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Fragestellung des Projektes

Die Forschungsthematik dieses Projekts konzentriert sich auf die immunologischen Funktionen der
Interferon-y induzierten murinen 65kDa Guanylat-bindenden Proteine (mGBPs). Wir haben in
vorangehenden publizierten Arbeiten knock-out Mauslinien fir mGBP2 und mGBP7 generiert und in
verschiedenen Infektionsmodellen charakterisiert. mGBP27* und insbesondere mGBP77 Tiere zeigen
erhohte Suszeptibilitdten nach Toxoplasma gondii Infektion. mGBP7 defiziente Tiere zeigen eine
dhnliche hohe Mortalitat wie Interferon-y Rezeptor defiziente Tiere, was auf eine grundlegende
Immundefizienz schlieRen lasst. Kiirzlich konnten wir mGBP97- Méause generieren und in der T. gondii
Infektion initial untersuchen. Die molekularen Mechanismen und Interaktionspartner von mGBPs sind
bislang nur unzureichend beschrieben. Dieses Projekt soll die intrazellulare zellautonome Antwort der
mGBPs und ihrer interagierenden Molekile auf T. gondii Infektion genauer charakterisieren und das
Verstandnis der Wirts-Pathogen-Interaktion bei parasitaren Infektionen erweitern.

Stand der Forschung

Die Immunerkennung ist ein komplexer Prozess, der von Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)
orchestriert wird, die eindringende Krankheitserreger erkennen. Diese Erkennung initiiert eine
Kaskade von Ereignissen, die zur Produktion von Zytokinen fiihrt, entscheidenden Signalstoffen, die
Immunantworten steuern. Insbesondere spielen Zytokine wie Interferone (IFNs) eine entscheidende
Rolle bei der Aktivierung und Modulierung von Immunantworten gegen Mikroben. Unter ihnen ragt
IFNy aufgrund seiner Fahigkeit heraus, entziindliche Reaktionen auszul6sen, die darauf abzielen,
Infektionen zu kontrollieren, indem sie sowohl Immun- als auch Nicht-Immunzellen aktivieren und
antimikrobielle Effektorfunktionen induzieren.

Typ Il IFN, oder IFNy, spielt eine Schliisselrolle in diesem Szenario. Nach seiner Induktion werden
Hunderte von IFN-stimulierten Genen (ISGs) aktiviert, darunter IFN-induzierbaren GTPasen. Diese
GTPasen, gruppiert nach ihren biochemischen Eigenschaften, spielen eine unverzichtbare Rolle bei der
Aufrechterhaltung der zellautonomen Immunitat bei Wirbeltieren. Insbesondere sind die 65-73 kDa
Guanylat bindende Proteine (GBPs), die 21-47 kDa immunity-related GTPasen (IRGs), die 72-82 kDa
Myxovirus-resistance (Mx) Proteine und die 200-285 kDa very-large-inducible GTPasen (VLIGs)
wichtige Effektormolekiile in diesem Zusammenhang. Unter diesen haben die GBPs in den letzten
Jahren erhebliche Aufmerksamkeit erregt aufgrund ihrer Rolle als wirksame antimikrobielle
Effektoren, die bei verschiedenen Arten von Schwammen bis zu Sdugetieren konserviert sind. Bei
Mausen wurden elf Mitglieder (mGBP1-11) und bei Menschen sieben eng verwandte GBPs (hGBP1-7)
identifiziert. Besonders nach IFNy-Stimulation werden mehrere mGBPs hoch exprimiert, wobei mGBP2
die hochste Induktion unter ihnen aufweist.

GBPs zeigen eine charakteristische Multidomanen-Architektur mit einer katalytischen GTPase-
Domane und einer C-terminalen helikalen Domane. Verschiedene Mitglieder wie mGBP1, mGBP2 und



mGBP7 haben eine signifikante Wirksamkeit im Kampf gegen intrazellulare Krankheitserreger wie T.
gondii, einen weltweit bedeutenden einzelligen Parasiten, gezeigt. Nach der Invasion bildet T. gondii
parasitdare Vakuolen (PVs) innerhalb von Wirtszellen, in welchen die Parasiten effizient replizieren
kénnen. GBPs, insbesondere mGBPs, sind eng in die IFN-y-induzierte Kontrolle und Zerstérung von T.
gondii in verschiedenen murinen Zelltypen involviert. Durch spezifische Assoziationen mit
pathogenhaltigen Kompartimenten erleichtern GBPs die angeborene Immunerkennung und die
nachfolgende Beseitigung intrazellularer Krankheitserreger. Nach IFN-y-Induktion aggregieren die
meisten mGBPs zu vesikelartigen Strukturen (VLS) im Zytoplasma. Nach dem Eintritt von T. gondii
orchestrieren mGBPs koordinierte Angriffe auf die parasitdre Vakuolenmembran (PVM), was zu deren
Zerstorung fiihrt. Dieser Prozess beinhaltet die Rekrutierung von mGBP2 und mGBP7 auf die PVM, was
letztendlich zur Inaktivierung des Parasiten fliihren kann.

