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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung und Uberblick

Im Laufe der Evolution hat sich die Immunabwehr zu einem komplexen System
entwickelt, das mit unterschiedlichsten Mechanismen den mehrzelligen Organismus
wirkungsvoll vor Infektionen schiitzt. Das hoch entwickelte Immunsystem der
Wirbeltiere, das primédr auf die Abwehr von Krankheitserregern ausgerichtet ist, ldsst
sich dabei prinzipiell in angeborene Komponenten, deren Effektormechanismen immer
vorhanden sind, und die erworbene, adaptive Immunantwort unterteilen, die erst durch

den Kontakt mit einem spezifischen Antigen generiert wird (Janeway, 2001).

Innerhalb der Immunologie fand die adaptive Immunantwort fiir lange Zeit besondere
Beachtung, da diese von B- und T-Lymphozyten vermittelte Immunantwort klonal und
hochspezifisch erfolgt, durch eine ,,Geddchtnis“-Funktion fiir die Antigene von
erfolgreich abgewehrten Erregern lang anhaltend wirkt, und deren umfassendes

Verstindnis die Grundlage fiir die Etablierung wirksamer Schutzimpfungen ist.

Forschungsarbeiten jlingerer Zeit belegen jedoch nachdriicklich, dass es im besonderen
MaBe die Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems sind, die einen
erfolgreichen Schutz des Wirtsorganismus vor Krankheitserregern sicherstellen. Die
angeborene Immunantwort erfolgt unmittelbar nach dem Eindringen von Erregern in
den Wirtsorganismus und dient vorrangig dazu, die Erreger bereits zu einem moglichst
frithen Zeitpunkt an der Eintrittspforte einzugrenzen und dem Organismus die Infektion
schnellstmoglich zu signalisieren. Ohne die Komponenten der angeborenen
Immunantwort, also allein durch die Effektormechanismen des adaptiven
Immunsystems im spéteren Infektionsverlauf, schldgt eine sterile Eliminierung von

Erregern meist fehl.

Zu den Haupteffektorzellen der angeborenen Immunantwort zdhlen vorrangig
neutrophile Granulozyten in der frithen Infektionsphase und Makrophagen im
fortschreitenden Infektionsverlauf (Kaufmann, 1999). Beide Zelltypen konnen
eingedrungene Erreger phagozytieren und abtdten. Virusinfizierte Zellen werden direkt
durch die von Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) vermittelte Zellyse eliminiert,

wodurch die Vermehrung der Viren gehemmt wird. Die zelluldr vermittelte Abwehr
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wird in infizierten Geweben zusétzlich durch 16sliche Komponenten wie Defensine und
Collectine unterstiitzt. Gegen Mikroben, die den Abwehrmechanismen am priméiren
Infektionsherd entgehen, wirken weiterhin Plasmaproteine wie natiirliche Antikdrper
sowie das Komplementsystem, um eine systemische Ausbreitung der Erreger im

Wirtsorganismus moglichst zu unterbinden.

Die Effektorzellen des angeborenen Immunsystems verfiigen nicht iiber die Mdglichkeit
des adaptiven Immunsystems, die in den extrazelluliren Raum des Wirtsorganismus
eingedrungenen Erreger iiber Oberflichenrezeptoren antigenspezifisch zu erkennen. Die
phylogenetisch am frilhesten entstandene Immunabwehr verfiigt jedoch {iiber ein
genetisch determiniertes Repertoire von Rezeptoren wie den
»{-Met-Leu-Phe““-Rezeptor, den Mannose-Rezeptor, den ,,Scavenger Rezeptoren™ und
die Familie der ,,Toll-Like-Rezeptoren” (TLR), die unterschiedliche Erregerklassen
anhand derer distinkten Komponenten spezifisch detektieren konnen (Girardin et al.,
2002). Trotz der fehlenden Antigenspezifitit ermdglichen diese Rezeptoren eine
effektive Diskriminierung zwischen wirts-,eigenen Zellen und den in den

Wirtsorganismus eingedrungenen, ,,fremden‘ Mikroben.

Effektorzellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen und Dendritische
Zellen (DC) haben nicht nur essentielle direkte Abwehrfunktionen, sondern
reprisentieren als Antigen-présentierende Zellen auch die Schnittstelle zum adaptiven
Immunsystem, indem sie Antigene prozessieren und sie in Assoziation mit den
Molekiilen des ,Major Histocompatibility Complexes*“ (MHC) gegeniiber
T-Lymphozyten prasentieren. Zu einem frithen Zeitpunkt der Infektion werden von den
Effektorzellen des angeborenen Immunsystems Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-
Alpha (TNF-a), Interleukin-12 (IL-12) sowie die Interferone (IFN) des Typs I
(hauptsédchlich IFN-a und IFN-B) und Typs II (IFN-y) sezerniert (siche 1.2). Diese
pleiotrophen Zytokine wirken als Infektionssignal und aktivieren in Immunzellen des
angeborenen Immunsystems neben der Phagozytose eine Vielzahl spezifischer und
hocheffizienter Abwehrprogramme gegen Viren, Bakterien und Protozoen, aber auch
gegen Tumore (siche 1.3). Weiterhin initiieren sie die Rekrutierung von Leukozyten
zum Infektionsherd, wodurch eine Entziindungsreaktion generiert wird. Ebenso

kommen diesen friih produzierten Zytokinen essentielle immunregulatorische
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Funktionen zu, indem sie entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der spezifischen
humoralen (vornehmlich gegen extrazellulire Erreger) und der zelluldren
Immunantwort (vorrangig gegen intrazelluldre Erreger) durch die Effektorzellen des

adaptiven Immunsystems nehmen.

Parallel zur Entwicklung einer effizienten Immunabwehr des Wirtsorganismus haben
Erreger ihrerseits in einer Art Ko-Evolution effektive Mechanismen entwickelt, die die
Immunabwehr des Wirtsorganismus unterlaufen. Als eine der effektivsten Strategie von
Erregern, sich den zahlreichen Abwehrmechanismen im extrazelluldren Milieu des
Wirtsorganismus zu entziehen, ldsst sich ihr fakultatives oder obligatorisches
Eindringen in die Zellen des Wirtsorganismus ansehen (Kaufmann, 1993). Intrazellulédr
lebende Erreger verfiigen liber auch als Virulenzfaktoren bezeichnete Komponenten, die
ihnen das FEindringen in nicht-phagozytierende Wirtszellen und den Verbleib in
unterschiedlichen intrazelluldiren Kompartimenten, beispielsweise dem endosomalen
System oder dem Zytosol, ermdglichen. Dabei interferieren die Virulenzfaktoren auf
molekularer Ebene mit den Signalwegen der Wirtszelle mit dem Ziel, die Infektion
nicht nur gegeniiber der infizierten Zelle selbst zu maskieren, sondern auch die
Signalisierung der Infektion an extrazellulire Immunabwehrkomponenten zu

beeintrachtigen oder ganz auszuschalten (Hornef et al., 2002).

Zur Abwehr von Erregern, denen es gelingt, den zahlreichen Komponenten des
angeborenen Immunsystems im extrazelluliren Raum zu entgehen (Ismail et al., 2002)
und in Wirtszellen einzudringen, verfiigen somatische Zellen iiber ein individuelles und
von extrazelluliren Komponenten unabhingiges Repertoire an antiviralen,
antimikrobiellen und antiparasitiren Abwehrmechanismen (Kaufmann, 1999). Dieser
zellautonome Infektionsschutz in nahezu jeder Korperzelle wird, ebenso wie die
Effektormechanismen von Immunzellen, vorrangig durch Interferone induziert (Boehm
et al., 1997). Damit kommt den Interferonen innerhalb der angeborenen Immunantwort

eine essentielle Rolle zu.

Die Relevanz dieser zellautonomen Resistenzmechanismen fiir eine effektive und
erfolgreiche Eliminierung einer Infektion wurde lange Zeit unterschétzt. Wéhrend viele
Interferon-induzierte Effektormechanismen von phagozytierenden, ,,professionellen*

Immunzellen des angeborenen Immunsystems hinreichend charakterisiert sind, sind die
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Interferon-regulierten Prozesse des zellautonomen Infektionsschutzes in somatischen
Zellen nicht vollkommen verstanden. Es gibt verstirkt Hinweise darauf, dass
fundamentale Funktionen dieser zellautonomen Resistenzprogramme gegen
intrazelluldre Erreger von hochmolekularen Interferon-regulierten GTPasen vermittelt
werden, zu denen die 65 kDa GTPasen (auch Guanin Binding Proteins, GBPs), die
Mx-Proteine sowie die 47 kDa GTPasen gezihlt werden (Taylor et al., 2004).

