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Guanylat-bindende Proteine

Kleb’s zusammen & zerleg's: Detergens-
proteine in der zelleigenen Immunitat

MIRIAM KUTSCH
INSTITUT FUR MOLEKULARE PATHOGENITAT, UNIVERSITAT DUSSELDORF

The spread of antibiotic resistances among bacteria led to an increase
in multidrug resistant pathogens. New therapies are urgently needed
to tackle the current global antibiotic crisis. One strategy is to boost
the ancient antimicrobial defense conserved in all vertebrates: the
innate immune system. To develop such therapies, a fundamental
understanding of host-pathogen interactions is crucial. We study how
detergent-like host factors combat bacterial pathogens in cell-autono-
mous immunity.
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B Die Behandlung von bakteriellen Infek-
tionen mit Antibiotika hat die moderne
Medizin grundlegend verdndert und ist oft
lebensrettend. Massiver und unsachge-
méBer Antibiotikaeinsatz treibt jedoch die
Ausbreitung von Resistenzen gegen verfiig-
bare Medikamente voran. Da sich die Ent-
deckung von neuen wirksamen Antibiotika-

klassen als schwierig gestaltet, stellt die
stetig steigende Anzahl an multiresistenten
bakteriellen Pathogenen eine globale Bedro-
hung dar. Um diese aktuelle Gesundheits-
krise zu bewaltigen, sind innovative Anséatze
zur Behandlung von Infektionen mit antibio-
tikaresistenten Bakterien dringend notwen-
dig.

Gehen wir aber einen Schritt zurtick.
Warum sind wir auf Antibiotika angewiesen?
Was hélt die abertausenden Mikroorganis-
men, denen wir zum einen téaglich in der
Umwelt begegnen und mit denen wir in Sym-
biose leben wie die Hautflora oder Darmbak-
terien, davon ab, aus der Reihe zu tanzen und
Krankheiten zu verursachen? Tatsachlich
werden diese Mikroben mit mehreren wirts-
eigenen antimikrobiellen Mitteln in Schach
gehalten — namlich mit den zelluldren und
molekularen Komponenten des angeborenen
Immunsystems. Eine vielversprechende Stra-
tegie multiresistente Bakterien zu bekamp-
fen besteht darin, Immunantworten, die
gezielt bakterielle Schutzmechanismen und
Virulenzfaktoren angreifen, zu verstiarken,
um Krankheitserreger fiir verfiigbare Anti-
biotika zu resensibilisieren. Die Entwicklung
solcher neuartigen Therapien erfordert ein
detailliertes mechanistisches Verstandnis
von Wirt-Pathogen-Interaktionen. Ziel unse-
rer Forschung ist es, die Wechselwirkungen
zwischen medizinisch relevanten bakteriel-
len Krankheitserregern und einem zentralen
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A Abb. 1: /n vitro-Systeme rekonstruieren Wirts-Pathogen-Interaktionen. Zeitaufgeldste konfokale Fluoreszenzmikroskopie zeigt, wie mCherry-gelabel-
tes GBP1 mit GFP-exprimierenden Shigellen in einer infizierten Epithelzelle ko-lokalisiert. Die biochemische Rekonstruktion mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten, rekombinanten Protein und kultivierten Bakterien enthiillte, dass GBP 1-Polymere direkt an die Oberflache von Gram-negativen Bakterien
binden und einen antimikrobiellen Proteinmantel bilden.
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A Abb. 2: GBPs erfiillen zwei Funktionen in der zelleigenen Immunitét gegen bakterielle Pathogene. A, Interferon-induzierte GBPs vermitteln Pyrop-
tose, helfen bei Lysieren von Bakterien, und blockieren Bildung von Aktinschweifen. B, Struktur und Schemata von LPS und GBP1. C, Unsere mechanis-
tischen Studien zeigten, dass GBP1 als LPS-Detergens agiert und die Barrierefunktion der bakteriellen duBeren Membran aufbricht. D, Zudem kleben
GBP1 und GBP2 LPS-Mizellen zu GBP-LPS-Aggregaten zusammen, die als Knotenpunkt fiir CASP4-Aktivierung dienen.

Zweig des angeborenen Immunsystems, der
zelleigenen Immunitét, grundlegend zu ver-
stehen.

