darauf bedingt durch die hohe Laserstrahlung abgebrochen. Das Live Cell Imaging Video
24b) zeigt einen T. gondii-Parasiten, welcher bereits von den Fusionsproteinen mGBP7 und mGBP6
eingeschlossen wurde. Nach 120 Minuten Beobachtungszeit waren beide Proteine sichtbar an der
Plasmamembran des Parasiten akkumuliert. Der ImarisColoc Kanal (24c) wurde auf das
Live Cell Imaging Video von 24a) angewendet. An den T. gondii-PVMs waren deutliche
Kolokalisationseffekte der Fusionsproteine nachweisbar. Der Pearson’s Korrelationskoeffizient 24d)
fir die Gesamtkorrelation der mGBP6/mGBP7 Proteine in der Zelle (Griin), als auch fur die
Korrelation nur im Zytosol (Rot) von GFP-mGBP7 mit mCherry-mGBP6 befand sich etwa bei 0,35 und
zeigte damit einen hoheren Wert als GFP-mGBP7 mit mCherry-mGBP2 (ungefahr 0,2), aber einen
deutlich niedrigeren Wert im Vergleich zu GFP-mGBP7 mit mCherry-mGBP3 (ungefdhr 0,6). Die
Gesamtkorrelation inklusive T. gondii-Akkumulation betrug nur einen minimal héheren Wert (Griin).
Anhand dieser Ergebnisse und im Vergleich zu den Ergebnissen der anderen mGBPs in den
vorherigen Untersuchungen ist davon auszugehen, dass zwischen mGBP7 und mGBP6 eine
Kolokalisation an der PVM des Parasiten bestand. Die Kolokalisation im Zytosol in T. gondii infizierten
Zellen war innerhalb dieser Forschungsarbeit vergleichsweise gering. Die nachfolgende STED-
Aufnahme in Kooperation mit dem CAl Center an der HHU Disseldorf, zeigte eine Kolokalisation der
mGBP6/mGBP7 Fusionsproteine an der T. gondii-PVM. Wiederum wurden signalverstarkende Nano-
Booster fir GFP und mCherry verwendet (siehe 2.1.3) und auf eine anti-SAG1-Antikorperfarbung
verzichtet. T. gondii wurde in der Abbildung mit einem Stern kenntlich gemacht.

Stimulated Emission Depletion Mikroskopie

merge GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6

MEF mGBP7/
GFP-mGBP7
+ T. gondii

mCherry-mGBP6

Abbildung 25: STED-Aufnahmen eines T. gondii-Parasiten (Stern) in mGBP7”" GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6 MEF-Zellen. Die
Zellen wurden 16 Stunden vor der T. gondii-Infektion mit IFNy stimuliert und 2 h nach der Infektion fixiert. Der Marker

entspricht 2 um.

In den nachfolgenden Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass mCherry-mGBP6 unabhangig von
GFP-mGBP7 an die T. gondii PVM akkumulieren konnte und entsprechend nicht durch GFP-mGBP7

beeinflusst wurde. Dafiir wurden mGBP7”" MEF-Zelllinien lentiviral mit mCherry-mGBP6 transduziert,
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fir 16 h mit IFNy simuliert, anschlieBend fir 2 h mit T. gondii infiziert und mittels
Airyscan Mikroskopie analysiert (siehe Abbildung 26).
merge GFP-mGBP7

mcCherry-mGBP6 T. gondii (SAG1) DAPI

MEF mGBP7/
GFP-mGBP7 mCherry-mGBP6
+ T. gondii

MEF mGBP7-/
mCherry-mGBP6
+T. gondii

Abbildung 26: Airyscan Aufnahmen der doppelt transduzierten mGBP7” GFP-mGBP7 mCH-mGBP6 MEF-Zelllinie und von
mMGBP7’ mCH-mGBP6 MEFs. Diese Aufnahmen zeigen die mGBP7-unabhangige T. gondii-Akkumulation der
mGBP6-Fusionsproteine. Fir die T. gondii-Farbung wurde eine anti-SAG1-Antikorperfarbung mit dem sekundaren
AlexaFluor633-gekoppelten Antikorper durchgefiihrt (Cyan) und DAPI (Blau) verwendet. Die Zellen wurden 16 Stunden vor
der Infektion mit IFNy stimuliert. Der Marker entspricht 2 um.

4.2. Interaktionsanalyse von mGBP2 und mGBP7 mit Membranlipiden

Die dieser Forschungsarbeit vorrausgehenden Ergebnisse verdeutlichten, dass sowohl mGBP2 als
auch mGBP7 eine wichtige Rolle wahrend der T. gondii-Infektion spielen (Degrandi et al., 2013;
Steffens et al., akzeptiert). Dabei (ibernimmt jedes Protein seine eigene Funktion und Rolle, denn
sowohl die mGBP2”"- als auch die mGBP77- Miuse zeigen eine signifikante Suszeptibilitdt gegeniber
T. gondii-Infektionen (siehe 1.3.1). Des Weiteren zeigen die vorherigen Experimente die
unterschiedliche Protein-Lokalisation mit nicht redundanten Funktionen. Anhand der
mikroskopischen Auswertungen wahrend einer T. gondii-Infektion war eine Akkumulation von
mMGBP2- und mGBP7-Fusionsproteinen an der PVM sowie an der T. gondii-Plasmamembran zu
erkennen. Die vorherigen Ergebnisse und der aktuelle wissenschaftliche Forschungsstand (Kravets et
al.,, 2012; Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2016) deuten darauf hin, dass diese Akkumulation
letztendlich zur Inaktivierung und zum Abbau des Parasiten fiihrt. Dadurch entstand in dieser
Forschungsarbeit die Frage, ob eine direkte Interaktion zwischen mGBPs und den Membranlipiden
der PVM und der Plasmamembran des Parasiten besteht oder ob fiir eine Membran-Akkumulation
noch  unbekannte Interaktionsmolekiile notwendig sind. Darliber hinaus ist die

Lipidzusammensetzung der Parasiten-Membranen bisher wunklar. In den nachfolgenden
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Experimenten wurden die mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine auf ihre Lipidbindungsfahigkeit

untersucht und analysiert.

Versuchsaufbau: Interaktionsanalyse von mGBP2 und mGBP7 mit Membranlipiden

Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden N-terminal GFP-gekoppelte mGBP2- und
mGBP7-Proteine aus den MEF Zelllinien mGBP2” GFP-mGBP2, sowie mGBP7” GFP-mGBP7, isoliert.
Daflir wurde die GFP-TRAP Technik von Chromotek angewendet (siehe 3.2.6). Mit Hilfe dieser
anti-GFP VyH-Nanobody-gekoppelten Agarosebeads war eine direkte Immunoprazipitation der
Proteine aus dem Zelllysat moglich. Die isolierten Proteine wurden durch Western Blot Analysen und
Coomassie Brilliant Blue Stainings auf ihre Masse und Reinheit Gberprift. Entsprechend wurden ein
anti-GFP-Antikoérper und ein sekunddrer Ziege-anti-Maus-Antikdrper, HRP-gekoppelt, verwendet
(siehe 2.1.2). Ein Malachitgriin GTPase Aktivitdtsassay (siehe 3.2.7, Kravets et al., 2012; Legewie et
al., 2019) wurde durchgefihrt, um die enzymatische Aktivitat der Proteine zu messen und somit die
korrekte Faltung und Funktionalitdt der Proteine nach der sauren Aufreinigung zu Uberpriifen. Die
aufgereinigten, isolierten und aktiven GFP-Fusionsproteine wurden darauffolgend fir
Membrane Lipid Strips genutzt, welche mit 15 standardisierten Membranlipiden zu je 100 pmol
beladen sind (siehe 3.2.8) und fir die Detektion potenzieller Interaktionen der mGBPs mit PVM- und
Plasmamembranlipiden verwendet wurden. Die isolierten und aufgereinigten Proteine wurden mit
diesen Lipid Strips inkubiert und anschliefend mittels eines Maus-anti-GFP-Antikorpers und einem
sekundéaren Ziege-anti-Maus-Antikérper, HRP-gekoppelt, detektiert. Durch die Quantifizierung der
Ergebnisse aller Replikate pro Protein (n=5) mittels Fiji/ImagelJ, konnte eine potenzielle Lipidaffinitat
ermittelt werden, da im Allgemeinen diese Membrane Lipid Strips lediglich Hinweise auf theoretisch
interagierende Lipide geben. Die Ergebnisse ermoglichen somit keine genaue Messung der
Bindungsaffinitat und sollten nicht als endglltig angesehen werden. Anhand dieser Daten wurden
allerdings nachfolgend kiinstliche Membranen, Giant Unilamellar Vesicles, via GUV-Technologie
hergestellt (siehe 3.2.9). Durch diese Technologie ist es moglich, eine direkte
Protein-Lipid-Interaktion zu analysieren (Madl et al., 2016). Die aufgereinigten, isolierten und
GFP-gekoppelten Fusionsproteine wurden zusammen mit den entsprechenden GUVs inkubiert und
konfokal-mikroskopisch analysiert. Die Auswertung der direkten Protein-Lipid-Interaktion erfolgte
sowohl quantitativ als auch qualitativ. Flr die Analyse Protein-spezifischer Akkumulationsmuster an
PA- und CL-GUVs wurde nachfolgend anhand von jeweils drei Beispielen die
Fusionsprotein-Fluoreszenz entlang der GUV-Oberflache gemessen und grafisch dargestellt. Zudem
wurde die gemeinsame Rekrutierung und Akkumulation der Fusionsproteine mGBP2 und mGBP7 an

Membranlipiden untersucht.
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Ergebnisse: Interaktionsanalyse von mGBP2 und mGBP7 mit Membranlipiden
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Abbildung 27: Isolation und Aufreinigung GFP-fusionierter, aktiver mGBP2- und mGBP7-Proteine. a) Schema der
mGBP-Proteine. Beide Fusionsproteine beinhalten drei charakteristische Domanen (G domain, M domain, E domain).
mMGBP2 besteht aus 589 Aminosauren und besitzt ein Isoprenylierungsmotiv (CaaX). mGBP7 besteht aus 638 Aminosauren.
Die schwarzen Boxen entsprechen den konservierten Nukleotid-Bindemotiven (G1 — G4). b) Die GFP-gekoppelten Proteine
wurden mittels GFP-TRAP aus dem Zelllysat isoliert, nach Western Blotting durch einen anti-GFP-Antikdrper sowie
sekundaren Ziege-anti-Maus-Antikérper, HRP-gekoppelt, bei circa 100 kDa nachgewiesen und im Coomassie Brilliant Blue
Staining auf die Reinheit Giberprift. c) Der Malachitgriin GTPase Aktivitatsassay untersucht die GTP-Hydrolysefahigkeit der
Proteine. Die GFP-gekoppelten Proteine zeigten bei einer GTP-Zugabe eine hohe Aktivitdt. Als Kontrollen wurden das
Protein ohne GTP-Zugabe, das nicht-fusionierte GFP-Protein, Proben ohne Proteinzusatz und Proben ohne

Magnesiumzusatz (Kofaktor fiir die GTP-Bindung) getestet.

Die Ergebnisse (Abbildung 27) zeigten, dass gereinigte mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine fiir die

Detektion von Interaktionen mit potenziellen PVM- und Plasmamembranlipide des

T. gondii-Parasiten verwendet werden konnten. In einem ersten Experiment wurden hierzu

Membrane Lipid Strips verwendet.
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Abbildung 28: Auswertung der Membranlipidinteraktionen von GFP-gekoppelten mGBP2- und mGBP7-Proteinen. a)
Schema eines Membrane Lipid Strips mit der Beladung von 15 Membranlipiden und einer Kontrolle (Blank). b)
Reprdsentative Membrane Lipid Strips nach der Interaktion mit den Fusionsproteinen mGBP2 und mGBP7 sowie mit dem
nicht-fusionierten GFP als Kontrollprotein. Alle Proteine wurden mit einem Maus-anti-GFP-Antikorper und einem
sekunddren Ziege-anti-Maus-Antikérper, HRP-gekoppelt, detektiert. c) Die Lipidinteraktionen pro Protein (5 Replikate)
wurden mittels Imagel/Fiji quantifiziert und grafisch dargestellt. Dabei waren sowohl fiir GFP-mGBP2 als auch fir
GFP-mGBP7 die hochsten Affinitaten bei Phosphatidsdure (phosphatidic acid, PA) und Cardiolipin (CL) zu beobachten. Diese
Affinitaten wurden zu der Leerprobe (Blank) berechnet und waren hoch signifikant. Phosphatidylinositol-4-phosphat
(PtdIns(4)P) zeigte ebenfalls eine signifikante Affinitat fir beide Proteine. Die weiteren Membranlipide wurden fur die

fortlaufende Forschungsarbeit aufgrund geringer Affinitatswerte und nicht-signifikanter Ergebnisse nicht weiter verfolgt.

Die Quantifizierung der Membrane Lipid Strips verdeutlichte besonders hohe und signifikante
Affinitaten fur Phosphatidsdure (PA) und Cardiolipin (CL). Trotz der ermittelten Signifikanz fur
Ptdins(4)P, wurde fir die weiteren Experimente der Fokus auf PA und CL gelegt. Fir
Phosphatidylserin (PS) konnte keine Bindung an den Fusionsproteinen mGBP2 oder mGBP7
nachgewiesen werden, obwohl PA und PS sich strukturell sehr ahnlich sind. Aus diesem Grund wurde
PS fur die weiteren Untersuchungen als Kontrolllipid verwendet (fir genauere Informationen tber
PA, CL und PS, siehe Diskussion, Abschnitt 5.2, Abbildung 42 — 44).

Die GUV-Technologie (Giant Unilamellar Vesicles) bietet die Mdoglichkeit, eine kiinstliche Membran
aus ausgewabhlten, in Chloroform-gel6sten Lipiden via Elektroformation aufzubauen. Anhand dieser

Methode kann eine direkte Protein-Lipid-Interaktion analysiert werden (Madl et al., 2016). Die GUVs
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wurden entsprechend der vorausgehenden Ergebnisse mit PA, CL und PS hergestellt (siehe 3.2.9).
Zusatzlich wurden die Membranen mit TexasRed fiir die Detektion im Konfokalmikroskop gefarbt.
Die aufgereinigten, isolierten und GFP-gekoppelten Proteine wurden zusammen mit den
entsprechenden GUVs inkubiert, konfokal-mikroskopisch analysiert und sowohl quantitativ als auch

qualitativ ausgewertet.
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Abbildung 29: Direkte Protein-Lipid-Interaktion der Fusionsproteine mGBP2 und mGBP7 mit Phosphatidsdure und
Cardiolipin. a) Konfokal-mikroskopische Auswertung: GFP-gekoppelte mGBP2- und mGBP7-Proteine interagierten mit
TexasRed-gefarbte PA- und CL-GUVs, aber nicht mit PS-GUVs. Als Kontrolle wurde nicht-fusioniertes GFP-Protein mit PA-
und CL-GUVS gezeigt. Es war keine Interaktion nachweisbar. Der Marker entspricht 5 um. b) Quantitative Auswertung der
mGBP-positiven GUVS: Z&hlung aller mGBP-positiven GUVs auf einer Fliche von 20 mm? nach 0.5 Stunden (h) und 1 Stunde
(h). Dies wurde auch in Anwesenheit von GTP geprift, allerdings zeigte sich kein Einfluss von GTP auf die
GUV-Akkumulation. Es konnte ein Anstieg der Lipid-Akkumulation innerhalb einer Stunde insbesondere fiir Cardiolipin aber
auch fur Phosphatidsdure nachgewiesen werden. c) Qualitative Auswertung der Protein-Fluoreszenzintensitdt an GUVs:

Gezeigt werden die Werte von je 5 unterschiedlichen GUV-Aufnahmen.

Die Analyse der direkten Protein-Lipid-Interaktion der Fusionsproteine mGBP2 und mGBP7 mit
Phosphatidsdure und Cardiolipin in Abbildung 29 ergab, dass sowohl mikroskopisch (29a), quantitativ
(29b) als auch qualitativ (29c) eine spezifische Fluoreszenzintensitdt der GFP-gekoppelten Proteine
an den TexasRed-markierten GUVs nachgewiesen werden konnte. Dabei wurde deutlich, dass die
Fluoreszenzintensitat der Fusionsproteine fiir PA und CL sich signifikant von der PS-Intensitat
unterschied, wodurch eine deutliche Protein-Interaktion zu PA und CL erkennbar war, jedoch nicht
fiir PS, trotz dessen strukturellen Ahnlichkeit zur Phosphatidsdure. Auch die GFP-Kontrollen zeigten
keine Lipid-Interaktion. Des Weiteren konnte die Unabhangigkeit der Proteine von GTP bezlglich der
Lipid-Akkumulation nachgewiesen werden (29b). Nachfolgend wurde an jeweils drei reprasentativen
GUVs die Proteinfluoreszenz entlang der GUV-Oberflache gemessen und grafisch dargestellt, um das

Akkumulationsmuster der mGBPs zu analysieren.
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Abbildung 30: Analyse der Protein-spezifischen Akkumulation der mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine an
Phosphatidsdure- und Cardiolipin-GUVs. a) GFP-mGBP2 an PA- bzw. CL-GUVs: In den Akkumulationsmustern gab es kaum
Unterschiede. Mit Ausnahme einer gleichmaRig verteilten Protein-Akkumulation an dem oberen PA-GUV und einer
ungleichmaRBig verteilten Akkumulation an dem unteren PA-GUV, zeigten die weiteren Akkumulationsmuster ein bis zwei
Peaks mit erhéhter mGBP2-Akkumulation. b) GFP-mGBP7 an PA- bzw. CL-GUVs: Es war ein Unterschied zwischen der
Akkumulation an PA und CL sichtbar. Die PA-Akkumulation zeigte jeweils einen deutlichen Fluoreszenz-Peak mit erhohter
mGBP7-Akkumulation, bei den CL-GUVs war eine unregelméafige Verteilung entlang der gesamten GUV-Oberfldche
detektierbar. Mit Ausnahme der unteren CL-GUV-Auswertung, dessen Akkumulationsmuster nicht den vorherigen

entsprach.