Besondere Aufmerksamkeit erlangte vor kurzem die Familie der 47 kDa GTPasen,
deren Induktion zusammen mit der Familie der 65 kDa GTPasen innerhalb der
zahlreichen Interferon-induzierten Gene sowohl in hdmatopoetischen als auch in nicht-
hidmatopoetischen Zellen quantitativ dominiert (siche 1.4). Méuse mit gezielten Gen-
Defekten fiir einzelne Mitglieder der 47 kDa GTPase Familie zeigen eine signifikant

verringerte Resistenz gegeniiber verschiedenen intrazelluldren Krankheitserregern.

Die molekularen Funktionen der 47 kDa GTPasen und ihre Mechanismen, durch die sie
Resistenzen gegeniiber intrazelluldren Erregern vermitteln, sind bisher ungekldrt. Im
Rahmen ihrer katalytischen Aktivitdt unterliegen GTPasen generell einer signifikanten
Konformationsveranderung, wodurch sie als molekulare Schalter und Regulatoren
innerhalb unterschiedlichster fundamentaler zelluldrer Prozesse wirken kénnen (Vetter
und Wittinghofer, 2001). Dementsprechend haben GTPasen entscheidenden Einfluss
auf zahlreiche molekulare und zellphysiologische Aspekte der Immunantwort, wie z.B.
der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Synthese und Translokation von

Proteinen sowie der Signaltransduktion und des vesikuldren Transports.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Charakterisierung der molekularen Interaktionen
der 47 kDa GTPasen, um Einblicke in ihre Wirkungsmechanismen und die beteiligten
Prozesse zu erhalten, die ihrer fundamentalen Rolle innerhalb der angeborenen

Immunantwort gegen intrazelluldre Erreger zu Grunde liegen.
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1.2 Die Regulation der angeborenen Inmunantwort durch Interferone

Die Interferone gehoren zu der Proteinklasse der Zytokine, unter denen man kleine,
16sliche (Glyko-)Proteine versteht, die von verschiedenen Korperzellen sezerniert
werden (Callard, 1994; Nathan und Sporn, 1991). Sie wirken nicht als direkte
Effektormolekiile, sondern agieren als chemische Botenstoffe zwischen Zellen in
autokriner oder parakriner Weise. Ihre antivirale Aktivitidt wurde urspriinglich vor mehr
als 30 Jahren in den Medieniiberstinden von Virus-infizierten Fibroblastenkulturen
(IFN-B: Isaacs und Lindenmann, 1957) bzw. von stimulierten Leukozytenkulturen
(IFN-y: Edelman und Wheelock, 1966) entdeckt. Zur Interferon-Familie werden
inzwischen iiber 40 Mitglieder gezihlt (Boehm et al., 1997; Bogdan, 2000), die man
basierend auf ihrer Genstruktur, zelluliren Produzenten, Rezeptorspezifitit und ihrer
biologischen Effektorfunktionen in zwei unterschiedliche Klassen unterteilt. Zu den
Typ 1 Interferonen zdhlt man neben IFN-o (auch als ,Leukozyten-Interferon‘
bezeichnet) und IFN-B (,,Fibroblasten-Interferon®) eine Vielzahl weiterer strukturell
untereinander verwandter Mitglieder wie IFN-8, IFN-o® und IFN-t (Hauptmann und
Swetly, 1985; Lefevre et al., 1998; Martal et al., 1998). Dagegen wird die Klasse der
Typ II Interferone lediglich von dem auch als ,,Immun-Interferon” bezeichnete IFN-y

reprasentiert (Callard, 1994).

Typ I Interferone kdnnen von nahezu jeder viral infizierten Korperzelle produziert
werden (Goodbourn et al., 2000), wobei die Synthese einem komplexem, oft
zelltypspezifischem regulatorischem Transkriptionsnetzwerk unterliegt (Taniguchi et
al., 2001). An die in das Zytoplasma eingedrungenen genomischen doppelstringigen
RNA-Strukturen des Virus bindet zunichst die konstitutiv exprimierte (und innerhalb
eines autokrinen Mechanismus durch IFN Typ I induzierbare) Serin-Threonin-Kinase
(PKR) (Jacobs und Langland, 1996). Uber PKR wird der Transkriptionsfaktor NFxB
aktiviert, der nach seiner Rekrutierung in den Nukleus mit den Mitgliedern der
IRF-Transkriptionsfaktorfamilie (Interferon Regulatory Factors; u.a. IRF-1, IRF-3,
IRF-7, IRF-9) einen Multiproteinkomplex ausbildet, der an die IFN-f Promotoren
bindet und die Transkription von IFN-f induziert (Chu et al., 1999; Israel, 2000;

Lenardo et al., 1989). Die genaue Zusammensetzung dieser Transkriptionskomplexe
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sowie ihre Regulierung wird noch kontrovers diskutiert (Reis et al., 1992; Sato et al.,
1998; Wathelet et al., 1998). Innerhalb des komplexen transkriptionellen Netzwerks
existieren positive Riickkopplungsmechanismen, die eine volle und anhaltende IFN-3
Induktion bewirken und in Fibroblasten auch zur Transkription von IFN-o-Genen
fiihren (Erlandsson et al., 1998; Harada et al., 1996), deren Promotor keine NFxB-
Bindungsstelle besitzen (MacDonald et al., 1990; Pitha et al., 1998).

Im Gegensatz zu den Typ I Interferonen wird IFN-y ausschlieBlich von Immunzellen
synthetisiert. Zu den Hauptproduzenten gehoren Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen),
T-Helfer (Tn) Zellen des Tul-Typs (inflammatorische CD4" T-Zellen) und aktivierte
CD8" zytotoxische T-Zellen (Boehm et al., 1997). Auch Makrophagen (Munder et al.,
1998), B-Zellen (Yoshimoto et al., 1997) und CD8a” Dendritische Zellen (Ohteki et al.,
1999) konnen IFN-y produzieren. Wéhrend T-Zellen durch den antigenspezifischen
Kontakt ihres T-Zell Rezeptorkomplexes mit Antigen-prasentierenden Zellen (APC)
aktiviert und zur IFN-y-Produktion angeregt werden (Ullman et al., 1990; Young,
1996), wird die IFN-y-Synthese in NK-Zellen, B-Zellen und Makrophagen antigen-
unabhingig durch pro-inflammatorische Makrophagenzytokine wie IL-12, IL-18 und
TNF-a induziert. Weitere wichtige Komponenten dieses Netzwerkes sind IL-1, IL-2
sowie IFN-a, die bei der Induktion von IFN-y als Ko-Stimulatoren wirken koénnen
(Bancroft et al., 1987; Nakanishi et al., 2001). Makrophagen und NK-Zellen verfligen
zudem {iiber einen positiven autokrinen Riickkopplungsmechanismus fiir die IFN-y

Expression (Cockfield et al., 1993; Di Marzio et al., 1994; Hardy und Sawada, 1989).

TIhre biologische Aktivitéit in den Zielzellen vermitteln die Interferone nach Bindung an
die Interferon-Rezeptoren, die zwar ubiquitdr, jedoch unterschiedlich stark auf der
Zelloberfliache aller kernhaltigen Zellen exprimiert werden (Farrar und Schreiber, 1993;
Valente et al., 1992). Obwohl Typ I und Typ II Interferone strukturell nicht miteinander
verwandt sind und auch ihre Oberflichenrezeptoren divergieren (Farrar und Schreiber,
1993), teilen sich die Signaltransduktionswege beider Interferonklassen gemeinsame
Schliisselkomponenten der ,,JAK-STAT“-Transduktionsmaschinerie, den die meisten
Zytokin-Rezeptoren zur Signalweiterleitung nutzen (Darnell et al., 1994; Imada und
Leonard, 2000; Schindler, 1999). Das Prinzip dieses Signalweges liegt in der