Schliisselproteine in der zelleigenen
Immunitat

Zelleigene Immunitdt beschreibt die Fahig-
keit einer einzelnen Wirtszelle, sich gegen
intrazellulare Viren, Protozoen und Bakte-
rien zur Wehr zu setzen. Um gezielt gegen
mikrobielle Eindringlinge vorzugehen, muss
das Immunsystem in der Lage sein, ,selbst*
von ,nicht selbst® zu unterscheiden. Dies
geschieht durch eine Vielzahl von extrazel-
luldren und intrazelluldaren Immunsensoren,
die konservierte mikrobielle Molekiile wie
das Lipopolysaccharid (LPS) auf der Oberfla-
che von Gram-negativen Bakterien erkennen.
Das amphiphile LPS bildet mit Glycerophos-
pholipiden eine asymmetrische Lipiddoppel-
schicht: die d&uBere Membran. LPS ist nicht
nur einer der Hauptbestandteile der Hiille
Gram-negativer Bakterien, sondern wird von
Bakterien auch aktiv auf AuBere-Membran-
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Vesikeln in die Umgebung abgegeben und
bei Schédden der bakteriellen Membran frei-
gesetzt, was zur Bildung l6slicher LPS-Mizel-
len fiihrt.

Wahrend das Transmembranprotein Toll-
like-Rezeptor 4 extrazellulares und endozy-
tiertes LPS detektiert, wird LPS im Zytosol
der Wirtszelle vom LPS-Rezeptor Caspase-4
(CASP4) erkannt. Nach Aktivierung durch
LPS bildet CASP4 das nicht kanonische
Inflammasom, was programmierten Zelltod
sowie die Freisetzung von entziindungsfor-
dernden Zytokinen initiiert. Der entziindli-
che Zelltod Pyroptose entzieht intrazellu-
laren Bakterien nicht nur ihre Replikations-
nische, sondern lockt auch professionelle
Immunzellen an den Infektionsherd. Diese
Immunzellen greifen extrazelluldre Mikro-
ben entweder direkt an oder alarmieren
benachbarte Wirtszellen, indem sie zusétzli-
che Zytokine wie Interferone freisetzen und
so die Expression von Hunderten antimikro-
bieller Proteine induzieren, was eine schnel-
le zelleigene Immunantwort gegen eindrin-

gende Bakterien ermoglicht. Hauptakteure
der zellautonomen Immunitdt sind eine
Gruppe von Interferon-induzierbaren groBen
GTPasen, die Guanylat-bindenden Proteine
(GBPs) [1].

Infektionsstudien in Zellkultursystemen
und in vivo-Mausmodellen haben in den letz-
ten Jahrzehnten gezeigt, dass GBPs nicht nur
die Verbreitung von Viren, Protozoen und
Bakterien blockieren, sondern auch Entziin-
dungsreaktionen férdern und so dazu bei-
tragen, mikrobielle Infektionen effizient ein-
zuddmmen. Parallel dazu haben zellfreie
in vitro-Studien und Strukturanalysen ent-
schliisselt, wie GBPs die Hydrolyse von
Guanintriphosphat (GTP) zu Guanin-Di- und
-Monophosphat katalysieren, sich selbst zu
Dimeren, Oligomeren und Polymeren zusam-
menlagern und an symmetrische Lipiddop-
pelschichten binden [1]. Obwohl die zwei
Forschungsstrange wichtige Erkenntnisse
lieferten und die Grundlagen fiir alle nachfol-
genden Arbeiten bildeten, hatten beide ihre
Einschrdnkungen: Wahrend der biochemi-
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schen und biophysikalischen Charakterisie-
rung von GBPs meist die unmittelbare biolo-
gische Relevanz fehlte, mangelte es Zell-
kultur- und Tierstudien im Allgemeinen an
einem tieferen mechanistischen Verstandnis
der GBP-vermittelten Immunantworten. Um
diese Limitierungen zu tiberwinden, kombi-
nieren wir biochemische, mikrobiologische,
immunologische und zellbiologische Ansat-
ze, um in zellfreien und zellbasierten Sys-
temen Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen zu
studieren. Das erlaubt uns, GBP-vermittelte
zelleigene Immunitat gegen krankheitsver-
ursachende enterische Gram-negative Bak-
terien auf einem molekularen Level zu ver-
stehen.

Zytosolische Detergens-Proteine re-
sensibilisieren bakterielle Membranen
und foérdern Entziindungen