Die Auswertung der Akkumulationsmuster aus Abbildung 30 verdeutlicht, dass die

mGBP2-Akkumulation zwischen den untersuchten Lipiden &dhnlich war, mit jeweils einem Peak

86



Ergebnisse

erhohter mGBP2-Fluoreszenz insbesondere bei der Cardiolipin-Interaktion. Die mGBP7-Akkumulation
unterschied sich zwischen den Lipiden. Wahrend die PA-Akkumulation jener von mGBP2 dhnelte,
ergab die CL-Akkumulation eine unregelmaRige Verteilung entlang der gesamten GUV-Oberflache.
Eventuell sind die Akkumulationsmuster der mGBPs bezliglich der Lipide spezifisch, woflir weitere
Experimente notwendig sind, um dies eindeutig zu belegen.

In vorherigen Ergebnissen dieser Forschungsarbeit (siehe Abbildung 13 — 15) konnte festgestellt
werden, dass in vitro mGBP2 die Rekrutierung und Akkumulation von mGBP7 an T. gondii beeinflusst.
Entsprechend sollte dieses Phanomen anhand der direkten Protein-Lipid-Interaktion durch GUVs
ebenfalls untersucht werden. Daraus resultierend wurden neben den GFP-gekoppelten Proteinen
auch mCherry-gekoppelte Proteine via RFP-TRAP (siehe 3.2.6) aus den Zelllysaten der
entsprechenden Zelllinien isoliert, aufgereinigt und auf ihre GTP-Hydrolyseaktivitat getestet. Die
Kombination an Proteinen (GFP-mGBP2 + mCH-mGBP7, GFP-mGBP7 + mCH-mGBP2) wurde mit

ungefarbten GUVs inkubiert und konfokal-mikroskopisch analysiert.
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Abbildung 31: Nachweis der isolierten, aufgereinigten und aktiven mCherry-gekoppelten mGBP2- und
mMGBP7-Fusionsproteine. Diese wurden per Western Blot mit einem anti-mCherry-Antikorper (siehe 2.1.2) und einem
sekundaren Ziege-anti-Maus-Antikorper, HRP-gekoppelt, bei circa 100 kDa detektiert, durch ein Coomassie Brilliant Blue
Staining auf Reinheit Gberprift und mittels Malachitgriin GTPase Assays auf die Hydrolyseaktivitdt untersucht. Beide
mCherry-gekoppelten Proteine zeigten bei der Zugabe von GTP eine GTPase Aktivitat.

Die Ergebnisse aus Abbildung 31 zeigen die erfolgreiche Isolation und Aufreinigung der aktiven,
mCherry-gekoppelten mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine. Bedingt durch die vorherigen Ergebnisse
der Rekrutierung von mGBP2- und mGBP7-Proteinen an der T. gondii-PVM in vitro (4.1.1, Abbildung
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15), wurden ungefarbte PA- und CL-GUVs nach mGBP2-positiven-, mGBP7-postitiven- oder
mGBP2 + mGBP7-positiven GUVs auswertet.
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Abbildung 32: Interaktionsanalyse der mGBP2- und mGBP7-Fusionsproteine in Bezug auf Lipidbindungen. a) Konfokal-
mikroskopische Aufnahmen von ungefdrbten PA- und CL-GUVs, inkubiert mit einer Kombination aus mGBP2- und
mGBP7-Fusionsproteinen. Die mikroskopischen Aufnahmen ergaben, dass beide Proteine gemeinsam an die GUVs
akkumulieren konnten. Die Akkumulationsmenge der einzelnen mGBPs variierte. Der Marker entsprach 20 um. b) und c)
Quantitative Auswertung der GUV-Akkumulation beider Fusionsproteine in Ab- und Anwesenheit von GTP. Die Gesamtzahl
aller gezadhlten GUVs pro Ansatz wurde auf 100 % gesetzt.

Die Ergebnisse aus Abbildung 32 zeigen, dass die beide Fusionsproteine kombiniert an
GUV-Membranen akkumulieren konnten. Diese Akkumulation geschah unabhangig von GTP. Die
quantitative Auswertung ohne GTP-Zusatz (32b) veranschaulichte signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen mGBP-Fusionsproteinen fiir die PA-Interaktion nach 0,5 Stunden, aber nicht im
Vergleich zu der mGBP-Kombination beider Proteine. Es war ein signifikanter Anstieg mGBP-positiver
PA-GUVs zwischen 0,5 h und 1 h detektierbar. Fiir die CL-Akkumulation wurden zwischen 0,5 h und
1 h keine signifikanten Unterschiede detektiert. Nach einer Stunde war die Anzahl der

doppelt-assoziierten GUVs signifikant erhoht zu den mGBP7-positiven GUVs. Die Zugabe von GTP
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(32c) hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Protein-Lipid-Interaktion. Diese Auswertung
zeigte im Vergleich zu den in vitro Daten keine vergleichbaren Werte, sodass innerhalb des isolierten
GUV-Systems keine generelle gegenseitige Beeinflussung der Fusionsproteine beziiglich der
Lipid-Interaktion ermittelt werden konnte.

Die dargestellten Ergebnisse belegen, dass sowohl mGBP2 als auch mGBP7 eine direkte
Protein-Lipid-Interaktion mit Phosphatidsdaure und Cardiolipin eingehen kdnnen. Diese Interaktion ist
unabhangig von einer GTP-Zugabe und folglich von der GTPase Aktivitat. In Bezug auf die
GUV-Akkumulation bestand keine Rekrutierungs-Hierarchie oder eine untereinander auftretende

Beeinflussung der Fusionsproteine.

4.3. Untersuchung der mGBP7-Bindungsstelle fiir die Lipid-Interaktion

Die Proteine mGBP2 und mGBP7 unterscheiden sich nicht nur durch die Anzahl ihrer Aminosduren
(589 und 638), sondern vor allem durch das zusatzliche Isoprenylierungsmotiv von mGBP2. Dieses
Isoprenylierungsmotiv (CaaX) spielt eine wichtige Rolle bei der Membraninteraktion. Wie bereits
bewiesen, konnen mGBP2-Trunkationsmutanten ohne Isoprenylierungsmotiv nicht mehr an T. gondii
akkumulieren (Degrandi et al., 2013). Das mGBP7-Protein besitzt kein Isoprenylierungsmotiv
(Degrandi et al., 2007). Dennoch konnte eine deutliche, direkte Interaktion von mGBP7 mit
Membranlipiden der T. gondii-PV und Plasmamembran in dieser Arbeit gezeigt werden. Es stellte sich
daher die Frage, mit welcher strukturellen Einheit das mGBP7-Protein trotz fehlendem
Isoprenylierungsmotiv mit Lipiden (PA, CL) interagieren kann. Diese Frage konnte in dieser

Forschungsarbeit beantwortet werden und wird nachfolgend dargestellt.

Versuchsaufbau: Die Untersuchung der mGBP7-Bindestelle fiir Lipid-Interaktionen

Fiir die Untersuchung dieser Fragestellung wurden verschiedene mGBP7-Trunkationsmutanten
hergestellt (siehe 2.4.1.1). Diese Mutanten umfassten entweder eine Kombination unterschiedlicher
MGBP-Domadnen, eine Deletion von den C-terminalen 49 Aminosauren (aufgrund bioinformatischer
Analysen, die diese als essentiell flir Membraninteraktionen detektierten, siehe Legewie et al., 2019)
oder eine K51A-Punktmutation (das Lysin (K) an der 51. Position wurde zu einem Alanin (A) mutiert),
was einen vollstandigen Verlust der GTP-Hydrolyse herbeifiihrt (Legewie et al., 2019). GFP wurde
N-terminal an die neu klonierten mGBP7-Mutanten gekoppelt. Die Mutanten wurden lentiviral in
MGBP7-defiziente MEF-Zelllinien transduziert. Die Isolation und Aufreinigung der GFP-gekoppelten
Proteine fand durch GFP-TRAP statt. In den nachfolgenden Experimenten wurden die Akkumulation
der Trunkationsmutanten an T. gondii-PVs und an Lipide mittels konfokal-mikroskopischer Analysen,

Membrane Lipid Strips und durch die GUV-Technologie untersucht und grafisch dargestellt.

Ergebnisse: Die Identifikation der mGBP7-Bindestelle fiir Lipid-Interaktionen
Die GFP-gekoppelten trunkierten Fusionsproteine wurden mittels Western Blot nachgewiesen. Der
Malachitgriin GTPase Aktivitatsassay wurde zur Untersuchung der GTP-Hydrolyse durchgefihrt, um

die funktionellen Eigenschaften der unterschiedlichen Trunkationsmutanten zu analysieren.
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Abbildung 33: Die Isolation und Aufreinigung der aktiven GFP-mGBP7-Mutantenproteine. a) Schema der hergestellten
mGBP7-Trunkationsmutanten. mGBP7° bestand nur aus der G domain des mGBP7-Proteins, mGBP7"™ aus der Middle- und

E domain, mGBP7"* K51A

Punktmutation in der G1 Region (Stern), welche zu einem vollstandigen Verlust der GTP-Hydrolysefahigkeit fuhrte. b)

wies eine Deletion der C-terminalen 49 Aminosduren auf und mGBP7 beinhaltete eine
Western Blot der GFP-gekoppelten, isolierten Mutationsproteine. Fiir die Detektion wurde ein anti-GFP-Antikdrper und ein
sekunddrer Ziege-anti-Maus-Antikérper, HRP-gekoppelt, verwendet. c) Malachitgriin GTPase Aktivitdtsassay der
Trunkationsmutanten im Vergleich zu GFP-mGBP7 (Weil3). mGBP7° (Grin) und mGBPA*
GTP-Hydrolyseaktivitit, mGBP7"® (Rot) und mGBp7°™ (Blau) zeigten keine GTPase Aktivitat.

(Gelb) zeigten eine

Die Ergebnisse aus Abbildung 33b) zeigen, dass die GFP-gekoppelten trunkierten und mutierten

Proteine exprimiert wurden und die vorausgesetzten molaren Massen aufwiesen. Der
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GTPase Aktivitatsassay (33c) zeigte die Funktion der mGBP G domain auf die GTP-Hydrolyse. Die
alleinige G domain der mGBP7°-Mutante (Griin) hatte eine GTP-Hydrolyse Effizienz vergleichbar zum
Wildtyp (WT) mGBP7. Auch die mGBP7**-Mutante (Gelb) mit einer Deletion der C-terminalen
49 Aminosauren wies eine GTPase Aktivitdt auf, welche keinen signifikanten Unterschied zu
WT mGBP7-Proteinen ergab. Die Mutanten mGBP7"® (Rot) und mGBP7*°** (Blau) zeigten hingegen
keine GTPase Aktivitat. Dies war auf die fehlende G domain innerhalb der Proteinstruktur und die
durchgefiihrte Punktmutation in der G1-Region in der G domain zuriickzufiihren, welche zu dem
Verlust der GTP-Hydrolyse flihrte (siehe Legewie et al., 2019). Die mutierten mGBP7-Proteine

wurden fur weitere Untersuchungen beziglich ihrer Lipidinteraktion verwendet.
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Abbildung 34: Membrane Lipid Strips sowie deren quantitative Auswertung fiir den Nachweis der Lipid-Interaktionen der

mGBP7-Mutanten. a) Beispielhafte Membran Lipid Strips zur Testung einer potenziellen Lipid-Affinitdt der einzelnen

GFP-gekoppelten mGBP7-Mutanten. Die Detektion wurde mit einem anti-GFP-Antikorper und einem sekundaren

Ziege-anti-Maus-Antikérper, HRP-gekoppelt, durchgefiihrt. b) Quantitative Auswertung der Membrane Lipid Strips anhand

von mindestens drei Replikaten pro Trunkationsmutante. Fiir die weitere Analyse wurde der Fokus auf Phosphatidsaure

und Cardiolipin gelegt. Die Gbrigen Lipide wurden aufgrund der geringen Bindungsaffinitaten und nicht-signifikanter Werte

nicht weiter bericksichtigt.
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Die Auswertungen der Membrane Lipid Strips in Abbildung 34 in Bezug auf potenzielle
Lipid-Affinitaten der einzelnen Mutanten ergab starke Unterschiede zwischen den verschiedenen
mGBP7-Varianten. Das GFP-mGBP7°-Protein zeigte keine signifikanten Lipidbindungen.
GFP-mGBP7“®  zeigte trotz fehlender GTPase Aktivitit &hnliche Lipid-Affinititen und
Bindungseigenschaften wie GFP-mGBP7. Dies galt auch fir die GFP-mGBP7*"*-Mutante. Bei der
GFP-mGBP7**~Mutante waren optisch schwache Bindungseffekte zu PA, CL und PtdIns(4)P
detektierbar. Die quantitative Auswertung der Lipid Strips zeigte, dass diese Bindungseffekte
signifikant verschieden zu GFP-mGBP7 waren. Nachfolgend wurde eine Analyse der in vitro
Proteinlokalisation der Mutanten in T. gondii infizierten Zellen durchgefihrt, welche zur weiteren
Aufklarung der Akkumulationseigenschaften diente. Dazu wurden mGBP7”" Zellen mit den
entsprechenden Konstrukten lentiviral transduziert. Die neu generierten mGBP7-defizienten, mit den
mutierten Proteinen rekonstituierten Zelllinien, wurden mit T. gondii infiziert und nach 2 h
Infektionszeit fir die Airyscan Mikroskopie fixiert. Die T. gondii-PV wurde mit einer
anti-SAG1-Antikorperfarbung und dem sekundadren AlexaFluor633-Antikérper visualisiert (siehe
2.1.2). Zudem wurde die Proteinlokalisation der Mutanten in uninfizierten Zellen untersucht, in
denen mGBP7 normalerweise in zytosolischen VLS vorliegt (Degrandi et al., 2007; Legewie et al.,

2019).
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Abbildung 35: In vitro Lokalisation der GFP-mGBP7-Mutantenproteine im Vergleich zu GFP-mGBP7. Die Zellen wurden
16 Stunden vor der Fixierung mit IFNy stimuliert und nach 2 h fixiert. a) Lokalisation der Mutantenproteine im Vergleich zu
mGBP7 wahrend einer T. gondii-Infektion. Fir die T. gondii-Farbung wurde eine anti-SAG1-Antikorperfarbung mit dem
sekunddren Antikorper AlexaFluor633 (Cyan) durchgefiihrt und DAPI fir die DNA-Farbung (Blau) verwendet. Die Mutanten
GFP-mGBP7° und GFP-mGBP7** zeigten keine T. gondii-PVM Akkumulation. Der Marker entspricht 2 um. Pro Ansatz und
Zelllinie wurden jeweils mindestens 100 Parasiten gezadhlt und quantitativ ausgewertet. c) Mutationszellen im Vergleich zu
mGBP7”” GFP-mGBP7. Die mGBP7-Proteine formieren sich unter IFNy-Stimulation ohne T. gondii-Infektion in sogenannten
VLS. Fir die Mutantenproteine war dieser Effekt nicht nachweisbar. Der Marker entspricht 10 um.
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Die in Abbildung 35 dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die GFP-fusionierten

Trunkationsproteine mGBP7° und mGBP7**

wahrend einer T. gondii-Infektion nicht an die PVM des
Parasiten akkumulieren konnten. Die Fusionsproteine mGBP7"® und mGBP7*** zeigten weiterhin
eine effektive Akkumulation an die T.gondii-PVM. Die PVM-Assemblierung der mGBP7*™*
Fusionsproteine wirkte vergleichsweise zu der direkten Akkumulation der mGBP7"*-Proteine an die
PVM , locker assoziiert”. Die quantitative Auswertung der mGBP-Akkumulation an die T. gondii-PVM
bestatigt die initialen Ergebnisse. Die Auswertung verdeutlichte die signifikanten Unterschiede
zwischen den mGBP7-, mGBP7“:- und mGBP7K51A—Fusionsproteinen zu den mGBP7°- und
mGBP7"* -Fusionsproteinen, die einen Verlust der T. gondii-Akkumulationsfihigkeit aufwiesen. In
den uninfizierten, stimulierten Zellen lokalisierte das GFP-mGBP7-Fusionsprotein in VLS. Diese
Lokalisation war in keiner der Zelllinien mit den mGBP7-Mutanten nachweisbar. Nachfolgend wurde
die direkte Lipid-Interaktion der mGBP7-Mutanten untersucht. Dafiir wurde erneut die
GUV-Technologie mit PA- und CL-GUVs verwendet.

G-mGBP7 G-mGBP7

G-mGBP7¢ G-mGBP7¢

G-mGBP7VE G-mGBP7ME
G-mGBP7249 G-mGBP74*
o

Abbildung 36: Analyse der direkten Lipid-Interaktion der GFP-fusionierten mGBP7-Mutanten an Phosphatidsaure und

Cardiolipin im Vergleich zu GFP-mGBP7. Im Allgemeinen war die mGBP7-GUV-Interaktion starker im Vergleich zu den
Mutanten-Interaktionen an die GUVs. Dennoch war eine GFP-mGBP7"® und GFP-mGBP7 "™
auch fiir CL detektierbar. Die Aufnahmen der mGBP7°- und mGBP7**

Interaktion sowohl fiir PA als
-Fusionsproteine zeigten das Vorhandensein und die

Verteilung der Proteine um die GUVs, allerdings keine spezifische Interaktion mit den Lipiden. Der Marker entspricht 5 pm.