kaskadischen Aktivierung von ,.Janus Kinasen* (JAKs) und der ,,Signal Transducers
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und Activators of Transcription® (STATs), die nach ihrer Aktivierung durch
Phosphorylierung von den intrazelluldren Dominen der Rezeptorkomplexe dissoziieren
und nach ihrer Rekrutierung in den Nukleus durch Bindung an spezifische Promotoren
die Transkription von Zielgenen initiieren. Innerhalb des Signaltransduktionswegs der
Typ I Interferone assoziieren aktiviertes STATI und STAT2 mit IRF-9 und wandern als
heterotrimerer Komplex (ISGF-3) in den Zellkern, wo er durch Bindung an ISRE-
Sequenzmotive (,,Interferon Stimulated Response Elements®) im Promotorbereich die
Transkription einer Vielzahl von Zielgenen initiiert (Darnell et al., 1994). In der IFN-y
Signaltransduktionskaskade bilden die phosphorylierten STATI1 Proteine als GAF
(,,Gamma Interferon Activation Factor®) bezeichnete Homodimere, die in den Nukleus
transportiert werden, wo sie durch die Bindung an die GAS-Promotorelemente
(,,Gamma Interferon Activation Sites*) die Transkription von IFN-y regulierten Genen
initileren  (Decker et al., 1997). Neben diesen ubiquitiren zentralen
IFN-Signaltransduktionswegen existieren weitere alternative Mechanismen der
Signalweiterleitung, die oft zelltyp- und speziesspezifisch erfolgen und der zelluldren
IFN-Antwort eine bislang nicht vollstindig verstandene Komplexitdt verleihen
(Taniguchi et al., 2001). Die physiologische Relevanz dieser alternativen
Signaltransduktionswege, die im Falle von IFN-y weniger komplex als bei Interferonen
des Typ I ausfallen, ist iiberwiegend ungeklirt. Es besteht die Annahme, dass sie
vermutlich nicht direkt an der Induktion von spezifischen Abwehrmechanismen
beteiligt sind (Shimoda et al., 1996; Teglund et al., 1998), sondern vielmehr die
IFN-Antwort modulieren und durch die oft beobachtete Inhibition des Zellwachstums
und der Zellproliferation die Anzahl infizierter Zellen verringern, wodurch sie indirekt

zur Infektionsabwehr beitragen konnen (Micouin et al., 2000; Platanias und Fish, 1999).

Als zelluldre Antwort auf Interferone bezeichnet man sowohl die positive als auch
negative Regulation der Genexpression der Wirtszelle. Interferone des Typ I und Typ II
induzieren zwar eindeutig unterscheidbare Signaltransduktionskaskaden, durch die
Beteiligung  identischer — Transkriptionsfaktorenkomplexe entstehen allerdings
Schnittstellen zwischen beiden Signalwegen. Dementsprechend entsteht eine einerseits
spezifische, andererseits z.T. iiberlappende zelluldre Interferonantwort (de Veer et al.,

2001; Der et al, 1998). Als primdre Antwort bezeichnet man die direkte
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transkriptionelle Aktivierung von Genen durch die Transkriptionsfaktoren der
Interferon-Signaltransduktionskaskade, entsprechend fiir Interferone des Typ 1 die
Aktivierung der Gene mit GAS-Promoterelementen durch GAF und im Falle von
Interferonen des Typ II der ISRE-enthaltenden Gene durch ISGF3 (Boehm et al., 1997).
Daneben wird durch Interferone die Expression von bis zu weiteren 40
Transkriptionsfaktoren initiiert, die ihrerseits eine Vielzahl von Genen induzieren. Diese
indirekte, von der de-novo Proteinbiosynthese von Transkriptionsfaktoren abhédngige
Geninduktion wird deshalb als sekundére Interferonantwort bezeichnet (Taniguchi et
al., 2001). Die Komplexitdt der zelluliren Antworten auf Interferone kann zu einem
groen Teil auf die Vielzahl der von ihnen regulierten Transkriptionsfaktoren
zuriickgefiihrt werden. Da sich die primédren und sekundéren Transkriptionsfaktoren bei
der Genregulation oft iiberschneiden, lassen sich viele IFN-regulierte Gene nicht
eindeutig als primir- oder sekundir-responsiv klassifizieren. Man spricht in diesem

Zusammenhang auch von einer gemischten Interferonantwort.

Die Zahl der durch Interferon Typ I regulierten Gene wird auf mindestens 500 pro
Einzelzelle geschitzt und wird von der Zahl der IFN-y regulierten Gene sogar
iibertroffen (Der et al., 1998; Wan et al., 1996). Der weitaus grofite Teil der Interferon-
vermittelten Gen-Aktivierung und -Inhibition erfolgt auf der Ebene der
transkriptionellen Regulation. Daneben existieren zahlreiche post-transkriptionelle
Regulationsmechanismen, deren molekulare Funktionsweisen bislang nur unzureichend
charakterisiert sind (Condino-Neto und Newburger, 2000; Curiel et al., 1999; Mitchell
et al., 1996).
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1.3 Zellautonome Resistenzprogramme innerhalb der IFN-Immunantwort

Das durch Interferone induzierte und regulierte komplexe Transkriptionsnetzwerk
resultiert in einer entsprechend vielfdltigen funktionellen zelluliren Antwort. Die
zahlreichen physiologischen Verdnderungen scheinen jedoch in ihrer Gesamtheit auf die
Regulation des Immunsystems und die Kontrolle der Abwehr infektioser Erreger
ausgerichtet zu sein. Diese Annahme basiert auf der Untersuchung von Mausen, deren
Interferonrezeptor (Huang et al., 1993) bzw. essentielle Komponenten innerhalb von
Interferon-Signaltransduktionswegen (Durbin et al., 1996; Park et al., 2000; Rodig et
al., 1998) oder deren Interferon-Gene selbst (Cooper et al., 1993) durch genetische
Mutation oder Deletion funktionell inaktiviert wurden. Diese fiir IFN-Antworten
defizienten Tiere zeigen nur innerhalb des lymphatischen Systems Abnormalitdten
(Dalton et al., 1993) und pathologische Effekte beschrinken sich auf eine stark
verminderte Resistenz gegeniiber verschiedenen Krankheitserregern (van den Broek et

al., 1995a).

Die von Interferonen induzierten zelluldren Antworten lassen sich vier genetischen
Hauptprogrammen zuordnen, die durch zahlreiche diverse Mechanismen kooperativ die
Eliminierung von infektidsen Erregern ermdglichen (Boehm et al., 1997; Dalton et al.,
1993; Huang et al., 1993). Zu diesen Programmen zdhlt die Erreger-spezifische
Modifikation der Immunantwort liber die Regulation des Zytokinnetzwerks, die
Aktivierung der Phagozytose in Makrophagen und Neutrophilen, die Verstirkung der

Antigenprésentation sowie die Induktion zellautonomer direkter Abwehrmechanismen.

Interferone des Typs I und II koordinieren die angeborene Immunantwort, indem sie
maligeblichen Einfluss auf die Funktionalitdit der Immunzellen nehmen und ihr
komplexes Interaktionsnetzwerk modulieren. Durch sie wird die Proliferation,
Differenzierung, Wanderung sowie die Zytokinproduktion von T- und B-Zellen
gesteuert (Szabo et al, 1995), und in B-Zellen die Produktion bestimmter
Antikorperisotypen induziert (Stark et al., 1998). Damit haben die Interferone einen
direkten Einfluss auf die Etablierung der zelluliren und humoralen
Effektormechanismen. Die Stimulation von Makrophagen durch IFN-y verstirkt die

Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose und aktiviert intrazellulire Prozesse, die zur
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Anséduerung und Fusion des Phagosoms mit den Lysosomen zum Phagolysosoms fiihren
(Warren und Vogel, 1985). Die quantitative und qualitative Steigerung der
Antigenprozessierung korreliert mit der erhohten Expression von MHC 1II (de Veer et
al., 2001), wodurch die Présentation der prozessierten Antigene gegeniiber T-Zellen
intensiviert wird. In Nicht-Immunzellen verstirken Typ I Interferone die Expression
von MHC I und Zelladhidsionsmolekiilen wie das ,,Intercellular Adhesion Molecule-1*
(ICAM-1) und begiinstigen so die Rekrutierung von Immunzellen zu Infektionsherden

und die Ausbildung von spezifischen T-Zellantworten (Stark et al., 1998).