Dariber hinaus belegen Einzelgen-Knockout-Studien bei Mausen sowie die Deletion des GBP-Clusters
auf Chromosom 3 die entscheidende Rolle von GBPs bei der Immunitat gegen intrazellulare Parasiten.
Insbesondere zeigt die mGBP7-Knockout-Mauslinie eine ausgepragte Anfilligkeit fur T. gondii-
Infektionen, was die essentielle Funktion von GBPs in den Abwehrmechanismen des Wirts hervorhebt.

Eigene Vorarbeiten

Um die molekularen Interaktionen und regulatorischen Mechanismen von mGBP7 genauer zu
untersuchen, wurden verschiedene Bindungspartner identifiziert. Wir konnten hierbei TOM1 als
Interaktionsmolekiil von mGBP7 identifizieren. Das TOM1 Protein ist ein zytoplasmatisches Protein,
von dem mehrere Interaktionspartner bereits beschrieben wurden, z.B. Chlathrin oder Tollip. Zudem
wurde fiir TOM1 beschrieben, dass es ubiquitinylierte Proteine binden kann. Wir konnten zeigen, dass
TOM1 an der T. gondii PV lokalisiert, ahnlich zu mGBP7. Kirzlich konnten wir konditionale TOM1
knockout Mause generieren. Diese sollen in diesem Projekt naher charakterisiert werden um die
molekularen Wirkmechanismen der mGBP7 vermittelten anti-parasitare Wirkung aufzuklaren.

Weiterhin haben wir eine mGBP97" Mauslinie generieren kénnen. mGBP9 ist ein Vertreter der sog.
Chromosom 5 mGBPs, die bislang funktionell kaum untersucht wurden. Ein erstes Experiment mit
mGBP9”7" Méausen zeigt ebenfalls eine erhdhte Suszeptibilitdt nach T. gondii Infektion. Praliminare
Daten aus unserer Arbeitsgruppe deuten auf eine Beteiligung von mGBP9 an der Inflammason
Aktivierung hin. Diese Befunde sollen in diesem Projekt naher beleuchtet werden.

Arbeitsprogramm und Methoden
Im Rahmen dieses Projekts sind folgende Arbeiten geplant:

e DieRolle von TOML1 in der T. gondii Infektion soll genau charakterisiert werden. Hierzu werden
TOM17- M&use mit T. gondii infiziert und sowohl auf Uberleben als auch auf Parasitenlast und
Entziindungsparameter untersucht

e In in vitro Studien soll zum einen die Proliferation von T. gondii mittels eines Luciferase-
exprimierenden Stamms (Boyle, J.P. et al., Exp Parasitol, 2007. 116:302), in WT und TOM1”-
Zellen gemessen werden. Weiterhin werden wir die Rekrutierungseffizienz von mGBPs in
Abwesenheit von TOM1 untersuchen.

e Als bekannte Interaktionspartner von TOM1, werden wir die Funktion von Tollip und Chlathrin
in der T. gondii Infektion naher charakterisieren. Hierzu sind mikroskopische und funktionelle
Studien geplant.

e Kirzlich wurde gezeigt, dass Tollip fir die Rekrutierung von Galectin 7 zu intrazellularen
Pathogenvakuolen verantwortlich ist. Wir konnten in der Vergangenheit bereits Rekrutierung
von weiteren Galectinen zur T. gondii PV beobachten, daher werden wir diesen neuartigen
Befund weiter charakterisieren. Mittels eines Crispr/Cas9 basierten screen werden wir in
murinen Fibroblasten die Rolle von Galectinen in der T. gondii Infektion genauer beschreiben.



e Prédlimindre Studien konnten zeigen, dass mGBP9 defiziente Mause suszeptibel auf eine T.
gondii Infektion reagieren. Diese Studien werden in diesem Projekt intensiviert und
vergleichbar zu der TOM17 Mauslinie untersucht.

e Weiterhin soll mittels der in unserem Labor etablierten Proximity Labeling Methode,
Interaktionskandidaten von mGBP9 im Zytoplasma und an der PV identifiziert werden.

In die Graduiertenschule eingebrachte Expertise / Methoden / Modelle

e Infektionen von Mausen und Zellen mit T. gondii

e Hochauflosende Konfokale Airyscan Mikroskopie und Live-cell imaging
e Gen-Transfer mit lentiviralen Vektoren

e Durchflusszytometrie

e GUV-Technologie

e Proximity Labelling Methodik

Verkniipfungen mit anderen Projekten der Graduiertenschule

Das Projekt ist eng mit anderen Teilprojekten der Graduiertenschule vernetzt. Mit Prof. Schmitt
untersuchen wir biochemische Eigenschaften und Lipidbindungseigenschaften mGBPs. Gemeinsam
mit Dr. Miriam Kutsch untersuchen wir die Rolle von humanen GBPs in der Infektion mit intrazelluldaren
Erregern. Mit Prof. Dilthey fiihren wir bioinformatische genomische Studien von T. gondii Stammen
durch.
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