In Abbildung 37 wird die direkte Protein-Lipid-Interaktion der mGBP7-Mutanten zu Phosphatidsdure
und Cardiolipin dargestellt. Auffillig war, dass die vorherigen Interaktionsergebnisse der

mGBP7-Fusionsproteine zu PA und CL, trotz gleicher Vorgehensweise und Konditionen, wesentlich

eindeutiger und stirker nachweisbar waren. Fir die mGBP7" -, sowie mGBP7*°"
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war eine Interaktion zu PA und CL detektierbar. Die mGBP7°-Fusionsproteine wiesen das geringste
Und MGBP7-Mutante

C-terminalen 49 Aminosduren zeigte deutliche Unterschiede im Vergleich zu GFP-mGBP7, indem

Lipid-Interaktionspotential auf. auch die mit der Deletion der
keine Interaktion an PA oder CL detektiert werden konnte. Die GFP-gekoppelten Proteine waren zwar
im Hintergrund sichtbar, aber es war keine direkte Interaktion zwischen diesen und der
TexasRed-gefarbten Lipiden in den GUVs zu detektieren. Die in diesem Abschnitt dargestellten
Ergebnisse zeigten den Effekt von fehlenden mGBP-Domanen oder Aminosauren auf das mGBP7-
Fusionsprotein bezlglich der Lipidinteraktion an PA und CL, sowie auf die intrazelluldre Lokalisation
im Zellzytosol und an der T. gondii-PVM. Besonders auffillig war die nichtvorhandene Akkumulation
an T. gondii-PVMs oder direkt an PA- und Cl-Lipiden, sobald die mGBP7-E domain vollig oder
zumindest teilweise fehlte. Entsprechend dieser Ergebnisse wurden fir die nachfolgenden
Untersuchungen zwei weitere Trunkationsmutanten fir eine detailliertere Charakterisierung der
Die mGBP7°%-

mGBP7**-Trunkationsmutanten wiesen eine Deletion der C-terminalen 20-, beziehungsweise

C-terminalen  mGBP7-Aminosduren, hergestellt. GFP-fusionierten und

30 Aminosduren auf (siehe 2.4.1.1) und wurden lentiviral in mGBP7-defiziente MEF Zelllinien
transduziert. Die Analyse und Charakterisierung dieser Trunkationsproteine verlief vergleichsweise zu

den vorherig behandelten mGBP7-Trunkationsmutanten.
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Abbildung 37: Nachweis der GFP-gekoppelten Deletionsmutanten mGBP7** und mGBP7"*, isoliert und aufgereinigt aus

A20

transduzierten mGBP7”" MEFs, durch GFP-TRAP Beads (siehe 3.2.6). a) Schema der Deletionsmutanten mGBP7"“" und

mGBP7** im Vergleich zu mGBP7. b) Nachweis der GFP-gekoppelten Deletionsmutanten durch einen Western Blot mit
einem anti-GFP-Antikorper und einem sekundaren Ziege-anti-Maus-Antikorper.

Diese isolierten und durch einen Western Blot charakterisierten GFP-gekoppelten Fusionsproteine

A49

wurden im Vergleich zu GFP-mGBP7 beziehungsweise zu GFP-mGBP7~"" mit Membrane Lipid Strips

inkubiert (siehe 3.2.8), um spezifische Interaktionen mit Lipiden zu untersuchen.
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Abbildung 38: Auswertung von Membrane Lipid Strips bezlglich der Lipid-Interaktionen der Deletionsmutanten
GFP-mGBP7"%° (Blau) und GFP-mGBP7"*° (Petrol) im Vergleich zum WT GFP-mGBP7 (WeiR) und der Deletionsmutante

GFP-mGBP7"* (Gelb). Fur die Detektion der Lipid-Interaktion wurden ein Anti-GFP-Antikérper und ein sekundarer

Ziege-anti-Maus-Antikorper, HRP-gekoppelt, verwendet.

Die Auswertung der in Abbildung 38 dargestellten Ergebnisse veranschaulicht die potenziellen
Lipid-Interaktionen der GFP-fusionierten Trunkationsmutanten mGBP7° und mGBP7**, ohne einen
detektierbaren Effekt auf die PA-Interaktion im Vergleich zum vollstdndigen mGBP7-Fusionsprotein.
Dieser Effekt wurde durch einen signifikanten Unterschied erst bei einer Deletion von
49 Aminosauren ersichtlich. Eine Deletion von nur 20 Aminosduren hatte hingegen signifikante
Auswirkungen auf die Protein-Cardiolipin-Interaktion. Auffillig war zudem die erhohte Lipid-Affinitat
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zu Ptdins(4,5)P, der mGBP7°%°- und mGBP7A3°-Fusionsproteine, welche zuvor bei den anderen
Trunkationsmutanten sowie beim mGBP7-Fusionsprotein (Abbildung 34) nicht beobachtet werden
konnte. Diese Beobachtung wurde im Verlauf dieser Arbeit nicht weiter analysiert. Dennoch sollten
weitere Experimente fiir eine Aufklarung dieses Phdnomens durchgefiihrt werden. Nachfolgend
wurde die in vitro Lokalisation der Trunkationsmutanten GFP-mGBP7**° und GFP-mGBP7"* im
Vergleich zu GFP-mGBP7 und GFP-mGBP7** konfokal-mikroskopisch untersucht und die
T. gondii-Akkumulation gemaR der zuvor beschriebenen Methodik analysiert.
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Abbildung 39: In vitro Lokalisation sowie quantitative Auswertung der mGBP-Akkumulation an T. gondii-PVMs der
Deletionsmutanten GFP-mGBP7"%° (Blau) und GFP—mGBP7A3O(PetroI) im Vergleich zu GFP-mGBP7 (Weil) und GFP-mGBP7"*
(Gelb). Die T. gondii-Farbung wurde mittels anti-SAG1-Antikdrper und AlexaFluor633-Antikorper gewahrleistet. Der Marker
entspricht 5 um.

Die Ergebnisse der in Abbildung 39 dargestellen in vitro Lokalisation und T. gondii-Akkumulation der
GFP-mGBP7-Trunkationsmutaten im Vergleich zu GFP-mGBP7 zeigen, dass eine Deletion von
20 Aminosduren zu keinem signifikanten Unterschied im Vergleich zu GFP-mGBP7 fihrte. Bei einer

Deletion von 30 Aminosauren, wurde der Unterschied signifikat verschieden mit einer abnehmenden
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Akkumulation zu T. gondii-PVs. Diese Werte unterschieden sich dennoch weiterhin signifikant zu den
Werten der mGBP7**-Mutanten. Diese Ergebnisse wurden in Abbildung 40 zusammengestellt.

mGBP-Akkumulation

an T. gondii
1 G domain M domain Edomain 638
mGBP7 [N [ R — 44,42 %
1 G domain M demain E domain®20 618
mGBP7520 [ [ [ [ |— e 24,67%
1 G domain M domain 608
mGBP7830 [ [ [ [ — ] 12,42 %
1 G domain M domain E domain2¥? 589
mGBP744 [ [ [ — 1,65%

Abbildung 40: Zusammenstellung der T. gondii-Akkumulationsfrequenz der mGBP7-Deletionsmutanten (GFP-mGBP7A20,

GFP-mGBP7"*, GFP-mGBP7"*) im Vergleich zu GFP-mGBP7.

Zusammenfassend wurde anhand der Untersuchungen die Bedeutung der mGBP7 E domain und
besonders der C-terminalen 49 Aminosauren, fir die Fahigkeit von mGBP7 an die T. gondii-PV zu
rekrutieren, belegt. Die C-terminalen 49 Aminosauren sind notwendig um eine spezifische
Lipid-Interaktion zwischen den mGBP7-Fusionsproteinen zu Phosphatidsdure und Cardiolipin zu
ermoglichen. Bei einem Verlust dieser 49 Aminosduren, war eine Akkumulation der
MGBP7-Fusionsproteine an die T. gondii-PVM nicht mehr nachweisbar. Die detaillierte Analyse der

A20 und

C-terminalen 49 Aminosduren durch zwei weitere Trunkationsmutanten GFP-mGBP7
GFP-mGBP7"*°, demonstrierte die unterschiedlichen Auswirkungen der Aminosauren-Deletionen auf
die PA- und CL-Protein-Interaktion. Folglich ist in den 49 C-terminalen Aminosauren die
mGBP7-Lipidbindestelle enthalten, die durch geeignete Deletionen und Punktmutationen zukiinftig

weiter analysiert werden muss.
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5. Diskussion

Der intrazelluldare Parasit Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein Beispiel fiir einen ,erfolgreichen”
protozooischen Parasiten, der weltweit verbreitet ist. Es wird angenommen, dass etwa ein Drittel der
Weltbevolkerung infiziert ist, davon etwa 30—50 % chronisch. Die Weltgesundheitsorganisation
WHO schatzt, dass in Europa etwa 20 % der Krankheitslast der durch Lebensmittel ibertragenen
Krankheiten durch T. gondii-Infektionen bedingt sind (Havelaar et al., 2010; Montoya und Liesenfeld,
2004; Torgerson und Mastroiacovo, 2013). Anhand dieser Daten sind in Deutschland jahrlich etwa
6 390 Infektionen wahrend einer Schwangerschaft und 345 Infektionen bei Neugeborenen mit
klinischen Symptomen zu erwarten, was die Anzahl der gemeldeten Fille bei weitem Ubertrifft
(Wilking et al., 2016; Robert Koch Institut, 2018). Griinde fiir die Unterschiede zwischen erwarteter
und reell gemeldeter Anzahl der Neuinfektionen sind die teilweise unauffalligen Symptome, die
primar auf andere Krankheiten schlieBen lassen konnen und/oder eine Unterfassung des
entsprechenden Meldesystems (Torgerson und Mastroiacovo, 2013). Die kongenitale Infektion, das
heiBt die transplazentare Parasitenlbertragung zum Fotus bei einer erstmaligen Infektion wahrend
einer Schwangerschaft, wird von der Weltgesundheitsorganisation WHO mit einer jahrlichen Fallzahl
von 190 000 Kindern benannt und als eine ,unterschdtze Belastung mit erheblichen Folgen”
eingestuft (Torgerson und Mastroiacovo, 2013).

Die STAT1-abhdngige Transkription IFNy-induzierter Effektorproteine fihrt zu der spezifischen
Immunreaktion gegen T. gondii. Zu diesen IFNy-induzierten Effektorproteinen gehéren GTPasen,
iNOS und IDO (Collazo et al., 2001; Darnell et al., 1994; Degrandi et al., 2007; Pestka et al., 1987,
Pfefferkorn, 1984; Scharton-Kersten et al., 1997). Zu den Familien der GTPasen gehoéren die
p65 Guanylat-bindenden Proteine (GBPs) (Cheng und Townley, 1983; Cheng et al., 1985; Gupta et al.,
1979). Sie vermitteln zellautonome Immunitat (Degrandi et al., 2013; MacMicking, 2012; Meunier et
al., 2015; Pilla et al., 2014) und spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr gegen prokaryotische und
eukaryotische Pathogene (Degrandi et al., 2007; Janeway 2001; Haller et al., 2015; Carter et al., 2005;
Kravets et al., 2016; Lindenberg et al., 2017; Steffens et al., akzeptiert). Eine Infektion durch T. gondii
flihrt zu einem Wechselspiel verschiedener immunregulatorischer Mechanismen und Interaktionen,
zu der Aktivierung verschiedenster Signalkaskaden und der dadurch resultierenden Inhibition der
Parasiten-Replikation mit dem finalen Abbau von T. gondii. Im Gegenzug konnte T. gondii evolutionar
angepasste Reaktionen und Mechanismen entwickeln, die die Wirtsabwehr manipulieren und
modulieren.

Die spezifische Rolle der GBPs wéahrend einer T. gondii-Infektion mit der Akkumulation an die PVM
sowie der Abbau der Parasiten sind noch weitgehend ungeklart. Auch der PV-Membranaufbau und
die Lipid-Interaktionen der GBPs an dieser Membran sind bisher unbekannt.

Die vorliegende Forschungsarbeit behandelt Mitglieder des murinen GBP-Systems (mGBPs) und
analysiert die Rekrutierungsdynamik verschiedener mGBPs an Pathogenmembranen am Beispiel des
Infektionsmodells von T. gondii. Die anfanglich aufgestellten Ziele dieser Arbeit basierten auf den
vorher bekannten Ergebnissen von mGBP7-defizienten Mausen nach einer T. gondii-Infektion und

der daraufhin beobachteten Mortalitdtsrate (100 %) wahrend der akuten Infektionsphase (siehe
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Abschnitt 1.3.1, Abbildung 4, Steffens et al., akzeptiert). Vergleichsweise zeigten infizierte
mGBP2-defiziente Mause eine Mortalitdtsrate von circa 30 % wahrend der akuten Infektion und von
70 % in der chronischen Phase, 60 Tage nach der T. gondii-Infektion. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass sich in mGBP7-defizienten Mausen eine erhdohte Parasiten-Anzahl in der Milz, Leber
und der peritonealen Flussigkeit befand. Auferdem wurde eine gesteigerte Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen und die Entwicklung eines ausgeprdagten Aszites durch
Dr. C. Beuter-Gunia nachgewiesen (Steffens et al., akzeptiert). Diese Forschungsarbeit analysiert die
spezifische mGBP-Akkumulation, insbesondere von mGBP7, an die T. gondii-PVM, die ausfiihrliche
Untersuchung von Kolokalisationen, detaillierte Rekrutierungs- und Akkumulationsanalysen mit
weiteren Mitgliedern der mGBP-Familie, sowie spezifische Lipid-Interaktion im Vergleich zu mGBP2,

welches im Gegensatz zu mGBP7 ein membraninteragierendes Isoprenylierungsmotiv aufweist.

5.1.1 Die Interaktion von mGBP7 mit dem obligat-intrazellularen Parasiten
Toxoplasma gondii

Die wichtigste Eigenschaft einer spezifischen Immunreaktion ist die Unterscheidung korpereigener
und korperfremder Antigene, wie zum Beispiel die Erkennung eines korperfremden
T. gondii-Parasiten wahrend der Wirts-Zellinvasion. Durch verschiedene Immunsystem-spezifische
Mechanismen, wie beispielsweise durch die PRR-Bindung an Pathogen-assoziierten molekularen
Oberflaichenmustern oder einer Detektion durch T-Zell- und B-Zell-Rezeptoren, kann eine Erkennung
von korperfremden Strukturen erfolgen (Bluestone et al., 2009; Boehm und Swann, 2014; Hoffmann
et al., 1999; Janeway, 2001; Janeway und Medzhitov, 2002; Sugamura et al., 2004; Williams et al.,
1991). In der Folge wird eine zellulare Immunantwort mit der Produktion des Schlisselzytokins
Interferon-y (IFNy) durch CD4+ oder CD8+ T-Zellen und NK-Zellen aktiviert. IFNy aktiviert einen
nachfolgenden JAK-STAT-Signalweg mit einer Transkription spezifischer Effektorproteine (Boehm et
al., 1997; Briscoe et al., 1996; Darnell et al., 1994; Ealick et al., 1991; Greenlund et al., 1994; |hle und
Kerr, 1995; Kotenko et al., 1995; Schroder et al., 2004).

Die Interaktionsstudien von mGBP7 begannen mit in vitro Untersuchungen via Live Cell Imaging
Movies. Daflir wurden durch Elektroporation mCherry-exprimierende ME49-Parasiten (T. gondii Typ
[I-Stamm) hergestellt und auf ihre Zellinvasion in mGBP7-defizienten MEF-Zellen, welche stabil
GFP-gekoppelte mGBP7-Proteine konstitutiv exprimierten, analysiert. Die Live Cell Imaging
Mikroskopie bietet die Moglichkeit, eine dynamische Interaktion der Fusionsproteine mit T. gondii in
lebenden Zellen zu beobachten. Die in Abbildung 7 (siehe Abschnitt 4.1.1) dargestellten Aufnahmen
zu den entsprechenden Beobachtungszeitpunkten des Live Cell Imaging Videos, zeigten eine
Zellinvasion des mCherry-T.gondii und die darauffolgende Rekrutierung und Akkumulation des
Effektorproteins GFP-mGBP7 an der T. gondii-PVM. Transduziertes GFP-mGBP7 benétigt kein IFNy als
Expressionsfaktor, da es konstitutiv unter der Kontrolle des EFla Promotors exprimiert wird.
Dennoch wurden die Zellen 16 Stunden vor der T. gondii-Infektion mit IFNy stimuliert, da in
vorangegangen Studien gezeigt werden konnte, dass heterolog exprimierte mGBPs fur die
Rekrutierung zur PV den IFNy-Stimulus bendtigen (Degrandi et al., 2007). Es ist bislang unklar, ob

IFNy in diesen Féllen zu einer Expression von akzessorischen Proteinen fihrt die fur die Rekrutierung
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zur PV essentiell sind. Die mGBP7-Lokalisation im Zellzytosol ist in Vesikel-dhnlichen Strukturen (VLS)
im unifizierten Zustand vorzufinden. Erste Aufnahmen derartiger Strukturen mit Hilfe korrelativer
Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM) lassen vermuten, dass die VLS von einer Membran
umgeben sind und die Protein-Lokalisation regulieren. Ahnliche Strukturen konnten auch fiir weitere
MGBPs nachgewiesen werden (Kravets et al., 2016; Degrandi et al., 2013; Degrandi et al., 2007). Die
Lokalisation dieser mGBP7-VLS nahe einer T. gondii-PV lasst vermuten, dass eine Fusion der VLS mit
der PVM erfolgt, wodurch sich der Inhalt dieser entleert und in einer lokalen Akkumulation der
Fusionsproteine an der T. gondii-PVM resultiert. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass
sich an der PVYM mGBP2-Proteinkomplexe bestehend aus bis zu 8 000 mGBP2-Protomeren ausbilden
kénnen (Kravets et al.,, 2016). In dieser Forschungsarbeit konnte ebenfalls eine deutliche
Akkumulation von einer Vielzahl an mGBP7-Fusionsproteinen an der T. gondii-PVM beobachtet
werden (siehe Abschnitt 4.1.1, Abbildung 7, nach 110 Minuten Beobachtungszeit), sodass diese sich
moglicherweise ebenso zu supramolekularen Komplexen an der PVM anordnen.

Als weitere mikroskopische Verfahrensmethode wurde die Airyscan Mikroskopie verwendet. Mit
Hilfe dieser Methode kann eine hohere Photonenanzahl bei einer gleichzeitigen Erhéhung des
Signal-Rauschverhaltnis detektiert werden, wodurch eine deutlichere Auflésung spezifischer
Strukturen moglich ist (Huff, 2015; Muller und Enderlein, 2010; Sheppard et al., 2013; York et al.,
2012). Bedingt durch das erhohte Detektionsvermogen konnte die Lokalisation von GFP-mGBP7 an
der T. gondii-PVM sowie T. gondii-Plasmamembran verdeutlicht werden (Abschnitt 4.1.1, Abbildung
8). Entsprechend sind Ruptur-Effekte der PV vorrausgegangen, wodurch das mGBP7-Fusionsprotein
diese penetrieren, durch einen unbekannten Mechanismus ins Vakuolenlumen eintreten und
schlieBlich direkt an der Plasmamembran akkumulieren konnte. Dieser Mechanismus konnte auch
fiir weitere mGBPs beschrieben werden (Kravets et al., 2016; Degrandi et al., 2012; Steffens et al.,
akzeptiert). Folglich wird vermutet, dass die mGBP7-Akkumulation einen direkten Einfluss auf die
Integritdt des Parasiten ausilibt und zu einem verringerten Parasitenwachstum flhrt (Steffens et al.,
akzeptiert). Die hohe Mortalitdtsrate mGBP7-defizienter Mause wahrend einer T. gondii-Infektion
bestatigt diese Vermutung (Abschnitt 1.3.1, Abbildung 4, Steffens et al., akzeptiert).