Neben der Steuerung der Effektorfunktionen und der Koordination des
Interaktionsnetzwerkes von Immunzellen induzieren Interferone auch in Nicht-
Immunzellen Abwehrprogramme, die von extrazelluliren Komponenten des
Immunsystems unabhéngig sind und direkt gegen Erreger wirken, die in Wirtszellen
eingedrungen sind. Jede kernhaltige Korperzelle, unabhidngig vom Zelltyp und
Zelldifferenzierungszustand, verfiigt {iber ein solches Repertoire an IFN-induzierbaren
intrazelluldren Immunabwehrmechanismen (Kaufmann, 1993). Die Uberfiihrung der
Zelle in diesen ,,Abwehrmodus® gegen virale sowie intrazelluldre bakterielle und
parasitire Erreger ist durch eine drastische Verdnderung der Zellphysiologie

gekennzeichnet.

Zu den am besten charakterisierten Komponenten der zellautonomen antiviralen
Resistenzprogramme, die durch Interferone Typ I und Typ II induziert werden, gehdren
die ,Protein Kinase R*“ (PKR), das "2'-5' Oligoadenylate Synthetase"-System
(2'-5' OAS), die ,,double stranded RNA specific Adenosin Deaminase* (dsRAD) sowie
die Mx-GTPasen, auf die in Abschnitt 1.4 genauer eingegangen wird. Diese Programme
stellen essentielle, nicht-redundante Komponenten innerhalb der antiviralen
Verteidigung von hidmatopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Zellen dar. PKR
besitzt neben der in Abschnitt 1.2 beschriebenen Funktion als Signalmolekiil einer
viralen Infektion weitere wichtige direkte Effektorfunktionen von immunologischer
Relevanz. Die immunologischen Defekte von PKR-defizienten Méusen sind weit
reichender als die von IFN-y-defizienten Méusen (Abraham et al., 1999; Yang et al.,
1995). Der direkte antivirale Effekt von PKR beruht auf der Phosphorylierung der

Translationsinitiationsfaktoren, was deren Recycling verhindert und schlieBlich zur
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Inhibierung der mRNA-Translation fiihrt (Clemens und Elia, 1997; Meurs et al., 1990).
PKR triagt auch indirekt zur Beseitigung einer viralen Infektion bei, indem PKR in
infizierten Zellen die Apoptose induziert (Der et al., 1997; Tan und Katze, 1999). Als
Signal-transduzierende Kinase beeinfluft PKR weiterhin die Aktivitdt der
Transkriptionsfaktoren NFkB, IRF-1 und STATI, die fiir die Induktion verschiedener
antiviraler Abwehrkomponenten von Bedeutung sind (Kumar et al., 1997; Williams,
1999). Das antivirale 2'-5' OAS System besteht aus mehreren IFN-induzierbaren
Proteinen, die durch dsRNA aktiviert werden und die Synthese von 2',5' verbundenen
Oligoadenylaten aus ATP katalysieren. Durch die Anbindung dieser Molekiile an die
inaktive, als Monomer vorliegende Endoribonuklease L (RNaseL) entsteht ein aktives
RNaseL-Homodimer, das einzelstringige RNA sowie ribosomale 28S RNA degradiert
(Iordanov et al., 2000) und damit die virale Translation unterbindet (Rebouillat und
Hovanessian, 1999). Als viraler Inhibitor wirkt weiterhin die IFN-induzierbare dsRAD,
die in einem als RNA-Editierung bezeichneten ProzeB3 den Austausch von Adenosin zu
Inosin in doppelstrangiger RNA katalysiert (Patterson et al., 1995; Polson et al., 1996).
Diese Mutationen induzieren den Abbau der RNA durch eine Inosin-spezifische
Ribonuklease und verhindern so die Synthese funktioneller viraler Proteine (Scadden

und Smith, 1997).

Wihrend in der zellautonomen antiviralen Immunantwort beide Interferon-Typen
essentielle  Funktionen ausiiben, werden antibakterielle wund antiparasitire
Effektormechanismen hauptséchlich durch Interferon-y induziert (Goodbourn et al.,
2000; Shtrichman und Samuel, 2001; van den Broek et al., 1995a; van den Broek et al.,
1995b). Der molekulare Mechanismus dieser unterschiedlichen Einflussnahme liegt in
der IFN Typ I abhingigen Aktivierung des Transkriptionsfaktorkomplexes ISGF3, der
vorrangig Gene der antiviralen Immunantwort reguliert, wihrend die primér durch
IFN-y aktivierten STATI1-Dimere hauptsidchlich antimikrobielle Effekte induzieren
(Dupuis et al., 2001). Zwar konnen auch fiir Interferon-Typ I indirekte antimikrobielle
Effekte nachgewiesen werden, diese spielen jedoch im Vergleich zu IFN-y nur eine

untergeordnete Rolle (Bogdan, 2000).

Zu den wichtigsten IFN-y induzierten zellautonomen antimikrobiellen Effektorsystemen

zahlt die Generierung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffmetabolite sowie die
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Expression der "Natural Resistance-Associated Macrophage Protein" (NRAMP)
Familie. Die Aktivierung dieser Mechanismen erfolgt nicht als generelle,
zelltypiibergreifende Antwort auf IFN-y, sondern zelltypspezifisch in professionellen
phagozytierenden Immunzellen, den Makrophagen. Diese Beschriankung gilt besonders
fiir die Produktion von freien Sauerstoffmetaboliten (,,Reactive Oxygen Intermediates,
ROIs) in Phagolysosomen durch den Multi-Enzymkomplex "NADPH-oxidase", auch
als "Phagocyte Oxidase"-System (Phox) bezeichnet. Der Zusammenschluss der
zahlreichen Einzelkomponenten zu dem funktionsfahigen Multi-Enzymkomplex Phox
ist IFN-y abhingig (Bogdan et al., 2000). Aus den freien Sauerstoffradikalen werden
hochreaktive oxidierende Radikale gebildet, die fiir die phagozytierten Mikroben
toxisch sind. Im Gegensatz zu ROIs konnen das toxische Stickoxid (NO) sowie
hochreaktive  Stickstoffmetabolite =~ von verschiedenen Zelltypen durch die
IFN-y induzierbare "inducible Nitric Oxide Synthase" (iNOS) im Cytosol gebildet
werden. Stickstoffradikale vermitteln nicht nur antimikrobielle Effekte, sondern
besitzen auch eine spezifische antivirale Aktivitit (Nathan, 1997). Ebenfalls nur in
phagozytierenden Zellen wird das IFN-y induzierte NRAMP1 Protein als integrales
Membranprotein  von Lysosomen exprimiert (Hackam et al., 1998). Nach
phagozytotischer Aufnahme von Mikroben wird NRAMP1 zur Phagosomenmembran
rekrutiert, wo es die Konzentration divalenter Kationen innerhalb der Phagosomen
kontrolliert und so die intraphagosomale Replikation des FErregers inhibiert.
Desweiteren ist NRAMP2 an der Regulation des Eisengehalts der Zelle beteiligt
(Bellamy, 1999; Jabado et al., 2000), der Einfluss auf die Resistenz der Wirtszelle
gegeniiber intrazelluldren Erregern nimmt und Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten

ist (Collins et al., 2002; Schaible et al., 2002).

Die Infektionsabwehr von Maéusen, die lediglich fiir distinkte IFN-y-vermittelte
Resistenzmechanismen defizient sind (Hackam et al., 1998; Khabar et al., 2000), ist im
Vergleich zu IFN-y-Rezeptor defizienten Tieren, die iiber keinerlei IFN-y-vermittelte
Effektorfunktionen verfiigen (Durbin et al., 1996; Huang et al., 1993), nur geringfiigig
beeintrachtigt. Es ist daher anzunehmen, dass neben den zuvor beschriebenen, gut
charakterisierten IFN-y-vermittelten Effektorfunktionen weitere, noch unbekannte

[FN-y-induzierbare Mechanismen existieren, die eine antimikrobielle und antiparasitére
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zellautonome Resistenz vermitteln (Hanson, 1991; Way et al., 1998). Als
immunologisch relevante Faktoren der intrazelluldren Resistenz werden in jlingeren
Forschungsarbeiten in  besonderem Malle die  hochmolekularen, durch

IFN-induzierbaren GTPasen diskutiert (siche 1.4).