In der Immunabwehr gegen intrazellulare
Bakterien nimmt das humane GBP1 eine
Schliisselrolle ein. Kiirzlich haben wir und
andere entdeckt, dass GBP1 ein LPS-binden-
des Protein ist [2, 3]. Mit biochemischen
Rekonstruktionen haben wir demonstriert,
dass polymeres GBP1 direkt an die Oberfla-
che von Gram-negativen Darmpathogenen
wie Shigella flexneri und Salmonella enterica
typhimurium in infizierten Epithelzellen bin-
det und die Bakterien in einen antibakteriel-
len Proteinmantel, die GBP1-Mikrokapsel,
hiillt (Abb. 1, [2]). Unsere interdisziplindren
Studien haben zudem entschliisselt, dass
GBP1 ein molekularer Kleber ist und mem-
branstandiges und losliches LPS biindelt. Die
Identifizierung von GBP1 als LPS-Detergens
erlaubte es uns, zwei zuvor beobachtete zell-
eigene Immunantworten mechanistisch zu
erklaren, namlich wie GBP1 zytosolische
Bakterien direkt angreift, um Aktin-basierte
Fortbewegung zu unterdriicken und bakte-
rielle Lyse hervorzurufen, und wie GBPs
CASP4-abhdngige Pyroptose beschleunigen,
um intrazellulare Krankheitserreger aus
ihrer Replikationsnische zu entfernen und
Entziindungssignale auszusenden (Abb. 2,
[2, 4]). Wir fanden heraus, dass GBP1 die
Barrierefunktion der duBeren Membran auf-
bricht und damit resistente bakteriellen
Pathogene fiir das Reserveantibiotikum Poly-
myxin B resensibilisiert. Diese Daten liefer-
ten den ersten Beweis dafiir, dass GBP1 syn-
ergistisch mit Antibiotika wirkt, um Bakteri-
en abzutdten. Eine kiirzlich durchgefiihrte
Studie bestatigte unsere Entdeckung und
fand heraus, dass der Interferon-induzierte
Wirtsabwehrfaktor Apolipoprotein 3 in der
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Lage ist, Bakterien im Zytosol infizierter
Zellen abzutdten, wenn diese zuvor mit
GBP1 eingekapselt wurden [5]. Zudem konn-
ten wir zeigen, dass die GBP1-Mikrokapsel
die Funktion des wichtigen Virulenzfaktors
IcsA stort [2]. IcsA ist in der auBeren Mem-
bran des Humanpathogens Shigella flexneri
eingebettet und stimuliert Aktinpolymerisa-
tion an einem der bakteriellen Pole, was zur
Ausbildung von sogenannten Aktinschwei-
fen fiihrt, die von Shigellen genutzt werden,
um sich innerhalb der Wirtszelle und zwi-
schen Wirtszellen fortzubewegen. Da GBP1
die Integritat der auBeren Membran zerstort
und damit die polare Lokalisation von IcsA
beeintrachtigt, sind mit GBP1 ummantelte
Shigellen nicht mehr in der Lage, Aktin-
schweife auszubilden.

Um Bakterien zu immobilisieren und zu
toten, ist die direkte Interaktion von GBP1
mit der bakteriellen Membran essenziell.
Uberraschenderweise ist die Bindung an die
Bakterienoberfldche fiir die GBP-vermittelte
nicht kanonische Inflammasom-Aktivierung
entbehrlich. Ausschlaggebend ist hier,
dass polymerisierendes GBP1 16sliche LPS-
Mizellen zu groBeren Strukturen aggregiert
(Abb. 2, [2, 4]). Dies konnten wir in Zellkul-
turstudien zeigen, in denen wir ein Set an
biochemisch gut charakterisierten GBP1-
Mutanten einsetzten, die es uns erlaubten zu
testen, ob GTP-Hydrolyse, Polymerisierung,
Membranbindung und LPS-Zusammenkle-
ben fiir biologische GBP1-Funktionen wichtig
sind. Hierzu wurden mit CRISPR/CASP9
generierte GBP1-Knockout-Zelllinien, die
entweder Wildtyp GBP1 oder aber die GBP1-
Mutanten exprimieren, mit LPS stimuliert
und Pyroptosemerkmale wie Zelltod und
Sekretion von Zytokinen liber die Zeit ver-
folgt. Wegweisend in diesen Studien war die
3R-GBP1-Mutante, die zwar LPS biindelt,
Bakterien aber nicht einkapseln kann und
trotzdem in der Lage ist, den Verlust von
Wildtyp GBP1 auszugleichen. Wir haben
zudem humanes GBP2 als zweites zytosoli-
sches LPS-Detergens identifiziert, das eben-
falls in der Lage ist, Pyroptose zu beschleu-
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nigen [4]. In in vitro-Experimenten konnten
wir schlieBlich mit rekombinantem Protein
und isoliertem LPS rekonstruieren, dass
GBP1 und GBP2 LPS zu GBP-LPS-Aggregaten
zusammenkleben, die als Knotenpunkte fiir
CASP4-Aktivierung fungieren, was einen
neuen mechanistischen Rahmen fiir die nicht
kanonische Inflammasombildung lieferte.

Unsere mechanistischen Arbeiten haben
gezeigt, dass GBPs zwei unabhingige Funk-
tionen in der zelleigenen Immunantwort
gegen intrazellulare Bakterien ausfiihren:
Zum einen greift GBP1 die Hiille von zytoso-
lische Pathogene direkt an, zum anderen
dienen GBPs als Immunsensoren, die Ent-
ziindungsreaktionen beschleunigen. Beides
macht GBPs zu interessanten Ziel-Proteinen
fiir neuartige Therapien gegen Infektionen
mit antibiotikaresistenten bakteriellen
Pathogenen.
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