Anhand dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob mGBP7 direkt mit den Membranen interagiert
und dabei die Integritdt der PVM sowie Plasmamembran von T. gondii beeinflusst, oder ob hierfir
weitere, mit mGBP7 interagierende Proteine notwendig sind und es sich um eine indirekte
Beeinflussung handelt. Dieser Fragestellung wird im Verlauf dieser Diskussion weiter nachgegangen.
Eine Untersuchungsmethode dieser Fragestellung stellte die korrelative Licht- und
Elektronenmikroskopie (CLEM) dar, welche in Kooperation mit der AG Hensel an der Universitat
Osnabrick ausgefuhrt wurde. Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich lokal begrenzte Bereiche
sowohl lichtmikroskopisch als auch elektronenmikroskopisch zu analysieren. In dieser
Forschungsarbeit wurden PV-akkumulierende mGBP7-Fusionsproteine konfokal-mikroskopisch
lokalisiert und durch die Elektronenmikroskopie strukturell analysiert (Abschnitt 4.1.1, Abbildung 9).
Entsprechend konnten die T. gondii-PV und daran akkumulierende Proteinstrukturen charakterisiert
werden, wodurch eine Vielzahl an tubuldren Strukturen visualisiert wurden (Abschnitt 4.1.1,

Abbildung 9b), welche das konfokal-mikroskopisch detektierte GFP-Signal der transduzierten
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MGBP7-Fusionsproteine emittierten. Es ist demnach denkbar, dass mGBP7-Proteine dichte, an der
PVM-akkumulierende Proteinkomplexe ausbilden, welche eine tubuldre Struktur aufweisen. Diese
Tubuli-Strukturen waren auch in weiteren CLEM-Aufnahmen detektierbar. Die in Abbildung 9c) und
9d) (siehe Abschnitt 4.1.1) dargestellten Aufnahmen zeigten erneut derartige Strukturen, direkt
akkumulierend an der Plasmamembran des Parasiten. Die Wo&lbung dieser Membran (Abschnitt
4.1.1, Abbildung 9d), Oranger Pfeil) direkt bei den akkumulierenden tubuldren Strukturen, lies auf
einen direkten, durch die Tubuli-Strukturen ausgelibten Einfluss auf die Plasmamembran schlieBen.
Erneut entsprachen die tubularen Strukturen den konfokal-mikroskopisch detektierten GFP-Signalen
der  mGBP7-Fusionsproteine.  Allerdings war das  GFP-Signal um die gesamte
T. gondii-Plasmamembran lokalisiert, die tubuldren Strukturen jedoch begrenzt auf eine Position.
Konfokal-mikrokopisch werden nur die fusionierten GFP-Konstrukte an mGBP7 dargestellt und nicht
das vollstandige Protein. Es kann vermutet werden, dass die tubuldren Strukturen gréReren Mengen
der oligomerisierten mGBP7-Proteinen und kolokalisierenden Interaktionsmolekiilen entsprechen,
aber nicht dem konfokal-mikroskopisch detektierten GFP. Des Weiteren kénnte es sich um noch
unbekannte Molekile handeln, die durch mGBP7 an diese Position hin rekrutiert wurden. Dies
bezliglich gibt es noch einige offene Fragen. In der Veroffentlichung von Shydlovskyi und Zienert
wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von humanen GBP1 gezeigt. Sie berichten von
ringférmigen und gestreckten, stabchenahnlichen Strukturen (Shydlovskyi et al., 2017). Entsprechend
besteht eine Moglichkeit, dass gewisse Konditionen wie das Vorhandensein von GTP,
Dimerisierungsprozesse, Ansammlungen in VLS und die Interaktion mit anderen Molekiilen, die
strukturellen Eigenschaften der humanen und murinen GBPs beeinflusst. Um genauere Aussagen
diesbezliglich zu fallen, sind weitere CLEM-Aufnahmen notwendig.

Zusammenfassend konnten direkte Akkumulationen von mGBP7 an der T. gondii-PVM, und nach
einer Ruptur dieser, ebenfalls an der Plasmamembran von T. gondii nachgewiesen werden. In
uninfizierten Zellen wurde mGBP7 in VLS im Zellzytosol vorgefunden. Mittels Elektronenmikroskopie
konnten Tubuli-Strukturen, am Ort des GFP-Signals der konfokal-mikroskopisch detektierten
GFP-mGBP7, nachgewiesen werden. Diese Strukturen kénnten mGBP7-Proteinkomplexe darstellen,
doch missen diesbezliglich weitere CLEM-Untersuchungen an T.gondii infizierten
mGBP7” GFP-mGBP7 MEF-Zellen durchgefihrt werden.

5.1.2 Kolokalisationsanalysen zwischen mGBP7 und weiteren Mitgliedern der

mGBP-Familie

Es ist bereits fir mGBP2 bekannt, dass dieses Mitglied der mGBP-Familie hauptsachlich
Homo-Oligomere und in geringer Menge Hetero-Oligomere mit mGBP1 und mGBP3 in VLS bildet. In
diesen Komplexen kann es an die PVM des Parasiten akkumulieren (Kravets et al., 2016). Fir mGBP7
konnte ebenfalls die Lokalisation in VLS und die Akkumulation an der PV-Membran sowie
Plasmamembran nachgewiesen werden. Entsprechend entstand die Frage, ob mGBP7, dhnlich wie
mGBP2, mit anderen mGBPs Protein-Kolokalisationen ausbildet und in VLS sowie direkt an den
T. gondii-Membranen vorzufinden ist. Dies wurde anhand von drei mGBP-Mitgliedern untersucht,

welche im murinen Genom auf unterschiedlichen Chromosomen kodiert sind (Abschnitt 1.3,
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Abbildung 2): mGBP2 mit einer C-terminalen CaaX-Seite (lIsoprenylierungsmotiv), welche
posttranslational durch eine Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Transferase modifiziert wird und in eine
spezifischen Membraninteraktion resultiert (Cheng et al., 1991; Kravets et al., 2016; Praefcke et al.,
1999; Prakash et al., 2000; Stickney und Buss, 2000); mGBP3, welches mit mGBP7 und mGBP2 auf
dem Chromosom 3 im gleichen mGBP-Cluster vorliegt und eine hohe Sequenzidentitdt zu mGBP7
aufweist, jedoch kein Isoprenylierungsmotiv besitzt; und mit mGBP6, welches auf dem Chromosom 5
vorliegt und ebenfalls kein Isoprenylierungsmotiv aufweist. Fir die Kolokalisationsanalysen zwischen
den mGBP-Proteinen wurden doppelt transduzierte mGBP7”7 MEF Zelllinien hergestellt. Innerhalb
dieser Zelllinien war GFP stets N-terminal an mGBP7 gekoppelt und die weiteren, transduzierten

MGBP-Proteine immer N-terminal mit mCherry fusioniert.

Kolokalisationsanalysen zwischen mGBP7 und mGBP2
In vorherigen Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass mGBP2 nach der Disruption oder
Permeabilisierung der T. gondii-PVM direkt an die Plasmamembran akkumuliert (Degrandi et al.,
2007; Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2016). Dieser Mechanismus wird unterstiitzt durch die
Formation groBer mGBP2 - Multimere an der T. gondii-PV und der Interaktion von mGBP2 mit
mGBP1 und mGBP3. In vivo Experimente verdeutlichten, dass mGBP2 - defiziente Mause eine
erhohte Suszeptibilitdat in T. gondii-Infektionen aufzeigten und folglich eine wichtige Rolle in der
Immunabwehr von T. gondii einnimmt (Degrandi et al., 2013).
Die Untersuchungen dieser Forschungsarbeit mittels Live Cell Imaging Movies, Kolokalisations- und
Korrelationsberechnungen sowie Daten aus Steffens et al., ergaben, dass mGBP2 und mGBP7 sich in
verschiedenen VLS nach einer IFNy-Stimulation in uninfizierten Zellen lokalisieren (Steffens et al.,
akzeptiert). Nach einer Infektion mit T. gondii, rekrutieren sowohl mGBP2 als auch mGBP7 an die
T. gondii-PVM. Die Rekrutierungs-Mechanismen verlaufen durch unterschiedliche kinetische
Prozesse, wobei nach zwei Stunden T. gondii-Infektion mGBP2 in hoher Dichte an die PVM rekrutiert
ist und mGBP7 in geringerer Anzahl folgt (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 13 und Abbildung 15).
Dieser Rekrutierungs-Verlauf wurde bestatigt durch die hochauflésende STED-Mikroskopie, die eine
gemeinsame Akkumulation von mGBP2 und mGBP7 in dhnlicher Protein-Dichte an der T. gondii-PVM
zu einem spaten Infektionszeitpunkt (6 h nach der Infektion) zeigte, was zuvor durch die
SIM-Mikroskopie und 2 h nach T. gondii-Infektion nicht nachgewiesen werden konnte (siehe
Abschnitt 4.1.2, Abbildung 12). Die detaillierte Rekrutierungs- und Akkumulationsanalyse von mGBP2
und mGBP7 in T. gondii infizierten, mGBP2- oder mGBP7-defizienten Zellen mit lentiviral
transduzierten, fluoreszenten mGBPs und der Quantifizierung mGBP-positiver T. gondii ergab, dass
die Rekrutierung und Akkumulation an den T. gondii-PVs von mGBP7 in Abwesenheit von mGBP2
signifikant reduziert ist (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 14). Diese signifikante Reduktion vom
transduzierten mGBP7 wurde aufgeldst, sobald mGBP2 in die mGBP2-defiziente Zelllinie
rekonstituiert wurde. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass zwischen mGBP2 und mGBP7 eine
Rekrutierungs-Hierarchie besteht, in der mGBP2 primar an die T. gondii-PVM rekrutiert und somit die
Rekrutierung und Akkumulation vom sekundaren, nachfolgenden mGBP7 und dessen antimikrobielle
Funktion, beeinflusst. Die hauptsachliche und primare Anlagerung von mGBP2 verlauft innerhalb der
ersten 90 Minuten nach der T. gondii-Infektion, woraufhin die Akkumulation von mGBP7 zunimmt
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und nachfolgend beide Proteine an der T. gondii-PVM und ebenfalls direkt an der
T. gondii-Plasmamembran lokalisieren. In Anbetracht der Ergebnisse aus Abschnitt 4.1.1, Abbildung
7, wirken diese Erkenntnisse (berraschend. In Abbildung 7 konnte die Rekrutierung und
Akkumulation direkt an der T. gondii-PV des mCherry exprimierenden Parasiten von GFP-mGBP7 im
Live Cell Imaging Movie beobachtet werden. Anhand der Aufnahmen ist davon auszugehen, dass
MGBP7 nach circa 88 Minuten Beobachtungszeit die T. gondii-Akkumulation in hoher Protein-Dichte
vollzieht. Innerhalb dieser Untersuchungen war nur GFP-mGBP7 mit Fluoreszenz markiert, weswegen
keine weiteren mGBP-Mitglieder konfokal-mikroskopisch detektiert werden konnten. Der genaue
Invasionszeitpunkt von mCherry-T.gondii in die Zelle ist anhand der Aufnahmen nur spekulativ aber
nicht definitiv festzustellen. Allerdings ist aufgrund der Rekrutierungs- und Akkumulationsdaten aus
Abschnitt 4.1.2 von mGBP7 und mGBP2 zu vermuten, dass bereits kurzzeitig nach der Zellinvasion
von T. gondii, andere, nicht-fluoreszierende mGBP-Familienmitglieder und Interaktionsmolekiile an
der PV lokalisierten. Die Daten aus dieser Studie lassen darauf schlieRen, dass eines dieser PVM-
Interaktionsmolekiile das endogene mGBP2 sein wird. In Anbetracht dieser Erkenntnisse sollte
erwdhnt werden, dass fir das humane Ortholog zu mGBP2, hGBP1, bereits eine fordernde Ko-
Rekrutierung von hGBP2, hGBP3, hGBP4 und hGBP6 in Shigella flexneri in HelLa-Zellen beschrieben
werden konnte (Piro et al.,, 2017; Wandel et al., 2017). Diese Ergebnisse sprechen fir das
Vorhandensein einer Rekrutierungs-Hierarchie zu Pathogenen und einer spezifischen Eigenschaft von
GBPs in verschiedenen Spezies und Infektionen.

Ein Grund flr eine primdare mGBP2-Rekrutierung an T. gondii-PVs kann unter anderem das
Vorhandensein des mGBP2-Isoprenylierungsmotivs sein. Das Isoprenylierungsmotiv CaaX wird von
Farnesyl- oder Geranylgeranyl-Transferasen erkannt und modifiziert, wodurch eine direkte
Membranbindung gefordert wird (Stickney und Buss, 2000; Kravets et al., 2016, Cheng et al., 1991;
Praefcke et al., 1999; Prakash et al., 2000). In Degrandi et al. wurde die Isoprenylierung des
C-terminus detailliert mittels Punktmutation der mGBP2-Isoprenylierungs-Erkennungssequenz und
der Herstellung von chimaren Proteinen aus der G Doméane von mGBP5 (lokalisiert auf Chromosom 3
mit Isoprenylierungsmotiv) und der C-terminalen Region von mGBP2 (mGBP5-2-Protein), sowie die
umgekehrte Version aus der G Domane von mGBP2 und der C-terminalen Region von mGBP5
(mGBP2-5-Protein) analysiert (Degrandi et al., 2013). Die Punktmutation bewirkte eine fehlerhafte
subzellulare Verteilung im Zytosol, als auch die nicht mehr vorhandene Akkumulation von mGBP2 an
PVs. Die chiméaren Proteine mGBP2-5 und mGBP5-2 zeigten ebenfalls keine Lokalisation in VLS im
Zytosol sowie keine Akkumulationen an T. gondii-PVs. Die isolierte Ubertragung des C-terminalen
Isoprenylierungsmotivs von mGBP5 an das GFP-mGBP2 Fusionsprotein flihrte erneut zur Lokalisation
an T. gondii-PVs (Degrandi et al., 2013). Entsprechend konnte gezeigt werden, dass das C-terminale
Isoprenylierungsmotiv essenziell fir die mGBP2-Rekrutierung an T. gondii ist und die C-terminale
mMGBP2 E Domane eine wichtige Funktion in der stabilen Akkumulation von mGBP2 an T. gondii
einnimmt. Im Gegenzug beinhaltet das mGBP7 kein Isoprenylierungsmotiv. Die dargestellten
Ergebnisse, und insbesondere die hochauflosenden Mikroskopie-Technologien (siehe Abschnitt 4.1.2,
Abbildung 12), lassen anhand der direkten Akkumulation von mGBP2 an der PVM (besonders
ersichtlich in der STED-Aufnahme, Abbildung 12b)) und der lokalen Verteilung von mGBP7 innerhalb
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des dichten mGBP2-Netzwerkes darauf deuten, dass mGBP7 zunachst mit dem bereits primar an der
T. gondii-PVM akkumulierenden mGBP2 interagiert, und erst dann direkt an die Membran rekrutiert.
In Bezug auf in vivo Mausinfektionsmodelle T. gondii infizierter mGBP2- und mGBP7-defizienter
Mause (siehe Abschnitt 1.3.1, Abbildung 4), kann diese Analyse hypothetische Rickschlisse auf die
Bedeutung der einzelnen mGBPs innerhalb einer T. gondii-Infektion liefen. Die mGBP7-defizienten
Mause zeigten eine Mortalitatsrate von 100 % in der akuten Infektionsphase, die mGBP2-defizienten
Mause von 30 % in der akuten Infektionsphase an Tag 10 und von circa 70 % in der nachfolgenden
chronischen Infektionsphase. Demnach stellt sich die Frage, wodurch die vollstandige Mortalitat der
MGBP7-defizienten Mdause und die vergleichsweise stirkere Immunitat der mGBP2-defizienten
Mause wahrend einer T. gondii-Infektion auftrat, wenn in dieser Forschungsarbeit die essenzielle
Beeinflussung durch mGBP2 auf die Rekrutierung und Akkumulation von mGBP7 an T. gondii-PVMs
gezeigt werden konnte. Eine Erklarung dieser Daten kdnnte zum einen die GréRe von mGBP2 mit
589 Aminosduren sein, welche im Vergleich zu mGBP7 um 49 Aminosduren kleiner ist. Kleinere
Proteine weisen in der Regel eine hohere Diffusionsgeschwindigkeit auf. Es gilt, je grofRer die Struktur
und der Radius eines Molekiils, desto groRer ist der Widerstand. Wahrscheinlicher ist allerdings ein
aktiver Protein-Transport. Ein aktiver Transport beschreibt einen wunter Energieverbrauch
verlaufenden Transport von Proteinen, wofir die GTP-Hydrolyse von GTP zu GDP und GMP sprechen
wirde. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die GTP-Hydrolyse ein essenzieller Bestandteil fir die
MGBP2-Rekrutierung in infizierten Zelllinien zu T. gondii-PVs darstellt (Kravets et al., 2012), was
innerhalb dieser Forschungsarbeit fir mGBP7, mit Blick auf die K51A-Mutante und der fehlenden
GTP-Hydrolyse aber der dennoch vorhandenen Rekrutierung und Akkumulation an die T. gondii-PVM
(siehe Abschnitt 4.3, Abbildung 33 und 35), nicht nachgewiesen werden konnte. Entsprechend ist der
detaillierte Transportweg der mGBPs, insbesondere von mGBP7, zu den T. gondii-PVs bislang unklar.
Der wahrscheinlichste Grund fiir die unterschiedliche Rekrutierungs-Geschwindigkeit von mGBP2
und mGBP7 ist vermutlich der aktive Protein-Transport von mGBP2 und die evolutiondr bedingte
Ausbildung der CaaX-Box, welche nur bei drei von insgesamt elf mGBPs nachweisbar ist (Degrandi et
al., 2007). Wie zuvor erwdhnt, dient das Isoprenylierungsmotiv von mGBP2 funktionell der
Interaktion an Membranen. In vorherigen Arbeiten, als auch innerhalb dieser Forschungsarbeit,
konnte die funktionelle Membranakkumulation der mGBP2-Proteine nachgewiesen werden (Kravets
et al., 2012, Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2016, Steffens et al., akzeptiert). Diese Akkumulation
verlief im direkten Vergleich zu mGBP7 in doppelt transduzierten Zelllinien schneller und effektiver.
Eine ahnliche Funktion wurde ebenfalls fiir das isoprenylierte mGBP1 in T. gondii-Infektionen
festgestellt (Selleck et al., 2013; Yamamoto et al., 2012; Degrandi et al., 2013). Die Daten deuten
darauf hin, dass eine Akkumulation dieser mGBPs an der T. gondii-PVM zu einer Destabilisierung
oder PV-Ruptur fluhren. Wie bereits zuvor erwahnt, konnte das nachfolgende, sekundar
akkumulierende mGBP7 die destabilisierte PVM penetrieren und direkt an der
T. gondii-Plasmamembran akkumulieren. Aufgrund der Ergebnisse dieser Forschungsarbeit und
beziiglich des Infektionsmodels in vivo (siehe Abschnitt 1.3.1, Abbildung 4, Steffens et al., akzeptiert),
wird dennoch die essentielle Rolle von mGBP7 wahrend der T. gondii-Infektion gezeigt. Entsprechend