1.4 Die Interferon-induzierten 47 kDa GTPasen sind
essentielle Komponenten der zellautonomen Resistenz

Expressionsanalysen von Genen, die differentiell durch Interferone reguliert werden,
haben gezeigt, dass sowohl in hdmatopoetischen (z.B. Makrophagen) als auch nicht-
hidmatopoetischen Zellen (z.B. Fibroblasten) die Transkription einer Guanylat-
bindenden Proteinfamilie (GBP), die 47 kDa GTPasen, durch IFN-y-Stimulation
signifikant induziert wird. Beziiglich ihrer differentiellen Expression dominiert diese
Proteinfamilie die zelluldre Interferonantwort, zusammen mit der ebenfalls
IFN-induzierbaren, jedoch nicht mit den 47 kDa GTPasen sequenzverwandten Familie
der 65 kDa GTPasen (Boehm et al., 1998). Von der 47 kDa GTPase Familie wurden
bisher sechs Mitglieder in der Maus identifiziert. Zu ihnen zdhlen IGTP, GTPI,
LRG-47, IRG-47, TGTP/Mg21 (Carlow et al., 1995; Gilly und Wall, 1992; Lafuse et
al., 1995; Sorace et al., 1995; Taylor et al., 1996) sowie IIGP, das in unserem Labor mit
der Methode der differenziellen Subtraktions-Hybridisierung als stark induziertes Gen
wihrend einer L. monocytogenes-Infektion identifiziert und kloniert wurde (Zerrahn et
al., 2002). Genomische Studien geben Anlass zur Annahme, dass noch weitere, bisher
nicht charakterisierte Mitglieder in der Maus existieren. Wéhrend in Invertebraten
bislang keine Vertreter dieser Proteinfamilie identifiziert werden konnten, gibt es
Hinweise, dass sequenzverwandte Gene in der Ratte, im Zebrafisch und im Menschen
existieren (J.C. Howard, Universitit zu Koln, personliche Mitteilung). Homologe Gene
zu den 65 kDa GTPasen der Maus (mGBP1/mag-1 und mGBP2/mag-2) (Vestal et al.,
1998) sind bereits in der Ratte (Asundi et al., 1994), im Huhn (Schwemmle et al., 1996)
und im Menschen (Cheng et al., 1983; Strehlow et al., 1994) identifiziert worden. Auch
fiir die durch IFN Typ I induzierbaren und nicht mit den 47 kDa GTPasen verwandten
Mx-GTPasen Mx1 und Mx2 der Maus (Haller et al., 1998; Horisberger et al., 1983) ist
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die Existenz von Homologen in verschiedenen Saugetieren, Vogeln und Fischen
nachgewiesen worden, und auch die humanen Homologe (MxA/hGBP1 und

MxB/hGBP2) sind bereits identifiziert und charakterisiert (Horisberger et al., 1990).

Die Mitglieder der 47 kDa GTPasen, deren Molekulargewicht zwischen 45 und 48 kDa
variiert, werden konstitutiv nicht oder nur sehr schwach exprimiert. Thre Induktion
erfolgt durch beide Interferon-Typen sowohl in professionellen Zellen des
Immunsystems (wie Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen) als auch in Nicht-
Immunzellen (wie Fibroblasten), wobei IFN-y einen wesentlich stirkeren induktiven
Effekt als Interferon-Typ I aufweist (Boehm et al., 1998; Sorace et al., 1995). Die
Klassifizierung der 47 kDa GTPasen innerhalb der IFN-Antwort ist nicht einheitlich, so
wurden verschiedene Mitglieder entweder der primdren oder sekundiren
Interferonantwort zugewiesen (Boehm et al., 1998; Gilly et al., 1996) und als gemischte
Antwortgene charakterisiert (Taylor et al., 1996). Dagegen ist die Induktion der murinen
65 kDa GTPasen strikt IFN-y vermittelt und erfolgt vollstindig als sekundire
Interferonantwort (Briken et al., 1995).

Die 47 kDa GTPasen zdhlen zu der GTPase Superfamilie, deren charakteristische
Eigenschaft die Bindung und Hydrolyse von GTP ist (Vetter und Wittinghofer, 2001).
AuBer der konservierten ,,G-Domédnen-Topologie* zeigen die 47 kDa GTPasen keine
weiteren Sequenzhomologien zu anderen GTPasen oder Proteinen (Boehm et al., 1998).
Die auch als ,,GTPase-Doméne* bezeichnete GTP-Bindungsdoméne besteht aus den
drei kanonischen Sequenzmotiven G1 (G(X4)GKS) (P-loop), G3 (D(X>)G) und G4
((N/T)(K/Q)XD) (Dever et al., 1987). Rontgenstrukturanalysen der kleinen GTPase p21ras
zeigten, dass durch das G1- und G3-Motiv die Interaktion mit den Phosphatgruppen der
gebundenen Guaninnukleotide vermittelt wird, wihrend das G4-Motiv mit dem
Purinring von GTP interagiert und fiir die Spezifitdit der Guaninerkennung
verantwortlich ist (Bourne, 1995; Bourne et al., 1990). Die Anbindung von GTP an die
GTPasen ersetzt das zundchst mit ihnen assoziierte GDP, und nach der katalytischen
Hydrolyse von GTP liegen die GTPasen erneut in ihrer GDP-gebundenen Form vor.
Somit entsteht ein unidirektionaler Hydrolysezyklus, in dem die GTPasen zwischen
GTP- und GDP-gebundenen Formen alternieren (Vetter und Wittinghofer, 2001). Mit

der GDP/GTP-Bindung ist ein signifikanter Konformationswechsel verbunden, der die
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Affinitdt der GTPasen zu anderen Makromolekiilen verdndert. Durch diese Eigenschaft
konnen GTPasen als molekulare Schalter in unterschiedlichsten biochemischen
Prozessen wirken. Der Austausch von GDP zu GTP aktiviert dabei die GTPasen,
wiahrend die Hydrolyse von GTP zu GDP inaktivierend wirkt. Reguliert wird dieser
Zyklus in vielen Fillen von "GTPase Activating Proteins" (GAPs), die die Hydrolyse
von GTP zu GDP und somit die Inaktivierung beschleunigen, und von "Guanine
Nucleotide Exchange Factors" (GEFs), die die Austauschrate von GDP zu GTP erhéhen
und als Aktivatoren fungieren. Beziiglich ihrer Funktion als biologische Schalter sind
die Affinitditen zu GDP bzw. GTP, die benétigte Zeit fiir ihre Bindung, sowie die
Hydrolyserate kritische Faktoren fiir eine prézise koordinierte Interaktion mit anderen

Molekiilen (Bourne, 1995).

Anhand ihrer Primirstruktur lassen sich die 47 kDa GTPasen in zwei Subfamilien
unterteilen, wobei bei den Mitgliedern IGTP, GTPI und LRG-47 die GKS Sequenz
innerhalb des G1-Motivs durch GMS ersetzt ist (Boehm et al., 1998). Innerhalb des
phylogenetischen Stammbaums steht die Familie der 47 kDa GTPasen in Nachbarschaft
zu den ebenfalls IFN-induzierbaren, jedoch nicht sequenzverwandten 65 kDa GTPasen

und Mx Proteinen (Abb. 1).

Trotz der sehr geringen Sequenzéhnlichkeit zwischen den einzelnen IFN-induzierbaren
GTPase-Familien wird aufgrund der bisher bekannten biochemischen und biologischen
Charakteristika angenommen, dass sie sich alle zur Superfamilie der Dynamine zdhlen
lassen (Praefcke und McMahon, 2004; Uthaiah et al., 2003). Fiir die Mitglieder der
47 kDa GTPasen existieren bisher keine Rontgenstrukturdaten, die Einblick in ihre
molekulare Funktionsweise ermdglichen wiirden. Eine funktionelle Verwandtschaft der
47 kDa GTPasen zu den anderen hochmolekularen GTPasen der Dynamin-Superfamilie
(hGBP1, MxA, Dynamin) erscheint unter Beriicksichtigung der vor kurzem publizierten

biochemischen Charakterisierung von IIGP plausibel (Uthaiah et al., 2003).
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Abbildung 1:  Phylogenetischer Stammbaum von ausgewéhlten kleinen (,,klassischen*)
und hochmolekularen, IFN-induzierbaren GTPasen
(Boehm, Guethlein, Howard; Koln).

Die in intrazelluldre Resistenzmechanismen involvierten Familien der 47 kDa GTPasen, 65 kDa GTPasen
und die Mx1-GTPase sind farblich hervorgehoben.

Die niedrige Bindungsaffinitit von IIGP fiir Guanin-Nukleotide im mikromolaren
Kp-Bereich ist eine charakteristische Eigenschaft dieser grolen GTPasen (Binns et al.,
2000; Schwemmle et al., 1995). Wihrend kleine GTPasen wie p21%* zur Steigerung
ithrer die Hydrolyseaktivitit GAPs bendtigen, besitzen die groen GTPasen MxA und
Dynamin die Eigenschaft, nukleotidabhdngig Homo-Oligomere oder Multimere zu
bilden, womit eine als ,kooperativ bezeichnete Hydrolyseaktivititssteigerung
verbunden ist (Eccleston et al., 2002; Kochs et al., 2002; Nakayama et al., 1993). Auch
IIGP zeigt in-vitro mit steigender Proteinkonzentration diese erhdhte Aktivitit, die mit
der Ausbildung von IIGP-Homo-Oligomeren in Gegenwart von GTP korreliert (Uthaiah
et al., 2003). Im Gegensatz zu den anderen groBen GTPasen, deren Affinitit zu GTP
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hoher oder identisch mit der zu GDP ist, besitzt IIGP in-vitro jedoch eine hohere

Affinitat zu GDP.

Studien zur subzelluldren Lokalisation geben Hinweise darauf, dass die 47 kDa
GTPasen mit intrazelluliren Membranen assoziiert sind, wobei bisher nur fiir IGTP und
IIGP die Membranassoziation detailliert beschrieben wurde (Taylor et al., 1997;
Zerrahn et al., 2002). Der iiberwiegende Anteil von exprimiertem IGTP ist mit der
zytoplasmatischen Seite von ER-Membranen assoziiert, ein geringer Anteil befindet
sich in globuléren Strukturen in der Zellperipherie. Auch IIGP ist am ER lokalisiert,
zeigt aber zusétzlich eine signifikante Assoziation mit dem Golgi-Apparat. Die Art und
Weise der Bindung der 47 kDa GTPasen an die jeweiligen Organellenmembranen ist
unbekannt. Keine der 47 kDa GTPasen besitzt ein Signalpeptid, eine hydrophobe
potentielle Transmembrandoméne oder ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv (CaaX-
Sequenz), das Proteine durch eine posttranslationale Bindung von Isoprenyl-Lipiden in
Membranen verankern kann (Clarke, 1992). Dagegen ist die punktformige
zytoplasmatische Verteilung der 65 kDa GTPasen, die moglicherweise eine
Vesikelassoziation reflektiert, in Maus- und Humanzellen auf die zelltypabhidngige
Isoprenylierung eines CaaX-Motivs zuriickzufithren (Cheng et al., 1985; Schwemmle
und Staeheli, 1994; Vestal et al.,, 2000). Es wurde postuliert, dass ein N-terminales
Myristylierungsmotiv zumindest teilweise fiir die Assoziation mit Membranen
erforderlich sein konnte, es existieren jedoch keine Daten, die diese Vermutung
untermauern (R. Uthaiah, Universitidt zu Koln, personliche Mitteilung). Moglicherweise
wird die Assoziation der 47 kDa GTPasen mit intrazelluliren Membranen durch eine

physikalische Interaktion mit membranstdndigen Proteinen vermittelt.

Beziiglich der Funktion der 47 kDa GTPase Familie in der angeborenen Immunantwort
wurde gezeigt, dass ihre Mitglieder eine fundamentale Rolle in zelltypunabhingigen
und zellautonomen Resistenzmechanismen gegeniiber verschiedenen viralen und
intrazelluldren bakteriellen und protozoischen Erregern ausiiben. Die Vermittlung einer
spezifischen antiviralen Aktivitdt durch eine 47 kDa GTPase konnte in-vitro mittels
einer TGTP iiberexprimierenden murinen Fibroblasten-Zellinie gezeigt werden, in der

die Vermehrung des Vesikuldren Stomatitis Virus (VSV) effizient gechemmt wurde, die
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jedoch keine erhdhte Resistenz gegeniiber dem Herpes Simplex Virus (HSV-1) zeigte
(Carlow et al., 1998).

Offensichtlich scheinen distinkte Familienmitglieder der 47 kDa GTPasen eine
unterschiedliche Relevanz fiir die Abwehr von unterschiedlichen intrazelluldren
Erregern zu haben. Untersuchungen von Méusen mit einer gezielten Deletion fiir IGTP,
LRG-47 oder IRG-47 weisen einen Verlust der Resistenz gegeniiber dem intrazelluldren
Parasiten Toxoplasma gondii auf, wobei die Defizienz in IRG-47 defizienten Tieren nur
in der chronischen Phase der Infektion offensichtlich wurde (Collazo et al., 2001;
Halonen et al., 2001). LRG-47 defiziente Méduse zeigten zudem eine hohe Anfilligkeit
fiir Infektionen mit dem fakultativ intrazelluldrem, gram-positiven Bakterium Listeria
monocytogenes. Gegeniiber einer Infektion mit murinem Cytomegalo-Virus (MCMV)
sind diese 47 kDa GTPase-defizienten Méuse resistent. Mit der Generierung von
Knochenmarks-Chiméren zwischen genetisch unverdnderten Maiusen und IGTP-
defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass fiir eine erfolgreiche Immunabwehr
einer 7. gondii -Infektion die Expression dieser 47 kDa GTPase sowohl in
hamatopoetischen als auch nicht-hdmatopoetischen Zellen erforderlich ist (Collazo et

al., 2002).

Wihrend die immunologische Relevanz der 47 kDa GTPasen fiir die zellautonome
Resistenz durch die phédnotypische Charakterisierung der entsprechenden defizienten
Maiuse eindeutig belegt ist, ist der molekulare Wirkungsmechanismus dieser GTPase-
Familie bisher unbekannt. Es besteht die generelle Annahme, dass die von den 47 kDa
GTPasen vermittelten Effektormechanismen unabhingig von anderen Komponenten des
angeborenen oder erworbenen Immunsystems und auf intrazelluldrer Ebene wirksam
sind, denn in den 47 kDa GTPase defizienten Méusen sind wichtige immunologische
Parameter der angeborenen Immunantwort wie die Produktion der Zytokine IL-12 und
TNF-a, die NO-Produktion sowie NK- und T-Zellfunktionen unverindert. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Resistenz von Astrozyten gegeniiber 7. gondii durch
IGTP  vermittelt wird und wunabhingig von reaktiven Stickstoff- und
Sauerstoffmetaboliten oder dem intrazelluldren Eisen- und Tryptophanentzug erfolgt,
der in anderen Zelltypen bei der Infektionsabwehr von 7. gondii involviert ist (Halonen

etal., 2001).
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Anhand der bisherigen Daten ldsst sich zwar eine Zugehdrigkeit aller drei
IFN-induzierbaren GTPasen (47 kDa GTPasen, 65 kDa GTPasen und Mx-Proteine) zu
der Superfamilie der Dynamine postulieren, jedoch sind die wenigen bisher bekannten
Eigenschaften dieser GTPase-Familien untereinander auBerordentlich divers, so dass
sich keine Riickschliisse auf die molekulare Funktionsweise der 47 kDa GTPasen
ableiten lassen. Die Rolle der 65 kDa GTPasen in der Interferon-Antwort ist noch
ungeklirt. In natiirlich vorkommenden Mausstimmen ohne funktionelles mGBP-1 Allel
konnten ebenso wie in Méusen mit gezielt generierter 65 kDa Defizienz keine
phéantotypischen Abweichungen oder erhohte Anfalligkeit gegeniiber
Krankheitserregern festgestellt werden (Jin et al., 1998; Staeheli et al., 1984). Der
einzige Hinweis, dass humane 65 kDa GTPasen immunologisch relevant sein konnten,
liefert die erhohte Resistenz einer hGBP-1 iiberexprimierenden Zellinie gegeniiber VSV

und dem Encephalomyocarditis Virus (ECMV) (Anderson et al., 1999).