kann vermutet werden, dass mGBP7 der entscheidende Faktor fiir den T. gondii-Abbau darstellt.
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Einige Ergebnisse sprechen fir die Theorie der Rekrutierungs- und Akkumulationsordnung, bei der
mGBP2 als ein notwendiger Faktor fir die mGBP7-Akkumulation an der T. gondii-PVM agiert. Bei
einer Abwesenheit von mGBP2 ist eine signifikant reduzierte Akkumulation von mGBP7 detektierbar
(siehe Abschnitt 4.1.2., Abbildung 14), doch besteht kein vollstandiger Akkumulationsverlust. Bei
einem Fehlen von mGBP2, welches daraufhin keine Destabilisierung der PVM durch einen
unbekannten Mechanismus durchfiihren kann, verlangsamt sich die Rekrutierung und Akkumulation
von mGBP7. Weitere Daten zeigen die nicht-vollstandige Letalitdit der mGBP2-defizienten Mause
wahrend einer T. gondii-Infektion. Die Mausmortalitdtsrate verdeutlicht die bedeutende Effektivitat
von mGBP2 in der Immunreaktion gegen T. gondii, dennoch scheinen andere Faktoren fiir die
vollstandige Kontrolle der parasitaren Replikation als auch fiir den Abbau des Parasiten notwendig zu
sein. Bei einer Mortalitatsrate der mGBP2-defizienten Tiere von 30 % wahrend der akuten
Infektionsphase, war eine Kontrolle der T. gondii-Replikation noch weitestgehend gewahrleistet.
Dieser Zustand anderte sich mit der chronischen Infektionsphase mit T. gondii-Bradyzoiten. Die
Immunreaktion gegen T. gondii war in dieser Phase nicht mehr ausreichend und ,zu langsam®,
wodurch eine Mortalitdtsrate von 70 % entstand. Dies konnte fir eine reduzierte Rekrutierungs-
Geschwindigkeit und fir eine verminderte Akkumulation von mGBP7 ohne mGBP2 sprechen. Bei
einer Abwesenheit von mGBP7 starben alle infizierten Mause binnen 10 Tage nach der
T. gondii-Infektion, trotz der effektiven Rekrutierung und Akkumulation von mGBP2. Ein weiteres
Argument fir diese Hypothese sind die Daten von Yamamoto et al. Die Rekonstitution von mGBP7 in
vitro in mGBP“"-defizienten Zellen, mit einer Deletion aller Chromosom 3 lokalisierten mGBPs,
konnte die Kontrolle der T. gondii-Proliferation erneut gewahrleisten, die Rekonstitution von mGBP2
war diesbeziglich nicht ausreichend (Yamamoto et al., 2012).

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass mMGBP2 eine wichtige Funktion in der
T. gondii-Infektion einnimmt. Es beeinflusst die Rekrutierung von mGBP7 und ist vermutlich flr die
Destabilisierung der PV-Membran durch eine schnelle Verankerung mit einem assoziierten
C-terminalen Isoprenylierungsmotiv verantwortlich. Die effektive Einleitung des T. gondii-Abbaus

erfolgt vermutlich durch mGBP7.

Kolokalisationsanalysen zwischen mGBP7 und mGBP3

Die nachfolgende Kolokalisationsstudie wurde mit lentiviral transduzierten mGBP7- und
mGBP3-exprimierten Zellen durchgefiihrt. Bis auf eine lokale Interaktion in geringen Mengen mit
MGBP2 in VLS, sind bisher nur wenige Erkenntnisse tiber das mGBP3-Protein vorhanden (Kravets et
al., 2016). Die Untersuchungen an mGBP7 mit mGBP3 ergaben eine nahezu vollstandige
Kolokalisation und Ko-Rekrutierung aller Fusionsproteine zu der T. gondii-PVM. In den gezeigten Live
Cell Imaging Aufnahmen (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 17) war bereits zu Beginn der
Beobachtungszeit ein hohes MaR an Kolokalisation von mGBP3 mit mGBP7 innerhalb des Zytosols in
VLS in der uninfizierten Zelle zu erkennen. Nach einer T. gondii-Infektion war die synergistische
Akkumulation beider transduzierten mGBPs an der T. gondii-PVM nachweisbar. Die Aufnahmen nach
128 Minuten Beobachtungszeit und einer sichtbaren Anlagerung der Fusionsproteine direkt an der
T. gondii-Plasmamembran, deuten auf einen Aufbruch und entsprechend auf eine Destabilisierung
der T.gondii-PVM (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 17b)). Die Auswertungen der
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Protein-Kolokalisation sowie Korrelation mittels Pearson’s Korrelationskoeffizient zeigten Werte tber
0,6, welcher dreifach erhoht zu mGBP7 mit mGBP2 war und damit einen linearen Zusammenhang
zwischen mGBP3 und mGBP7 aufzeigt (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 17 im Vergleich zu Abbildung
11). Die synergistische Rekrutierung an der PVM sowie direkt an der T. gondii-Plasmamembran von
MGBP7 und mGBP3 konnten mittels hochauflosender STED-Mikroskopie bestatigt werden (siehe
Abschnitt 4.1.2., Abbildung 18).

Nachfolgend stellt sich die Frage, wieso mGBP7 in diesen Untersuchungen deutliche Rekrutierungs-
und Akkumulationseffekte zu Beginn der Live Cell Imaging Aufnahmen aufwies, aber in vorherigen
Analysen mit dem fluoreszierenden mGBP2-Proteinen als sekundar-akkumulierendes Protein
gekennzeichnet werden konnte. Innerhalb dieser Untersuchungen wurde der Fokus einzig und allein
auf mGBP3 und mGBP7 gelegt, welche lentiviral transduziert worden sind. Das endogen exprimierte
MGBP2 wurde nicht fluoreszent markiert und entsprechend auch nicht in den durchgefiihrten
Untersuchungen berticksichtigt. Bedingt durch die vorherigen Ergebnisse ist allerdings anzunehmen,
dass bereits eine Akkumulation der endogen exprimierten mGBP2-Proteine an der T. gondii-PVM
vorhanden war. Spekulativ kdonnten diese Akkumulation dazu beigetragen haben, dass die
PV-Membran wahrend der Live Cell Imaging Aufnahmen destabilisiert wurde und schlieBlich aufriss,
sodass nachfolgend die mGBP7- und mGBP3-Proteine an der Plasmamembran des Parasiten
akkumulieren konnten (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 17b), 128 Minuten Beobachtungszeit).

Eine detaillierte Quantifizierung der mGBP-Rekrutierung und —Akkumulation an T. gondii zeigte, im
Gegensatz zu mGBP7 mit mGBP2, Uber den Zeitraum von drei Stunden keine signifikanten
Verdnderungen (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 20). In den mGBP3 und mGBP7
doppelt-transduzierten Zelllinien konnte bereits zu Beginn der Infektion eine hohe Anzahl T. gondii
PVs gezahlt werden, die sowohl fir mGBP3 als auch fir mGBP7 positiv waren. Diese war deutlich
hoéher als zu den einzeln mGBP-positive T. gondii-PVs (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 21). Es kann
die Hypothese aufgestellt werden, dass diese mGBPs dhnliche Funktionen innerhalb der
mGBP-Rekrutierungshierachie aufweisen. Dafiir wirden die strukturellen Eigenschaften (kein
Isoprenylierungsmotiv), die phylogenetische Einordnung in dem gleichen Cluster auf Chromosom 3,
sowie die prozentual adhnliche Akkumulationsfrequenz an T. gondii-PVMs und die dennoch
vorhandene, isolierte und vom anderen mGBPs unabhangige mGBP3 und mGBP7 T. gondii-
Akkumulation sprechen (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 22). Um diese Hypothese zu untersuchen,
waren in vivo Infektionsstudien mit mGBP3-defizienten Mausen und Toxoplasmen durchzufiihren.
Anhand des Verlaufs des Maus-Infektionsexperiments ware es moglich, vergleichende Schliisse zu
den bereits durchgefihrten in vivo Experimenten zu ziehen. In vitro waren ebenfalls Rekrutierungs-
und Akkumulationsanalysen von mGBP2 und mGBP3 sinnvoll, damit die Funktion dieser beiden

Proteine analysiert und vergleichend zu mGBP2 mit mGBP7 betrachtet werden kdnnten.

Kolokalisationsanalysen zwischen mGBP7 und mGBP6

Das mGBP6-Protein wurde bislang nur wenig untersucht. In einer Versuchsreihe zur Analyse der

Rekrutierung von mGBPs an Chlamydia trachomatis Inklusionen und an T. gondii-PVs in

NIH3T3 Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass in Bezug auf T. gondii mGBP6 eine relativ erhdhte

Akkumulationsfrequenz im Vergleich zu den C. trachomatis Inklusionen aufwies (Lindenberg et al.,
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2017). Entsprechend galt dieses Protein unserem Interesse und wurde flr weitere
Kololalisationsanalysen mit mGBP7 lentiviral in mGBP7-defiziente MEFs transduziert. Anhand der
Live Cell Imaging Aufnahmen konnten zwei verschiedene Akkumulations-Kinetiken von mGBP7 und
mGBP6 an T. gondii-PVMs gezeigt werden (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 24). Die
mGBP-Akkumulation an den T. gondii-PVs verhielt sich in einigen Experimenten, vergleichend zu
vorherigen Aufnahmen mit weiteren mGBP-Familienmitgliedern, atypisch (siehe Abschnitt 4.1.2,
Abbildung 24a)). T. gondii schien die PVM mit den daran akkumulierenden mGBPs abzustofRRen.
Dieses Phanomen konnte wiederholt fiir die Akkumulation von mGBP7 mit mGBP6 an T. gondii-PVs
nachgewiesen werden. Einige Ausnahmen zeigten die typische, bereits von anderen mGBPs bekannte
Akkumulation an der T. gondii-PVM (siehe Abschnitt 4.1.2, Abbildung 24b)). Der ,PVM-Abwurf”
beschreibt vielmehr das Aufreillen der PV, was folglich dazu fiihrt, dass T. gondii ohne schiitzende PV
frei im Zytosol vorliegt und eine Replikation innerhalb der PV nicht mehr moglich ist. Entsprechend
kénnen womoglich weitere Abwehrmechanismen direkt gegen T. gondii agieren.

Die Auswertung dieser Ergebnisse ergab, dass mGBP7 und mGBP6 kolokalisierend an der PVM sowie
direkt an der T. gondii-Plasmamembran vorliegen kdnnen. Eine derartige Kolokalisation von mGBP7
mit mMGBP6 im Zytosol konnte innerhalb dieser Forschungsarbeit in infizierten Zellen mit einem
Pearson’s Korrelationswert von circa 0,3 beschrieben werden, welcher im Vergleich zu den stark
kolokalisierenden mGBP7 mit mGBP3, um die Halfte reduzierte Werte aufzeigt (Abschnitt 4.1.2,
Abbildung 24c)). Anders ist es in uninfizierten Zellen, in denen mGBP7 und mGBP6 deutlich
kolokalisierend in VLS vorliegen (Steffens et al., akzeptiert). Die STED-Mikroskopie konnte die enge
Lokalisation beider Fusionsproteine um die T. gondii-PVM darstellen, welche vergleichbar zu der
Kolokalisation zwischen mGBP7 und mGBP3 war (Abschnitt 4.1.2, Abbildung 25). Auch in diesem Fall
war die Lokalisation der Fusionsproteine nicht direkt an der PVM des T. gondii detektierbar, wie
zuvor bei mGBP2 (Abschnitt 4.1.2, Abbildung 12b)). Innerhalb dieser Forschungsarbeit war demnach
MGBP2 das einzig detektierte Fusionsprotein mit dieser direkten Assoziation an der PV-Membran,
was die Theorie der primdren Rekrutierung von mGBP2 und nachfolgenden sekundaren
Rekrutierungen weiterer mGBPs unterstiitzt.

Eine Quantifizierung des gegenseitigen Einflusses von den Fusionsproteinen mGBP7 und mGBP6 auf
die Rekrutierung zur T. gondii-PV wurde nicht durchgefiihrt. Es konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass mGBP6 unabhdngig von mGBP7 an die T. gondii-PVM akkumulieren konnte (Abschnitt 4.1.2,
Abbildung 26).

Eine detaillierte Untersuchung der auf Chromosom 5 kodierten mGBPs in einer T. gondii-Infektion ist
von grollem Interesse, da anhand dieser Daten und den bereits publizierten Daten von mGBP6
(Lindenberg et al., 2017), zumindest mGBP6 eine effektive Akkumulation sowohl unabhangig von
mGBP7, als auch bei einem Vorhandensein von mGBP7 mit diesem mGBP kolokalisierend, an der
T. gondii-PVM sowie an der Plasmamembran von T. gondii aufweist und wahrscheinlich zu einer
Kontrolle der parasitaren Replikation in vitro beitragen kann. Die mGBP6-mGBP7-Kolokalisation ist
ebenfalls im Zytosol, geringer in T. gondii infizierten Zellen, aber insbesondere in uninfizierten Zellen

(Steffens et al., akzeptiert) nachweisbar.
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5.2. Interaktionsanalyse von mGBP2 und mGBP7 mit Membranlipiden

Die vorgelegten Ergebnisse dieser Forschungsarbeit aus Abschnitt 4.1.2, sowie die vorherigen
Untersuchungen an mGBP2 (Kravets et al., 2016; Degrandi et al., 2013; Kravets et al., 2012; Degrandi
et al., 2007), zeigen die wichtige Funktion von mGBP2 in der Immunreaktion gegen T. gondii. Zudem
konnte anhand eines in vivo Infektionsmodels und durch die dargestellten in vitro Untersuchungen in
dieser Forschungsarbeit (Abschnitt 4.1), die essenzielle Rolle von mGBP7 wdahrend einer
T. gondii-Infektion belegt werden. Neben der Akkumulation beider Proteine an die T. gondii-PVM und
Plasmamembran war besonders fir mGBP7, aber auch fir mGBP2, eine Funktion als
Kontrollmechanismus bei der T. gondii-Replikation zugeschrieben worden. Dieser Mechanismus als
auch die Membran-Akkumulationen sowie der mGBP-abhdngige parasitdre Abbau, sind noch
weitgehend unklar. Um diese noch unbekannten Mechanismen genauer verstehen zu kdnnen, galt
der nachfolgende Abschnitt dieser Forschungsarbeit der Aufklarung der mGBP-Membraninteraktion.
Wie bereits erldutert, unterscheiden sich mGBP2 und mGBP7 strukturell voneinander bedingt durch
unterschiedliche Aminosduren-Anzahlen sowie durch das in mGBP2-enthaltende C-terminale
Isoprenylierungsmotiv (CaaX-Box) (Abschnitt 4.2, Abbildung 27a)). Dieser Isoprenylierungsstelle wird
eine direkte Membraninteraktion zugeschrieben (Cheng et al., 1991; Kravets et al., 2016; Praefcke et
al., 1999; Prakash et al., 2000; Stickney und Buss, 2000). Da die Sequenz von mGBP7 keine CaaX-Box
enthélt, stellt sich die Frage, ob fiir dieses Protein eine direkte Membran-Interaktion Uberhaupt
besteht, oder ob dies nur bedingt durch andere, interagierende Molekiile passiv moglich ist. Fiir die
nachfolgenden Untersuchungen wurden die N-terminal GFP-gekoppelten mGBP2- und
MGBP7-Proteine mit Hilfe von anti-GFP VyH-gekoppelten Agarosebeads aus lentiviral transduzierten
Zellen isoliert und fur weiterfihrende Experimente eingesetzt. Nach der Untersuchung der
GTP-Hydrolyse mittels GTPase Aktivitatsmessungen (Kravets et al., 2012; Legewie et al., 2019), wobei
fir gereinigtes GFP-mGBP2 als auch fiir GFP-mGBP7 starke Hydrolyse-Fahigkeiten nachgewiesen
werden konnten (Abschnitt 4.2, Abbildung 27), wurden die Fusionskonstrukte fiir eine Detektion
potenzieller Lipid-Affinitditen mit Membrane Lipid Strips inkubiert und analysiert (Abschnitt 4.2,
Abbildung 28). Die Lipid-Zusammensetzung der T. gondii-PVM und Plasmamembran sind noch
weitgehend unbekannt. Entsprechend kdonnten Lipid-Affinitaten der mGBPs einen ersten Hinweis auf
potenzielle T. gondii-Membranlipide liefern. Auf diesen Lipid Strips befinden sich 15 verschiedene,
haufig auftretende Membranlipide in einer Konzentration von 100 pmol. Damit ist die Konzentration
der untersuchten Lipide duBert hoch, sodass die Ergebnisse der Lipid Strips noch mit Vorsicht
betrachtet werden missen, da diese haufiger zu falsch positiven Ergebnissen fiihren (Shirey et al.,
2016). Die isolierten und aktiven GFP-gekoppelten Proteine wurden mit den beschriebenen
Membran Lipid Strips inkubiert und die Bindung von Lipiden detektiert. Als Kontrolle wurde das
isolierte und aufgereinigte GFP-Protein verwendet, welches keinerlei Lipid-Affinitaten aufwies. Fir
GFP-mGBP2 und GFP-mGBP7 konnten signifikante Lipidinteraktionen mit Phosphatidsdure (PA) und
Cardiolipin (CL) detektiert werden. Zudem wurde in beiden Fallen eine geringe, signifikant erhohte
Affinitat flr Phosphatidylinositol-4-phosphat (PtdIns(4)P) nachgewiesen, welche im weiteren Verlauf

nicht weiter behandelt wurde.
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Das Glycerophospholipid PA besteht aus einem 1,2-Diacylglycerol mit einer veresterten

Phosphatgruppe an der C3-Position und zwei gesattigten Fettsdauren an der C1- und C2-Position.