Die Mechanismen, durch die die IFN Typ I induzierbaren Mx-GTPasen zellautonome
antivirale Resistenzmechanismen vermitteln, sind hingegen detailliert charakterisiert
(Haller et al., 1998; Horisberger, 1995). Die Inhibition der viralen Replikation beruht
auf der Interaktion der Mx-GTPasen mit Strukturkomponenten des Virus, wodurch
dessen intrazelluldrer Transport und Tranlationsmaschinerie gestort wird (Kochs und
Haller, 1999a; Kochs und Haller, 1999b; Stranden et al., 1993). Es ist nicht eindeutig
geklart, inwiefern die Fahigkeit der Mx-Proteine, GTP-abhéngig zu oligomerisieren und
zu hochmolekularen Aggregaten zu assemblieren, zu dem von ihnen vermittelten
antiviralen Effekt beitrigt (Kochs et al., 2002). Eine derartige Ausbildung von
komplexen Aggregaten oder eine Interaktion mit Erregerkomponenten ist fiir 47 kDa
GTPasen bisher nicht bekannt. Aufgrund der Assoziation der 47 kDa GTPasen mit den
Membranen des ER und des Golgi-Apparates wurde spekuliert, dass diese GTPasen in
Vorginge der membranassoziierten Proteinprozessierung oder in membranabhéngige
Transportprozesse involviert sein kdnnten (MacMicking et al., 2003; Taylor et al., 1997,
Zerrahn et al., 2002).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit und methodische Herangehensweise

Die molekularen Mechanismen, durch die die IFN-induzierbaren 47 kDa GTPasen
intrazelluldre zellautonome Resistenz gegen virale, bakterielle und protozoische Erreger
vermitteln, sind bisher unbekannt. Die Primérstrukturen der 47 kDa GTPasen enthalten
keinerlei funktionelle Motive, die einen direkten Riickschluss auf ihre Wirkungsweise
zulassen. Ebenso fehlen Sequenzmotive, die die beobachtete Assoziation mit
intrazelluldiren Membranen vermitteln konnten. Es besteht die Moglichkeit, dass 47 kDa
GTPasen iiber Protein-Protein-Interaktionen mit den Membranen unterschiedlicher
Zellkompartimente assoziieren. Zudem konnte ihre Hydrolyseaktivitdt in Analogie zu
anderen GTPasen durch GEF/GAP-Proteine moduliert werden. Daher erscheint es
plausibel, dass Proteine existieren, die mit den 47 kDa GTPasen physikalisch

interagieren.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war deshalb die Identifikation von Protein-
Interaktionspartnern fiir die Familie der 47 kDa GTPasen, um Einblicke in ihre
molekulare Funktionsweise zu erhalten. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand dabei

das in unserem Labor neu identifizierte Familienmitglied IIGP (Zerrahn et al., 2002).

Als experimenteller Ansatz zur Identifikation von Interaktionspartnern fiir IIGP (und
anderen Mitgliedern der 47 kDa GTPasen) diente das ,,Yeast-Two-Hybrid“-System
(Y2H), ein in-vivo-Interaktionstest, der im Vergleich zu konventionellen biochemischen
Methoden auch die Identifikation von schwachen und transienten Protein-Protein-
Interaktionen in Hefezellen ermoglicht. Um Einblicke in die strukturelle Organisation
von IIGP zu erhalten, wurden mit diesem System auch die fiir eine Interaktion
relevanten Proteinbereiche der GTPase bestimmt. Mit mikroskopischen und
biochemischen Techniken wurde die subzelluldre Lokalisation von IIGP bzw. der
Interaktionspartner und die Art ihrer Assoziation mit den Membranen intrazelluldrer
Kompartimente analysiert. Zum weiteren Verstindnis der Wirkungsweise und
Charakteristik von IIGP wurden die Eigenschaften von endogen und ektopisch
exprimiertem IIGP und einer hydrolytisch inaktiven IIGP-Mutante untersucht.
SchlieBlich wurde der Einfluss von IIGP auf eine Infektion mit intrazelluldren Erregern

in einem in-vitro Infektionsmodell analysiert.
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2 Material

2.1 Gerate

Blotkammer

Brutschrénke
Cryo-Einfrierhilfe
Dounce-Homogenisator
Elektrophoresekammern
Elektrophorese-Netzgerite
Elektroporationsgerét
Feinwaage
Film-Entwicklungsgerét
Filmkassetten
Fluoreszenzmikroskop
Geltrockner

Glasmaterialien
Gradient-PCR Cycler
Heizblock

Konfocales Laserscan-Mikroskop
Lichtmikroskope
Magnetriihrer mit Heizplatte
PCR Thermo-Cycler
pH—Meter

Photometer

Pipettierhilfe ,,Pipetboy acu*
Replika-Stempel flir Microtiterplatten
Standzentrifugen
Sterilwerkbank
Tischzentrifugen
Ultraschallgerit ,,Sonifier*
Ultrazentrifuge
Vakuum-Trockner
Vortex—Gerét

Wipptisch

Zellzahlkammer (Neubauer improved)

2.2 Chemikalien

Aceton, p.a.
Acrylamid-/Bisacrylamidlosung (30%)
Agarose (low melting point)

Agarose

Aminoséduren

Ammoniumpersulfat

Ampizillin

Bacto-Agar

BioRad
Heraeus
Roth

Roth

BioRad
BioRad
BioRad
Sartorius
Kodak
Amersham
Leica
BioRad
Schott
Eppendorf
Kleinfeld
Leica

Zeiss

IKA

Perkin Elmer
Knick
BioRad
Integra Biosciences
Nunc
Beckmann, Sorvall
Heraeus
Eppendorf
Branson
Beckmann
BioRad
IKA-Labortechnik
Biometra
Brand

Merck
BioRad
Biozym
Biozym
ICN, Sigma
BioRad
Sigma
Gibco
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Bacto-Trypton

Borsdure

Bromphenolblau

CHAPS

Chloramphenicol
“Complete” Protease-Inhibitor-
Cocktail, EDTA-frei
2-Mercaptoethanol (-ME)
Coomassie Brilliant Blau R-250
DMEM (1x)

dNTPs

EDTA

Essigsaure, 100% p.a.
Ethanol, 100% p.a.
Ethidiumbromid

Ficoll Type 400

Fotales Kélberserum (FCS)
Galaktose

Glutaraldehyd 25%
Glycerol

GTP-y-S, GTP-B-S
Héamaglutinin

Harnstoff
Hefestickstoffbasis
HEPES-Puffer
Heringssperma-DNA
Isopropanol, p.a.
Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
L-Glutamin

Lithiumacetat Dihydrat
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Methanol, 100% p.a.
Molwiol

MOPS
N,N-Dimethylformamid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumphosphat (dibase)
Natriumphosphat (monobase)
Natriumpyruvat
Natronlauge

Nocodazol

ONPG

PBS-Dulbecco (1x)
Penicillin / Streptomycin

Gibco
Sigma
Sigma
ICN

Sigma

Roche/Boehringer

Sigma
Sigma
Biochrom
TaKaRa
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Aldrich
Sigma
Difco
Biochrom
Stratagene
Merck
Sigma
Sigma
Biochrom
Sigma
Fluka
ICN
Merck
Calbiochem
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
ICN
Sigma
Biochrom
Merck
Sigma
ICN
Biochrom
Merck
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PMSF Sigma
Polyethylen-Glycol (PEG) 3350 Sigma

Ponceau S Sigma

Raffinose Difco
Rinderserum-Albumin (BSA) Sigma

RPMI (1x) Biochrom
Rubidiumchlorid Sigma

Salzsdure, rauchend Merck
Sodiumdodecylsulfat (SDS), p.a. Merck

Sorbitol Sigma

Sucrose Sigma

TEMED Sigma
Trichloressigsaure, 100% p.a. Roth

Tris-Base Sigma

Tris-HCI Sigma

Triton-X 100 Sigma

Trypan-Blau 0,5% (w/v) Biochrom
Trypsin/EDTA Biochrom

Tween-20 Sigma

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3- Gibco
Indolyl-B-D-Galactopyranoside)

Xylencyanol Roth

Zymolyase ICN

2.3 Enzyme und Zytokine

Alkalische Phosphatase New England Biolabs
Cloned Pfu Polymerase Stratgene
DNA-Polymerase I (Klenow) New England Biolabs
Immunisierungs-Adjuvanz “ABM-S” Linaris

Interferon-y Strathmann Biotech / Roche
Lysozym Sigma

Pfu-Turbo Polymerase Stratagene

Proteinase K Roche
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs
RNase A Qiagen
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
Tag-Polymerase Genecraft

Zymolyase ICN
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2.4 Antikorper und polyklonale Seren

primire mAKks und polyklonale Seren

6xHistidin o-6xHis mAk

Actin Texas Red Phalloidin
cis-Golgi a-GM130 mAk
Endosomen o-transferrin mAk

ER o-Calnexin Mausserum

Fc-Rezeptor-Block a-CD16/32 mAK

Glutathion-S-Transferase a-GST mAk

Golgi a-58K-9 mAk
HA-Epitop a-HA mAk, Klon 12CA
hHk3, mHk3 o-hHk3 Hasenserum
IGTP o-IGTP mAk clone 7
IIGP a-IIGP mAk 5D9, 10D7
Keratin o-Keratin mAK
LexA-Bindungs-Doméne a-LexA mAk
Lysosomen a-LAMP1 mAk
Mannosidase a-Mannosidase Hasenserum
Tubulin o-DMI1A mAk
Ubiquitin a-FK2 mAk