H Il
o+pP—o0-

Fole
H""C;".O\
H \[(\/\/\/\/\/\/\/\/
H—C
Ill\o\\f.r\/\/\/\/\/\/\/\/

o

Abbildung 41: Die Struktur von PA. Dieses Glycerophospholipid ist aufgebaut aus Glycerin (Rot), das mit zwei
C18-gesattigten Fettsduren (Blau) an der C1- und C2-Position verestert ist. An der C3-Position befindet sich eine

Phosphatgruppe (Schwarz) (modifiziert nach: Biochemie-Vorlesungen von Dr. Michael Blaber, Lecture 13, Lipids).

PA ist nur zu 1 % aller Phospholipide in biologischen Membranen vertreten (Buckland und Wilton,
2000). Dennoch ist dieses Phospholipid von physiologischer Wichtigkeit: Es spielt eine wichtige Rolle
bei vesikularen Transporten, bei der Signaltransduktion und bei der Organisation des Zytoskeletts
und der Zellproliferation (Athenstaedt und Daum, 1999; Pleskot et al., 2013; Yang und Frohman,
2012). Die Umgestaltung von Membranen verlduft durch die Anderung biophysiologischer und
chemischer Eigenschaften (Jang et al., 2012; Yang et al., 2008). AuRerdem ist PA ein wichtiger Faktor
fir die Membrankrimmung (Cambrea und Hovis, 2007). Die meisten Funktionen von PA entstehen
durch Bindungen mit Effektormolekiilen, wobei nicht nur eine Verankerung zwischen einem Molekdl
und dem Lipid entsteht, sondern ebenfalls die Proteinaktivitdat durch PA moduliert werden kann
(Zegarlinska et al., 2018). Das negativ geladene PA-Lipid ermoglicht direkte Interaktionen mit positiv
geladenen Argininen und Lysinen (Young et al., 2010; Zegarlinska et al., 2018). Bedingt durch die
Linge der Arginin-Seitengruppe (bis zu 0,1 A), ist diese Bindung instabiler vergleichend zu einer
Lysin-Interaktion und entspricht einer schwacheren Interaktion (Kooijman et al.,, 2007). Fir
bestehende Interaktionen wirken Tryphtophan und Histidin als stabilisierende Faktoren (Ogawa et
al., 2015).

CL gehort zu der Gruppe der Disphophatidylglycerine und besteht aus einem 1,3-bis(sn-3‘-
phosphatidyl)-sn-glycerol mit zwei veresterten Phosphatgruppen an der C1- und C3-Position und der
Verbindung zu vier Fettsduren. Der Name basiert auf der erstmaligen Isolation aus einem Herzen
(griechisch kardia — das Herz) (Pangborn, 1945, 19463, b).
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Abbildung 42: Die Struktur von CL. CL bestehet aus einem Glycerin (Rot), welches an der C1- und C3-Position mit
Phosphatgruppen verestert ist (Schwarz). Diese Phosphatgruppen binden an Glycerophosphatide (Griin) und die wiederum
an vier ungesattigte Fettsduren (Blau) (modifiziert nach: The LipidWeb).
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CL ist pradominant in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert. Dort stellt es 20 % aller
vorhandenen Lipide dar. In der dufReren mitochondrialen Membran sind bis zu 3 % vertreten (de
Kroon et al.,, 1997; Gebert et al., 2009; Pangborn, 1945; Tatsuta und Langer, 2017). Peroxisome
beinhalten in ihrer Membran ebenfalls 2—-4% CL (Wriessnegger et al., 2009). Das CL-Lipid
Ubernimmt eine wichtige Funktion beim mitochondrialen Proteintransport (Eilers et al., 1988; Jiang
et al., 2000; van der Laan et al., 2007). Es ist ebenfalls bekannt, dass CL besonders haufig in stark
gekrimmten Membranregionen segregiert wird (Huang et al., 2006b). Unter Stressbedingungen
werden von der inneren mitochondrialen Membran die CL-Lipide in die dulRere mitochondriale
Membran transportiert, sodass die CL-Menge in der &duReren Membran signifikant zunimmt
(Lacombe et al.,, 2009; Luevano-Martinez et al., 2015). Bei serologischen Untersuchungen von
Autoimmun-erkrankten, T. gondii-infizierten Patienten, konnte eine Korrelation von korpereigenen
Antikorpern gegen CL und anti-Toxoplasmen Antikérper (IgG) identifiziert werden (Shapira et al.,
2012). Es ist auRerdem bekannt, dass die Verdnderung des CL-Haushaltes in den Membranen die
Funktion von Mitochondrien beeinflusst, was mit einigen Herzerkrankungen in Verbindung gebracht
wird (He und Han, 2014; Mulligan et al., 2014; Paradies et al., 2004; Petrosillo et al., 2005; Sparagna
et al., 2007). Des Weiteren ist CL an dem mitochondrialen Netzwerk mit spezifischen Fusions- und
Spaltungsmechanismen beteiligt (Kameoka et al., 2018). Dabei wirkt es als Aktivator fur spezifische
Dynamin-dhnliche GTPasen und fordert deren Oligomerisation (Bustillo-Zabalbeitia et al., 2014,
DeVay et al., 2009; Meglei und McQuibban, 2009; Scorrano, 2008; Shirihai et al., 2015). Es wird
spekuliert, ob ClL-reiche Membranen als Bindestellen fiir bestimmte Proteinkomplexe dienen
konnten. Bedingt durch die zweifach negative Ladung kdnnen besonders gut positiv geladene
Arginine und Lysine gebunden werden, was eine spezifische Rekrutierung von Proteinen beflirworten
wiirde.

In den analysierten Membran Lipid Strips war die Interaktion der GFP-gekoppelten Fusionsproteine
nicht signifikant erhoht fiir Phosphatidylserin (PS). Dieses Glycerophospholipid dhnelt strukturell PA,
mit Ausnahme einer zusatzlichen Serin-Gruppe mit einer zwitterionischen Ladung. PS wurde fir

nachfolgende Untersuchungen als Kontrolllipid verwendet.
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Abbildung 43: Die Struktur von PS. Dieses Lipid besteht aus einem Glycerin (Rot), welches an der C1- und C2-Position Gber

Esterbindungen mit einer gesattigten und einer ungesittigten Fettsdure verbunden ist (Blau). Uber die C3-Position ist eine
Phosphatgruppe verestert (Schwarz), an der eine zwitterionische Serin-Gruppe gebunden ist (Gelb) (modifiziert nach: Avanti
Polar Lipids — PS).

Trotz des gemeinsamen CDP-DAG de novo Synthesewegs aller fokussierten Lipide (Carter und
Kennedy, 1966; Shen et al., 1996; Carman und Han, 2011), ist nur fiir PA und CL aber nicht fir PS eine
signifikant erhohte Protein-Lipid-Interaktion detektierbar. Als Grund fir die Abwesenheit einer
Lipid-Affinitat von GFP-mGBP2 und GFP-mGBP7 zu PS lasst sich die zwitterionische Ladung dieses
Lipids im Vergleich zu der negativen Ladung von CL und PA, benennen. Die Ergebnisse dieser
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Forschungsarbeit deuten darauf hin, dass eine negative Lipid-Ladung fiir eine potenzielle
Lipid-Affinitat fur die untersuchten mGBPs notwendig ist. Die Ergebnisse der Membran Lipid Strips
wurden darauffolgend fiir weiterfilhrende Experimente verwendet. Zum einen sollten die
potenziellen Lipid-Affinitditen bestatigt oder wiederlegt werden, zum anderen sollte der
Akkumulation-Mechanismus der mGBPs auf eine direkte Interaktion hin analysiert werden. In dieser
Forschungsarbeit wurden anhand der vorausgehenden Ergebnisse kiinstliche Membranen durch die
elektroformative GUV-Technologie (Giant Unilammelar Vesicles) hergestellt (Abschnitt 4.2, Abbildung
29). Mit Hilfe dieser TexasRed-markierten GUV-Membranen konnten direkte Interaktionen der
GFP-gekoppelten Proteine konfokal-mikroskopisch visualisiert werden. Es wurden sowohl fiir PA-
GUVs als auch fiir CL-GUVs direkte Interaktionen mit GFP-mGBP2 und GFP-mGBP7 nachgewiesen,
allerdings nicht fiir PS-GUVs. Bei einer Zahlung aller positiv-beladenen GUVs auf einer Flache von 20
mm? wurden der Einfluss einer GTP-Zugabe und die quantitative mGBP-positive GUV-Anzahl zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten ermittelt (Abbildung 29b)). Es war offensichtlich, dass eine GTP-Zugabe
und folglich die GTPase-Aktivitdt der Proteine innerhalb dieses Interaktionsmodells keinen Einfluss
auslibte. Des Weiteren war ein Anstieg der Protein-Lipid-Interaktionen fiir die Fusionsproteine
mGBP2 und mGBP7 insbesondere fiir CL, aber auch fur PA, Uber die Zeit nachweisbar. mGBP7- und
mGBP2-positive PS-GUVs waren kaum detektierbar, ebenso konnte keine Interaktionsfahigkeit des
freien GFP-Proteins zu den untersuchten Lipiden beobachtet werden. Die nachfolgenden
Auswertungen der GFP-Fluoreszenz-Intensitdit an den verschiedenen Lipid-Membranen zeigte
signifikante Ergebnisse fur beide Fusionsproteine an PA und CL, aber nicht an PS (Abschnitt 4.2,
Abbildung 29c). Folglich konnte optisch, quantitativ und qualitativ die direkte Lipid-Interaktion trotz
struktureller Unterschiede (Vorhandensein einer mGBP2-CaaX-Box) von GFP-mGBP2 und GFP-mGBP7
an den Lipiden PA und CL nachgewiesen werden.

Grunde fur diese spezifischen Lipid-Interaktionen kdnnten die Aminosduren-Zusammensetzungen
von mGBP2 und mGBP7 sein. Die mGBP2-assoziierte CaaX-Box (Isoprenylierungsmotiv), welche eine
Konsensus-Sequenz aus Cystein (C), zwei aliphatischen Aminosauren (aa) und einer beliebigen
Aminosaure (X) aufweist, wird durch Protein-Prenyltransferasen posttranslational isoprenyliert. Nach
der proteolytischen Abspaltung der C-terminalen aaX-Aminosdauren werden lIsopren-Derivate der
Farnesyl- oder Geranylgeranylreste Uber eine Thioetherbindung an die Cystein-Reste gebunden
(Casey und Seabra, 1996). In Degrandi et al., 2013, konnte bereits beschrieben werden, dass die
C-terminale mGBP2-Domane, inklusive der CaaX-Box, essenziell fir die Rekrutierung zur T. gondii-PV
ist und eine Mutation der CaaX-Box dazu fihrt, dass mGBP2 nicht mehr an die PV rekrutiert
(Degrandi et al., 2013). Entsprechend besteht die naheliegende Vermutung, dass die Isoprenylierung
die Basis fiir die direkte mGBP2-Lipid-Interaktion darstellt. Der Interaktions-Mechanismus fir mGBP7
ist demnach ein anderer als flir mGBP2. Bedingt durch bioinformatische Simulationen in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Birgit Strodel (Legewie et al., 2019), wurde als moégliche Basis fir die
Lipid-Interaktionen die C-terminalen 49 Aminosduren ermittelt. Die Sequenz der mGBP7-
Aminosauren, mit dem Fokus auf die C-terminalen 49 Aminosauren, ist nachfolgend dargestellt
(Abbildung 46).
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a)  mGBP7

10 20 30 40 50
MASGPNMEAP VCLVENENEE LRVNSKAINI LERITQPVVV VAIVGLYRIG
60 70 80 90 100
KSYLMNRLAG QNHGFNLGTT VRSETKGIWM WCVPHPSKPK FTLVLLDTEG
110 120 130 140 150
LGDVEKGDPK NDSWIFALAV LLSSTFVYNS MSTINHQALE QLHYVTELTE
160 170 180 190 200
RIRAKSTSRS EEVDDSDEFV SFFPDFIWITV RDFVLELKLE GRVITADEYL
210 220 230 240 250
ENALKLIPGM SIKAQKANLP RECIRHFFPR RKCFVFDRPT KDKELLVHVE
260 270 280 290 300
EMPEDQLDHS FQVQSKEFCS YIFSNSKAKT LEKEGIVVNGN RLATLVTTYV
310 320 330 340 350
DAINSGDVPC LENAVTTLAQ RENSIAVQKA ADHYSEQMAQ RMRLPTDTLQ
360 370 380 390 400
ELLTVHTACE KEAIAVFMEH SFKDENQQFQ KNLVVTIEEK KEDFLRQNEA
410 420 430 440 450
ASLSHCQAEL DKLSESLRES ISRGVFSVPG GHRLYLEARK KVEQDYERVP
160 470 480 490 500 Serin
RKGVKANHVL QSFLQSQISI EDSIMQSDKA LTDGQKAMEA ERAQKEAAEK Serin-Leucin-Glycin-Alanin-Lysin-Isoleucin-Leuci insiure-Glycin-Penylalanin
510 520 530 540 550
EQELLRQKQK ELQQVMEAQE RSYKENVAQL HEKMETERKN ILREQEVKLE Glycin-Asparaginsdure-Valin-Leucin-lsoleucin-Serin-Valin-Valin-Prolin-Glycin
560 570 580 590 600 Serin-Glycin-Lysin-Tyrosin-Phenylalanin-Glycin-Leucin-Glycin-Leucin-Lysin
HKLKIQKDMI. NEGFKRKCEA MDLEISQLQOK EIQLNKEKNS SLGAKILDGF
610 620 630 Isoleucin-Leucin-Serin-Serin-Glutami hioni in-Glutamin-Threonin-Glutamin

GDVLISVVPG SGKYFGLGLK ILSSQMNQTQ NSDKVRKL A in-Serin-A insdure-Lysin-Valin-Arginin-Lysin-Leucin

b)

Abbildung 44: Die Aminosduren-Zusammensetzung von mGBP7. a) die vollstandige Aminosdurensequenz von mGBP7,
wovon die C-terminalen 49 Aminosaduren gelb markiert sind. b) Fokus auf die C-terminalen 49 Aminosauren, wovon positiv
geladene Aminosauren wie Lysin und Arginin in Rot hervorgehoben werden und aliphatische, hydrophobe Aminosauren in

Blau dargestellt sind (MGBP7 Aminosauren-Zusammensetzung, UniProt, Access No.: Q91Z40-1).

Es ist bereits bekannt, dass negativ geladenen PA- und CL-Lipide mit positiv geladenen Arginin- und
Lysin-Resten interagieren kénnen (Kooijman et al., 2007; Rytomaa und Kinnunen, 1995; Young et al.,
2010; Zegarlinska et al., 2018). Die dargestellten C-terminalen 49 Aminosduren von mGBP7 zeichnen
sich neben einer Vielzahl aliphatischer Aminosduren (Blau) mit fiinf positiv geladenen Lysinen und
einem positiv geladenen Arginin aus (Abbildung 44). Entsprechend ist davon auszugehen, dass diese
Aminosauren zu direkten elektrostatischen Interaktionen mit PA und CL fuhren. Fir CL konnte
aulerdem beschrieben werden, dass hydrophobe Interaktionen mit Leucin, Isoleucin und Valin
aufgebaut werden kénnen (Kalanxhi und Wallace, 2007). Die hohe Anzahl hydrophober, unpolarer
Leucine, Isoleucine und Valine sind entsprechend nicht nur fur die Ausbildung hydrophober
Wechselwirkungen innerhalb der Proteinstruktur wichtig, sondern kénnten auch die hydrophoben
MGBP7-Lipid-Bindungen fordern.

In  nachfolgenden Experimenten wurden die Akkumulations-Muster der mGBP2- und
MGBP7-Fusionsproteine anhand von jeweils drei Beispielen an PA- und CL-GUVs analysiert. Diese
schienen sich voneinander zu unterscheiden (Abschnitt 4.2, Abbildung 30). GFP-mGBP2 zeigte fir
beide untersuchten Lipide eine konstante Akkumulation, mit meist einer auffalligen Ansammlung an
MGBP2-Proteinen an einer Position der GUV-Membran. Ein dhnliches Muster wurde auch fir
GFP-mGBP7 an PA-GUVs detektiert. Die mGBP7-Akkumulation an CL entsprach einer
ungleichmaBigen Verteilung der Fusionsproteine entlang der CL-GUV-Oberflache. Diese
unterschiedliche Akkumulation der mGBPs an CL- und PA-Lipiden, konnte aufgrund einer
unregelmaRigen Verteilung der CL-Lipide innerhalb der GUV-Membran entstanden sein. Im Fall der
PA-Akkumulation koénnte auch eine Deprotonierung der PA-Lipide durch die Bindung positiver
Aminosauren und umliegender Phosphatidylcholin-Lipide (PC) (Bestandteil der GUVs zu 74,75 mol %)
der Grund sein. Dies fiihrt zu einer Ausbildung hochreaktiver Anionen, welche besonders gut von
positiv geladenen Aminosaduren gebunden werden kdnnen (Zegarlinska et al., 2018). Die mGBP7 C-

terminalen positiv geladenen Arginine und Lysine kdnnten entsprechend besonders stark an die
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hochreaktiven, negativ geladenen PA-Lipide interagieren. Die benachbarten PC-Lipide wirden den
Zustand der deprotonierten, hochreaktiven PA-Lipide unterstlitzen und eine Interaktion fordern. Dies
kénnte eine Erklarung fir die Verteilung der mGBPs an den PA-GUVs erklaren, obwohl der

eigentliche PA-Gehalt innerhalb der GUVs ,,nur 5 mol %“ entspricht.

-
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Abbildung 45: Deprotonierung von PA innerhalb einer Membran mit PC durch Arginin- oder Lysin-Interaktionen. Proteine

PC +Arg/Lys

]
; )

mit Arginin- oder Lysin-Resten binden an PA durch Bindungsmechanismen, wodurch die negative Bindung von PA verstarkt

wird. Dadurch wird das deprotonierte PA zu einem hochreaktiven Anion (Modifiziert nach Zegarlinska et al., 2018).

Besonders fur die PA-Akkumulation waren sowohl fir GFP-mGBP2 als auch fiir GFP-mGBP7 eine
Ansammlung der Proteine an einer Position der GUV-Membran detektiert worden. Eine Moglichkeit
ware, dass die Proteine bereits oligomerisiert an den hochreaktiven Anionen vorliegen kénnen und
entsprechend ein starkeres Fluoreszenz-Signal emittierten. Die unregelmaRige Fusionsprotein-
Verteilung an CL-GUVs konnte fiir eine direkte Akkumulation an den CL-Lipiden mit einer
nachfolgenden, starken mGBP-Cluster-Bildung durch oligomerisierte Fusionsproteine sprechen. Das
PC ist wie PS zwitterionisch geladen und konnte bei den Membrane Lipid Strips nicht mit mGBP2 oder
mGBP7 interagieren. Um die genaue Rolle des PC in den untersuchten GUVs bestimmen zu kdnnen,
miussten spezifische Interaktionsanalysen mit den GFP-Fusionsproteinen und reinen PC-GUVs
durchgefihrt werden. Entsprechend dieser Ergebnisse konnten detailliertere Aussagen getroffen
werden.

Ein weiteres Experiment umfasste die Analyse der mGBP-Rekrutierung und -Beeinflussung innerhalb
dieses Interaktionsmodells. Diese Untersuchungen basierten auf den vorherigen in vitro Ergebnissen
von mGBP2 mit mGBP7, bei denen eine Beeinflussung von mGBP2 auf die Rekrutierung von mGBP7
nachgewiesen werden konnte (Abschnitt 4.1.2, Abbildung 14 und Abbildung 15). Diesbeziglich
wurden mCherry-fusioniertes mGBP2 und mGBP7 aus Zelllysaten mittels spezifischer RFP-Beads
isoliert, aufgereinigt und auf ihre Aktivitdat untersucht. Beide Fusionsproteine zeigten signifikante
GTPase-Aktivitdten im Vergleich zu den Negativ-Kontrollen (Abschnitt 4.2, Abbildung 31). Die
funktionellen Fusionsproteine wurden gemeinsam mit den GFP-gekoppelten Proteinen in spezifischer
Zusammensetzung (GFP-mGBP2 + mCh-mGBP7/mCH-mGBP2 + GFP-mGBP7) far weitere
GUV-Experimente verwendet. In diesem Fall wurden die PA- und CL-GUVs nicht mit TexasRed
markiert, sodass eine genaue Interaktion beider Fusionsproteine mit den GUVs mittels
Konfokalmikroskopie detektiert werden konnte (Abschnitt 4.2, Abbildung 32). Die mikroskopischen
Analysen und die qualitative Auswertung zeigten, dass keine direkte Beeinflussung beziglich der
Akkumulation der Fusionsproteine innerhalb dieser Interaktionsanalyse bestand. Eine Erklarung flr
die nicht vorhandene, und in vitro in infizierten Zellen bereits detektierte, Rekrutierungsordnung

zwischen den Fusionsproteinen kdnnte das angewandte, isolierte GUV-Interaktionsmodell sein, bei
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dem interagierende Effektorproteine, zellregulatorische Ablaufe oder Interaktionsfaktoren nicht
bericksichtigt wurden.

Zusammenfassend konnten sowohl fir GFP-mGBP2 als auch fir GFP-mGBP7 direkte elektrostatische
Interaktionen mit den Lipiden PA und CL nachgewiesen werden. Die Ergebnisse bereits publizierter
Arbeiten, sowie die Daten aus dieser Forschungsarbeit, deuten auf eine Interaktion flir mGBP2 durch
die Isoprenylierung des Cysteins innerhalb des CaaX-Motivs. Die mGBP7-Fusionsproteine
interagierten vermutlich durch positiv geladene Aminosauren im C-Terminus der Proteinstruktur.
Erste Versuche deuten dabei insbesondere auf die C-terminalen 49 Aminosauren. Zudem ist zu
spekulieren, dass hydrophobe Wechselwirkungen zu CL durch eine Vielzahl aliphatischer
Aminosauren aufgebaut wurden. Das zwitterionische PS wurde wohl aufgrund seiner positiven

Ladung nicht gebunden.

5.3. Untersuchungen der mGBP7-Bindungsstellen fiir eine Lipid-Interaktion

Anhand der vorherigen Auswertungen und der Fokussierung auf die C-terminalen Aminosaduren des
MGBP7-Proteins ist zu vermuten, dass diese C-terminale Aminosduren entscheidend fir eine direkte
Protein-Lipid-Interaktion sind. Um diese These zu bestatigen, wurden vier Trunkationsmutanten des
mGBP7-Proteins hergestellt und analysiert (Abschnitt 4.3, Abbildung 33). Die mGBP7°-Mutante
bestand nur aus der mGBP-spezifischen GTPase Domaéne. Eine zweite Trunkationsmutante enthielt
die mittlere, stabilisierende M Domane und die C-terminale GTPase Effektordomane (mGBP7"). In

A9_Mutante mit einer Deletion der

Hinblick auf die vorausgegangenen Ergebnisse, wurde eine mGBP7
C-terminalen 49 Aminosauren hergestellt. AulRerdem wurde eine weitere Mutante mit einer
Punktmutation an der 51. Aminosduren-Position von einem Lysin (K) zu einem Alanin (A) im
mGBP7-Protein angefertigt (mGBP7*°"*), womit die GTP-Hydrolyse nicht mehr méglich ist (Abschnitt
4.3, Abbildung 33a)). Diese mutierten Proteine wurden N-terminal mit GFP fusioniert und lentiviral in
mGBP7-defiziente Zelllinien transduziert. Mit Hilfe der zuvor beschriebenen GFP-Beads konnten die
Fusionsproteine isoliert und aufgereinigt werden. Die Untersuchung der GTPase Aktivitat zeigte hohe
Aktivitaten fiir das mGBP7-Fusionsprotein sowie fir GFP-mGBP7° und GFP-mGBP7**. Die mGBP7"*-
und mGBP7"*-Mutanten verfiigten iiber keine nachweisbare GTPase-Aktivitit (Abschnitt 4.3,
Abbildung 33c)). Diese Ergebnisse belegten die Funktion der GTPase Doméane (G Domain) fiir die
GTPase Aktivitat. Bei Proteinen ohne G Domdne, oder mit einer mutierten G1-Sequenz innerhalb
dieser Domane, ist eine Nukleotidbindung mit nachfolgender Hydrolyse nicht mehr moglich (Legewie
et al.,, 2019). Der Verlust der Hydrolyse-Fahigkeit der K51A-Mutante konnte bereits zuvor fir das
MGBP2-Protein nachgewiesen werden (Kravets et al., 2012).

In dieser Forschungsarbeit wurde zuvor gezeigt, dass GFP-mGBP2 und GFP-mGBP7 mit PA und CL auf
Membrane Lipid Strips sowie mit kiinstlich synthetisierten PA- und CL-GUVs interagieren konnten,
unabhangig von einer GTP-Zugabe (Abschnitt 4.2). Entsprechend wurden trotz teilweiser fehlender
GTP-Hydrolysefahigkeit, alle GFP-gekoppelten mGBP7-Mutanten fiir nachfolgende Versuche
verwendet. Die Membrane Lipid Strips wiesen keine signifikanten Unterschiede bezlglich der

Lipid-Affinitdten von GFP-mGBP7“® und GFP-mGBP7°*"* im Vergleich zu GFP-mGBP7 auf. Die
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mGBP7°-Mutante konnte keine Interaktion mit einem der 15 hochkonzentrierten Lipide eingehen.
Die mGBP7"*-Fusionsproteine interagierten mit PA und CL, allerdings mit einer stark reduzierten
Intensitit im Vergleich zu GFP-mGBP7, GFP-mGBP7“ und GFP-mGBP7*°'*. Diese Auswertungen
zeigten bereits die Notwendigkeit der EDomadne und dabei insbesondere die
C-terminalen 49 Aminosauren innerhalb der mGBP7-Proteinstruktur. Bei einer vollstdndigen Deletion
dieser Domadne war eine Interaktion zu Lipiden durch dieses Experiment nicht mehr nachweisbar.
Eine um 49 Aminosduren verkirzte E Domane veranschaulichte signifikant reduzierte
Bindungsaffinitdten im Vergleich zu der vollstandigen Proteinstruktur (Abschnitt 4.3, Abbildung 34).

Die  nachfolgenden  mikroskopischen in  vitro  Untersuchungen in  transduzierten
MGBP7-Mutationszelllinien verdeutlichten die Protein-Akkumulation an der T. gondii-PV (Abschnitt
4.3, Abbildung 35). Durch die Auswertung der quantitativen Akkumulationsfrequenz der
mGBP7-Mutationsproteine an der T. gondii-PVM wurde ersichtlich, dass GFP-mGBP7" und die
K51A-Mutante keinen signifikanten Unterschied zu GFP-mGBP7 mit einer Akkumulationsfrequenz
von Uber 40 % nach einer zwei-stiindigen T. gondii-Infektion aufwiesen. Fir die alleinige G Domane

war keine T. gondii-Akkumulation detektierbar. Und auch die mGBP7**

-Fusionsproteine zeigten nur
eine sehr stark reduzierte Akkumulation an T. gondii. Diese Auswertung verdeutlichte zwei wichtige
Ergebnisse: Zum einen ist die mGBP7-Akkumulation an die T. gondii-PVM nicht abhangig von ihrer
GTPase-Aktivitit. Sowohl mGBP7 als auch mGBP7*™*, die beide keine GTPase-Aktivitat aufwiesen,
zeigten signifikante Akkumulationsfrequenzen. Dieser Effekt unterscheidet sich zu den bereits
bekannten Ergebnissen von mGBP2, welches die GTPase-Aktivitat fir eine PV-Akkumulation bendtigt
(Kravets et al., 2012). Im Fall von mGBP7 ist zu vermuten, dass die GTP-Hydrolyse kein essenzieller
Faktor fir die Akkumulation an die Parasiten-PV einnimmt und vielmehr einen Effekt auf die
Oligomerisierung und Assemblierung in VLS ausiibt. Diese Vermutung wird gestiitzt durch das Fehlen
einer mGBP7-Lokalisation in VLS bei allen mGBP7-Mutanten in uninfizierten Zellen (Abschnitt 4.3,
Abbildung 35b)).

Des Weiteren konnten die in vitro Untersuchungen die Bedeutung der C-terminalen 49 Aminosauren
von mGBP7 verdeutlichen. Bei einer Deletion dieser Aminosduren wurde eine stark reduzierte
Akkumulation an T. gondii beobachtet. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die hydrophoben und
elektrostatischen Wechselwirkungen der Aminosduren zu den T. gondii-Membranen als auch die
daraus resultierende Stabilitit und Flexibilitdit des Proteins, entscheidend fir eine effektive
Akkumulation an der PVM sind. Nachfolgend wurden erneut direkte Interaktionsanalysen an PA- und
CL-GUVs mit den GFP-fusionierten Mutantenproteinen durchgefiihrt (Abschnitt 4.3, Abbildung 36).
Die kiinstlich synthetisierten Membranen wurden unter den zuvor beschriebenen Bedingungen
hergestellt. Im isolierten Interaktionssystem konnten direkte Lipid-Bindungen von mGBP7"*- und

449 \waren nur sehr schwache, bis

mGBP7K51A—Fusionsproteinen nachgewiesen werden. Fir GFP-mGBP7
gar keine Effekte nachweisbar und fiir GFP-mGBP7° konnten keine Interaktionen detektiert werden.

Zusammenfassend ergeben die Ergebnisse, dass ein mutiertes mGBP7-Protein atypische
Lokalisations- und Bindefdhigkeiten aufwies und charakteristische Eigenschaften wie beispielsweise
die GTPase-Aktivitdt, verlor. Die Notwendigkeit der G Domane und besonders des

G1-Sequenzbereiches konnte fiir die GTPase-Aktivitdt des Proteins bestatigt werden (und auch
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Legewie et al., 2019). Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass die GTPase-Aktivitdt von mGBP7 fir
eine Protein-Akkumulation an der T. gondii-PVM keine Voraussetzung darstellte. Die E Domdne und
insbesondere die C-terminalen 49 Aminosduren sind als Schlusselabschnitt fiir die
mMGBP7-Membraninteraktion identifiziert worden.

Auf Grund der vorherigen Ergebnisse wurden zwei weitere Deletionsmutanten fir die detaillierte
Analyse der C-terminalen 49 Aminosauren hergestellt (Abschnitt 4.3, Abbildung 37). Bei den
GFP-mGBP7*%- und GFP-mGBP7A3°—Fusionsproteinen wurden die C-terminalen 20, beziehungsweise
30 Aminosauren deletiert, um die Lipid-Interaktionen und Bindestellen detaillierter zu
charakterisieren. Wie zuvor beschrieben wurden die Fusionsproteine mit GFP-Beads isoliert,
aufgereinigt und flir Membran Lipid Strips verwendet (Abschnitt 4.3, Abbildung 38). Die
Quantifizierung dieser Ergebnisse veranschaulichte keine signifikanten Unterschiede der A20- und
A30-Deletionsmutanten beziglich der PA-Interaktion im Vergleich zu GFP-mGBP7, die Lipid-Affinitat
von mGBP7** war signifikant reduziert. Die Lipid-Affinitdt zu CL war bereits bei einer Deletion von 20
Aminosaduren signifikant verschieden zu GFP-mGBP7. Des Weiteren konnten erhohte Lipid-Affinitaten
der A20- und A30-Fusionsproteine fur Ptdins(4,5)P, detektiert werden, die so fir GFP-mGBP7 als

auch fir die GFP-mGBP7**-Mutante nicht ermittelt werden konnten.

a) mGBP7

Glutaminsdure-lsoleucin-Glutamin-Leucin-Asparagin-Lysin-Glutaminsdure-Lysin-Asparagin
Serin
Serin-Leucin-Glycin-Alanin-Lysin-Isoleucin-Leucin-Asparaginsdure-Glycin-Penylalanin
Glycin-Asparaginsdure-Valin-Leucin-1soleucin-Serin-Valin-Valin-Prolin-Glycin
Serin-Glycin-Lysin-Tyrosin-Phenylalanin-Glycin-Leucin-Glycin-Leucin-Lysin
Isoleucin-Leucin-Serin-Serin-Glutamin-Methionin-Asparagin-Glutamin-Threonin-Glutamin

Asparagin-Serin-Asj

L 5!

dure-Lysin-Valin-Arginin-Lysin-Leucin

b) mGBRP7420

Glutaminsaure-Isoleucin-Glutamin-Leucin-Asparagin-Lysin-Glutaminsdure-Lysin-Asparagin
Serin
Serin-Leucin-Glycin-Alanin-Lysin-Isoleucin-Leucin-Asparaginsaure-Glycin-Penylalanin
Glycin-Asparaginsdure-Valin-Leucin-lsoleucin-Serin-Valin-Valin-Prolin-Glycin

Serin-Glycin-Lysin-Tyrosin-Phenylalanin-Glycin-Leucin-Glycin

c) mGBP743°

Glutaminsdure-lsoleucin-Glutamin-Leucin-Asparagin-Lysin-Glutaminsdure-Lysin-Asparagin

Serin
Serin-Leucin-Glycin-Alanin-Lysin-Isoleucin-Leucin-Asparaginsdure-Glycin-Penylalanin

Glycin-Asparaginsdure-Valin-Leucin-Isoleucin-Serin-Valin-Valin

d) mGBRP7449

Glutaminsdure-lsoleucin-Glutamin-Leucin-Asparagin-Lysin-Glutaminsdure-Lysin-Asparagin

Abbildung 46: Darstellung der C-terminalen Aminosauren von mGBP7 (a) und den Trunkationsmutanten A20 (b), A30 (c)
und A49 (d). In Grau sind die neun E Domdne-Aminosauren vor den C-terminalen 49-Aminosauren dargestellt. In Rot
werden die positiv geladenen Aminosauren hervorgehoben, in Blau die aliphatischen Aminosduren (mGBP7 Aminosauren-

Zusammensetzung, UniProt, Access No.: Q91740-1).

Die Aminosduresequenzen aus Abbildung 48 verdeutlichen, dass womoglich die Interaktion eines
Lysins zum PA-Lipid im Fall von GFP-mGBP7**° ausreichend fiir den Aufbau einer stabilen Interaktion
bei den Membran Lipid Strips war. Die aliphatischen Aminosduren waren weiterhin in der Lage,
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hydrophobe Wechselwirkungen des Proteins zu ermdglichen und eine strukturelle Stabilitat aufrecht
zu erhalten. Gegenteilig waren die Auswirkungen der verschiedenen C-terminalen Deletionen fir die
CL-Interaktion. Das Vorhandensein von einem oder zwei Lysinen war fiir eine stabile Interaktion nicht
ausreichend. Ebenso die Deletion einiger aliphatischer Aminosauren und damit eine Reduktion der
hydrophoben Interaktionen vom Protein mit dem Lipid, verursachte eine Auflosung der
Bindungseigenschaften.

Die Interaktion zum PtdIns(4,5)P, verdeutlichte einen signifikant erhohten Affinitatseffekt fir
GFP-mGBP7*° und GFP-mGBP7"%°, der so zuvor nicht dokumentiert werden konnte. Das
PtdIns(4,5)P, ist ein essentielles Membran-Signalmolekil und fir die Regulation der Endo- und
Exozytose, fur die Aktinzytoskelett-Dynamik, fir den lonentransport und fir Adhdsions- und
Assemblierungseffekte verantwortlich und hauptsachlich in Plasmamembranen vorzufinden (Huang,
2007; Schramp et al., 2012). Es ist bereits bekannt, dass fiir eine PtdIns(4,5)P,-Interaktion mindestens
zwei Aminosduren notwendig sind, wovon eine Lysin und die andere eine Aminosaure mit einem
aromatischen Rest sein muss (Hansen, 2015; Logothetis et al., 2015; Suh und Hille, 2008). Zudem ist
eine bevorzugte Interaktion innerhalb einer Tasche aus aromatischen Aminosauren in der gefalteten
Proteinstruktur beschrieben (Jian et al., 2015). Es kann spekuliert werden, ob durch die C-terminale
Deletion von 20 oder 30 Aminosduren eine entsprechende Konformationsanderung des
mMGBP7-Proteins hervorgerufen wird. Dieser Effekt sollte in nachfolgenden Studien detaillierter
analysiert werden, da ein Lysin und ein aromatisches Tyrosin direkt nebeneinander liegen und das
Vorhandensein einer weiteren aromatischen Aminosdure, dem Phenylalanin, ebenfalls beeinflussend
wirken konnte. Im Falle einer tatsdchlichen Konformationsanderung durch eine Deletion von 20 oder
30 Aminosauren in der mGBP7-Proteinstruktur, konnte dies eventuell artifiziell zu einer derartigen
Taschenbildung mit einem Lysin und einer aromatischen Aminosdure fir die Interaktion an
PtdIns(4,5)P, fiihren.

Bei den nachfolgenden in vitro Untersuchungen konnte fiir GFP-mGBP7**°

eine Frequenz von 24,67 %
bezliglich einer effektiven T. gondii-Akkumulation, nach einer zwei-stiindigen Infektionszeit
festgestellt werden. Diese Frequenz war im Vergleich zu GFP-mGBP7 (44,42 %) etwa um die Halfte
reduziert. Eine Deletion von weiteren 10 Aminosduren filihrte zu einer Reduktion der
T. gondii-Akkumulation auf 12,42 %. Fiir GFP-mGBP7** war ein vollstindiger Akkumulations-Verlust
an den T. gondii-PVMs nachweisbar (1,65 %) (Abschnitt 4.3, Abbildung 39 und Abbildung 40). Es ist zu
vermuten, dass die Akkumulation der mGBP7-Fusionsproteine an T. gondii-PVMs auf spezifischen
Aminosaurensequenzen im C-terminalen Proteinabschnitt basiert. Fir die PA-Interaktion war das
Vorhandensein von mindestens einem positiv geladenen Lysin ausreichend, war fiir eine stabile
Interaktion mit deprotonierten, hochreaktiven PA-Anionen sprechen wiirde. Fir die Interaktion mit
CL war mehr als nur eine positiv geladene Aminosidure notwendig. Eine Deletion der letzten flinf
C-terminalen Aminosauren (Lysin-Valin-Arginin-Lysin-Leucin) fiihrte zum Verlust von funf wichtigen,
CL-interagierenden Aminosaduren, die durch elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkungen
stabile Interaktionen mit dem CL-Lipid aufbauen kénnen. Eine Deletion dieser flinf Aminosauren

sollte zukinftig in Bezug auf die CL-Interaktion analysiert werden, um dieser Hypothese weiter
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nachgehen zu kénnen. Ein Verlust dieser Aminosauren kdnnte insofern gedeutet werden, dass die
Verbindung weiterer aliphatischer und positiv geladener Aminosauren an CL zu instabil war.

Der Nachweis einer direkten Interaktion von GFP-mGBP7 durch die C-terminalen 49 Aminosduren an
PA und CL, sowie die Abhadngigkeit der mGBP-Akkumulation an der T. gondii-PVM durch die Anzahl
und Zusammensetzung der C-terminalen Aminosauren, fihrt zu der Hypothese das sowohl PA als
auch CL in der PV-Membran und in der Plasmamembran von T. gondii vorhanden sind. Dies muss
jedoch in weiteren Versuchen experimentell aufgeklart werden. Die detaillierte Zusammensetzung
der PV-Membran von T. gondii ist weitgehend unklar. Dennoch gibt es Hinweise, die auf das
Vorhandensein von PA und CL in dieser Membran hinweisen kénnten:

Abgesehen von der bereits bekannten T. gondii-Eigenschaft, Glycerophospholipide der Wirtszelle fir
die eigene Phospholipid-Synthese und flr den Aufbau der PV-Membran zu verwenden (Charron und
Sibley, 2002), konnte bereits ein hoher Anteil an PA innerhalb der PV nachgewiesen werden (Wang et
al., 2009). Das dieses Lipid eine direkte Interaktionsmoglichkeit fir mGBP2- und mGBP7-Proteine
darstellt, war bislang nicht bekannt. Ein Vorhandensein der CL-Lipide in der T. gondii-PV ist bislang
nicht bestatigt. Die de novo CL-Synthese in T. gondii ist nur bedingt untersucht worden. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass T. gondii mit den Mitochondrien des Wirtes eng interagiert. Diese
werden durch regulatorische Prozesse der ROP2-Proteine (Abschnitt 1.4.2) an die PV-Membran
lokalisiert und besonders von Typ I- und Typ lI-Parasiten fur einen Nahrstoff- und Lipid-Austausch
verwendet (Crawford et al., 2006). Das CL-Lipid befindet sich pradominant in Mitochondrien. Es wird
vermutet, dass das Wirtszell-CL mit einem maximalen Molekulargewicht von 1,6 kDa durch die
semi-permeable PV-Membran transportiert werden kann von T. gondii verwendet wird (Fu et al.,
2018). Es besteht auBerdem die Vermutung, dass T. gondii eine de novo Synthese der CL-Lipide in
den eigenen Mitochondrien durchfihrt und das dabei das Toxoplasma
Acyl Coenzyme A Binding Protein (TgACBP2) eine entscheidende Rolle spielen soll (Fu et al., 2018). Ein
weiterer Hinweis ist die Detektion von korpereigenen Antikorpern gegen CL bei
Autoimmun-erkrankten Patienten wahrend einer T. gondii-Infektion (Shapira et al., 2012). Des
Weiteren konnte bereits eine aktivierende Funktion von CL auf GTPasen und deren Oligomerisation
an Membranen nachgewiesen werden (Bustillo-Zabalbeitia et al., 2014; DeVay et al., 2009; Meglei
und McQuibban, 2009; Shirihai et al., 2015), was einen Bezug zu der mGBP-Akkumulation, sowie der
Multimerisation von bis zu 8 000 Protein-Monomeren an der PV-Membran, darstellen kdonnte
(Kravets et al., 2016). Das Zusammenspiel von PA und CL ist insofern erklarbar, als dass PA die
Krimmung von Membranen beeinflusst (Cambrea und Hovis, 2007) und CL hauptséachlich in stark
gekriimmten Membran-Regionen segregiert wird (Huang et al., 2006a).

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass die Infektion von T. gondii zu einer Stresssituation
innerhalb der Wirtszelle fiihrt. Die CL-Lipide kdnnten entsprechend in die duflere mitochondriale
Membran transportiert werden (Lacombe et al., 2009). Aufgrund der T. gondii-gesteuerten
Assoziation mit den Wirtszell-Mitochondrien, besteht die Mdglichkeit eines CL-Transports durch die
PV-Membran und der weiterfiihrenden Verwendung durch den Parasiten. Die hochreaktiven,
anionischen PA-Lipide und das CL-Lipid kdnnten durch spezifische Interaktionsmechanismen von den

MGBP-Proteinen gebunden werden. mGBP2 verdeutlicht dabei die vermutete, primare
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Immunreaktion und interagiert direkt mit den PV-Lipiden durch die C-terminale
Isoprenylierungsseite. Das nachfolgende, sekunddre mGBP7 konnte mit Hilfe der
C-terminalen 49 Aminosduren durch hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen mit PA-
und CL- Lipiden interagieren. Bedingt durch die vorausgegangene Destabilisierung der PV-Membran
von mGBP2, wére eine schnellere Immunreaktion gegen T. gondii durch mGBP7 mdglich.

Die Detektion von CL und PA als interagierende Lipide fiir mGBP2 und mGBP7, sowie die spezifischen
Bindungseigenschaften der Proteine, kdnnen zu der Entwicklung moglicher Behandlungsmethoden
gegen T. gondii beitragen. Es wurde bereits vermutet, dass das Vorhandensein einer CL-Synthase aus
bakteriellem Ursprung in diesen Parasiten als ein potenzielles Ziel fir medikamentdse Behandlungen

genutzt werden kdnnte (Ramakrishnan et al., 2013).

120



Diskussion

T. gondi

cell surface

cytosol

6
= VLS
DY
\_‘iam T4
g
RekrutlerungmGBP

(6
(4
Ay
PV  Sekundire

Primire
Rekrutierung

31Mma 837 BSSLIETLYIEUL 32 1JIPO Ny

AWWRNWY
WA ey
MYy W
£ = A
WY o WVINWAY AV
°,...._.._§§; WU
POTNTALY = erh AL S
I, = — —

4

4

v

121



Diskussion

© Phosphatidsaure QS“& mGBP2 mit CAAX-Box
== 492 mGBP7 mit c-terminaler
_©_ Cardiolipin Bindestelle
’ \ GBP3
Phosphatidylglycerin =" m
@ mGBP6
Phosphatidylethanolamine
@ mGBP1

Phosphatidylserin

Mitochondrium (Wirt)

) Phosphatidylcholin

Stress-Reaktion

P Gop :
w2 T. gondii ROP2 Protein GTP-Hydrolyse

VLS = Vesicle like structures
PV = parasitophore Vakuole

Abbildung 49: Schema der hypothetischen mGBP-Rekrutierung zur T. gondii-PVM. Fiir mGBP2 war bereits die Lokalisation
in VLS mit mGBP1 und mGBP3 bekannt, allerdings konnte eine derartige Formation nicht fiir mGBP2 mit mGBP7 festgestellt
werden. mGBP2 rekrutiert primar an die T. gondii-PVM. mGBP7 agiert als sekundares Rekrutierungs-Protein an die PVM des
Parasiten. Die PV-Zusammensetzung ist noch weitgehend unbekannt. Bisherige Untersuchungen zeigen CL und PA als
direkte Interaktions-Lipide fir mGBP2 und mGBP7. Es gibt Hinweise, dass das CL durch einen Austausch mit assoziierten
Wirts-Mitochondrien aufgenommen wird (Mitochondrien werden durch ROP2 an die T. gondii-PV rekrutiert) und auRerdem
eine de novo Synthese fiir CL durch aufgenommene Phospholipide erfolgt (Crawford et al., 2006; Fu et al., 2018; Gupta et
al., 2000). Es ist bereits bekannt, dass die T. gondii-PV reich an PA ist, welches einerseits direkt vom Wirt aufgenommen
wird und andererseits neu hergestellt werden kann (Charron und Sibley, 2002; Wang et al., 2009). Diese Forschungsarbeit
konnte die direkte Interaktion von mGBP7 durch die C-terminalen 49-Aminosauren an CL und PA nachweisen. Dieser Effekt,
und besonders die vermutete primare Destabilisierung der PV-Membran von mGBP2-Proteinen, fiihrt zu einer Ruptur
beziehungsweise zum vollstindigen Abbau der PV durch einen bislang unbekannten Mechanismus. Durch die
Destabilisierung der PV-Membran ist es den mGBPs moglich, diese zu penetrieren und direkt an die Plasmamembran zu
akkumulieren. Eine direkte Plasmamembran-Akkumulation konnte fir mGBP2, mGBP3 und mGBP6 und ebenfalls fir

mGBP7 nachgewiesen werden.
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6. Ausblick

Die Ergebnisse und Analysen dieser Forschungsarbeit konnten viele offene Fragen beziiglich der
dynamischen Rekrutierung und Akkumulation der mGBP-Proteine wahrend einer T. gondii-Infektion
beantworten. Auch konnten zwei potenzielle T. gondii-Membran-Lipide identifiziert werden, die
direkt mit mGBP2 und mGBP7 interagieren. Diese direkten und aktiv-gesteuerten Interaktionen
basierten auf unterschiedliche Mechanismen, wobei flir mGBP2 und fir mGBP7 verschiedene
Funktionen eine Rolle spielen. In dieser Promotion konnten die C-terminalen 49 Aminosauren von
MGBP7 als strukturelles Element fir eine Membranbindung detektiert werden. Fir die mGBP2-
Akkumulation besteht die Vermutung, dass vor allem das C-terminale Isoprenylierungsmotiv mit den
mitfihrenden Proteinkonformationsanderungen zu einer direkten Membraninteraktion beitragt.
Diese Vermutung konnte in nachfolgenden Experimenten expliziter aufgeklart werden, indem eine
mMGBP2-Mutante mit mutierter Isoprenylierungsseite (wurde bereits hergestellt und veroffentlicht,
Degrandi et al., 2013) mit Membrane Lipid Strips inkubiert und nachfolgend mit GUVs analysiert wird.
Diese sollte vergleichend zu GFP-mGBP2, GFP-mGBP7 und GFP-mGBP2"™* (fur diese Mutante war
keine Akkumulation an der T. gondii-PV detektierbar, Kravets et al., 2012) durchgefiihrt werden.

Ein weiteres, nachfolgendes Experiment ist eine weiterfiihrende, detailliertere mikroskopische
Strukturanalyse von GFP-mGBP7 durch CLEM-Untersuchungen, um die Funktionalitat dieser Proteine
besser zu verstehen. AuRerdem ware die Untersuchung der Existenz einer Membran um die VLS der
MGBPs ebenfalls durch diese Methodik umsetzbar. Diese Experimente kdnnten in Kooperation mit
der AG Hensel aus der Universitdt Osnabriick durchgefiihrt werden.

Zudem sollte die Zusammensetzung der VLS mittels FRET-Analysen und spezifische Rekrutierungs-
und Akkumulationseffekte zwischen den mGBPs weiterhin analysiert werden. Derartige
Rekrutierungseffekte, mit einer offensichtlichen Beeinflussung von mCherry-mGBP2 auf die
Rekrutierung und Akkumulation von GFP-mGBP7 an T. gondii, konnte bereits innerhalb dieser
Forschungsarbeit identifiziert werden. Die Kolokalisationsanalysen zwischen mGBP7 und mGBP3
zeigten komplett unterschiedliche Ergebnisse im Vergleich zu mGBP7 mit mGBP2. Um ein
detailliertes Interaktions- und Rekrutierungsbild der mGBPs erstellen zu koénnen, ware eine
Rekrutierungs- und Akkumulationsanalyse zwischen mGBP3 und mGBP2 sinnvoll. Des Weiteren
sollten mGBP2, mGBP3 und mGBP7 in einem Kontext gemeinsam sowohl mikroskopisch als auch
durch spezifische Kolokalisations- und Korrelationsstudien analysiert werden. Diesbezliglich kénnte
ebenfalls die Generierung einer mGBP3-defizienten Mauslinie wichtige Erkenntnisse Uber die Rolle
von mGBP3 wahrend einer T. gondii-Infektion in vivo liefern.

Besonders elementar wadre die weitere Untersuchung der mGBP-Lipid-Interaktionen. Dabei sollten
zum einen die bereits bestehenden Ergebnisse weiter fokussiert werden, indem beispielsweise der
Effekt der mGBPs auf die Membranintegritat untersucht wird. Dies kdnnte mittels GUVs untersucht
werden, die mit Carboxyfluorescein gefillt sind. Ein Austreten des Farbstoffs als Folge der mGBP-
Bindung an die GUV-Membran ware ein deutlicher Hinweis auf den Verlust der Membranintegritat
durch mGBPs. Zum anderen sollten weitere mGBPs auf ihre spezifischen Lipidaffinitaiten und

Interaktionseffekte studiert werden. Fir die Aufklarung der Deprotonierungs-Hypothese von PA und
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PC innerhalb von GUVs, sollen reine PC-GUVs hergestellt werden und die mGBP-Akkumulation an
diesen Lipiden analysiert werden. Anhand dieser Ergebnisse kdnnten weitere Experimente bezliglich
der Lipid-Zusammensetzung der T. gondii-PVM erfolgen. Ein nachfolgender Schritt ware eine
spezifische Lipid-Farbung durch Lipidmarker direkt an der T. gondii-PVM, welche mikroskopisch
identifiziert werden konnten. Des Weiteren kénnte durch Zugabe fluoreszierender Lipide zum
Medium nachvollzogen werden, ob T. gondii diese herbeigefiihrten, fluoreszierenden Lipide aus der
Umgebung aufnimmt und fur den Aufbau der schiitzenden PVM verwendet. Durch das Erlangen

derartiger Informationen ware es moglich, den Aufbau der T. gondii-PVM weiter aufzudecken.
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wenn Uschi, Anne und Lisa nicht offiziell im Schreibraum saRen, im Herzen waren sie immer ein Teil
davon! Fihlt euch gedriickt (ja Julia — es wird wieder gedriickt © ), ihr seid super und ich werde euch
vermissen!

Ich bedanke mich bei meinen treuen Wegbegleitern, den Heimatmaddels, Jan, Rosa und Tobi.
AuRRerdem bei all den lieben Leuten, die meine Arbeit Korrektur gelesen haben und jetzt nie wieder
Mett essen wollen. Vielen Dank fur die notwendige Ablenkung!

Von ganzen Herzen mochte ich mich bei meinen Eltern, meinem Bruder und Alena, Opa Tons und
Oma Margret bedanken. lhr seid die allerbeste und liebevollste Familie. Vielen Dank fiir eure
Unterstlitzung, Motivation und die immer offenen Ohren!

Ein besonders grofRes Dankeschdn geht an Nico, der in den letzten Monaten Launen von mir ertragen

musste, die ich so selbst nicht einmal kannte. Vielen Dank, dass du an meiner Seite bist und mich
trotz allem immer zum Lachen bringen kannst.
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