Vimentin o-vimentin mAK
Sekundirantikorper

Schaf-a-Maus, Schaf-a-Hase, Schaf-a-Ratte;
FITC, PE, Cy2 oder C5 gekoppelt

Schaf-a-Maus, Schaf-o-Hase;
Peroxidase gekoppelt

2.5 ,Kits”

BCA Protein Assay

Bradford Protein Assay

DupLEX-A™ Yeast-Two-Hybrid-System
ECL Western-Blotting Detection
Gel-Extraction Kit JETSORB
Matchmaker™ LexA Yeast-Two-Hybrid-System
QiaExII

QIAGEN Plasmid Midi, Maxi und Mega Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAQuick Gel Extraction Kit

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit
T4 Cloning Ligation Kit

Qiagen
Molecular Probes
BD Transduction
Becton Dickinson
Stressgene
Pharmingen
Becton Dickinson
Sigma

Roche

Dr. H. Krimer, Texas

Becton Dickinson
Zerrahn et al., 2002
Dianova

Clontech

Becton Dickinson
Dr. A. Haas, Bonn
Sigma

Affinity Reasearch
Dianova

Dianova

Dianova

Pierce
BioRad
OriGene

Amersham Pharmacia

Genomed
Clontech
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Stratagene
Stratagene
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2.6 Grofenstandards

1 kb DNA-Leiter
vorgefirbte Proteinleiter ,,Benchmark*

2.7 Losungen und Puffer

TB 1

RbCl 100 mM
MnCl, 50 mM
KAc 30 mM
CaCl, 10 mM
Glycerol 15 % (v/v)
pH 5,8 (HAc)

TB 2

MOPS 10 mM
RbCl 10 mM
CaCl, 75 mM
Glycerol 15 % (v/v)
pH 6,8 (NaOH)

TE (10x)

EDTA 10 mM
Tris-HCI, pH7,5 100 mM

50% PEG-3350

250 g PEG 3350 in 500 ml ddH,0, autoklavieren

LiOAc (10x)

51 g Lithiumacetat in 500 ml ddH,O, autoklavieren

TE/LiOAc¢ (1x)

1 Vol 10x TE, 1 Vol 10x LiOAc

TE/LiOAc¢/PEG (1x)
1 Vol 10x TE, 1 Vol 10x LiOAc, 8 Vol 50 % PEG-3350

TRF 1

1 Vol 10x TE
1 Vol 10x LiOAc
8 Vol ddH,O

Gibco
Gibco
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TRF 2

1 Vol 10x TE
1 Vol 10x LiOAc
8 Vol 50% PEG-3350

Z-Puffer

Na,HPO, 60 mM
NaH2PO4 40 mM
KCl 10 mM
MgSO4 1 mM
sterilfiltrieren

frische Zusdtze:

B-ME 50 mM

ONPG-Stammlosung

4 mg/ml ONPG in Z-Puffer
frisch ansetzen, 1-2 Stunden mischen

X-Gal-Losung
100 mg X-Gal in 1ml N,N-Dimethylformamid (-20°C)

Hefeplasmid-Priparationspuffer

Triton-X 2 % (v/Iv)
SDS 1 % (w/v)
NaCl, 0,1 M
EDTA 0,001M
Tris, pH 8,0 0,01 M

Hefe-Aufschlufipuffer fiir Proteinlysate

Harnstoff &M

SDS 5% (w/v)
Tris-HCI pH 6,8 40 mM
EDTA 0,1 mM
Bromphenolblau 0,5 mg/ml

frische Zusdtze vor dem Aufschluf3 der Hefezellen pro ml:

B-ME 10 pl
PMSF-Stammlosung 50 pl
Protease-Inhibitoren ~ (nach Angabe des Herstellers)

Zymolyase-Losung

Zymolyase 2,5 mg/ml
Sorbitol 1,2M
Na,HPO4, pH 7,4 0,1 M
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PMSF-Stammlosung (100x)

0,1742 g PMSF in 10 ml Isopropanol

TAE (1x)

Tris-HCI, pH 7,8
Natriumacetat
EDTA

TENS

EDTA

NaOH

SDS

Tris-HCI pH8,0

PBS

NaCl
KCl

20 mM
10 mM
1 mM

1 mM

0,1 M

0,5 % (w/v)
10 mM

137 mM
2,7 mM

Phosphatpuffer pH 7,4 10 mM

Protein-Probenpuffer (Laemmli) (5x)

Tris-HCI
Glycerin

SDS
Bromphenolblau
B-ME

DNA-Probenpuffer

Glycerin

TAE
Bromphenolblau
Xylencyanol

250 mM

25 % (v/v)
7,5 % (W/v)
0,25 mg/ml
12,5 %

50 % (v/v)

1x

0,025 % (w/v)
0,25 % (w/v)

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer

Tris-HCI pH8,3
Glycin
SDS

50 mM
380 mM
0,1 % (W/v)

Western-Blot Transferpuffer

Tris-HCI
Glycin
Methanol
SDS

48 mM

39 mM

20 % (v/v)
0,00375 % (w/v)
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10% APS-Stammlosung

1g Ammoniumpersulfat in 10 ml ddH,O; Lagerung bei -20 °C

TBS

NaCl 150 mM
Tris-HCI, pH 8,0 25 mM
TBST Waschlosung

TBS + 0,1 % (v/v) Tween-20

Western-Blot Blockierlosung
5% (w/v) Magermilchpulver in TBST

Western-Blot Stripping-L.osung

B-ME 100 mM
SDS 2 % (W/v)
Tris-HCI, pH 6,8 62,5 mM

Ponceau-Losung

2 g/l Ponceau-S in 5% (v/v) Essigsdure

Coomassie-Fiarbelosung

Methanol 50 % (v/v)
Essigsédure 10 % (v/v)
Coomassie Blau 2,5 mg / ml

Coomassie-Entfiarbelosung

Methanol 50 % (v/v)
Essigsédure 10 % (v/v)

DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylen Cyanol 0,25 % (wW/v)
Ficoll Type 400 15 % (w/v)

Immunprizipitations-Lysepuffer

NaCl 120 mM
Tris-HCI, pH 7,4 50 mM
MgCl, 1,5 mM
EDTA ImM
Glycerol 10 %
CHAPS 10 mM

Proteaseinhibitor-Mix (gemél den Angaben des Herstellers)
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Immunpriizipitations-Elutionspuffer

SDS 5% (W/v)
B-ME 100 mM
Tris-HCI, pH 6,8 6,25 mM

Fraktionierung: hypotonischer Puffer

MgCl, 1 mM

zum Aufschluf3 der Zellen frische Zugabe von Proteaseinhibitoren:
Aprotinin 1 % (w/v)

Leupeptin 50 pg/ml

PMSF I mM

Hepes, pH 7,5 10 mM

Sucrose-Gradient

Sucrose 20% /20% / 38% (w/v)
Hepes, pH 7,5 10 mM
MgCl, 1 mM

Antikorperfirbungen von fixierten Zellen:

Wasch- bzw. Blockpuffer

BSA 1 % (w/v)
Tween20 0,05 % (v/v)
in PBS

zum Blockieren Zugabe von:
Ziegenserum 10 % (v/v)

zusdtzlich beim Anfdrben von Makrophagen:

Fc-Rezeptor-Block 20 pg/ml

2.8 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Blottingpapier 3MM
Einmalpipettenspitzen

Hybond ECL Nitrozellulose Membran
Hyperfilm ECL

Kulturschalen 24x24 cm

Petrischalen

Polypropylen Réhrchen (15 / 50 ml)
ReaktionsgefaBie (0,5 /1,0 /2,0 ml)
Sauregewaschene Glasperlen 425-600 uM
Sterican Einmalkaniilen

Steritop Membranfilter
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen (6 / 24 / 96 well)
Zellkulturobjekttriager (,,chamber slides*)

Schleicher & Schuell
Sarstedt
Amersham
Kodak
Greiner
Greiner
Falcon
Eppendorf
Sigma
Braun
Millipore
Falcon
Greiner
Nunc
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2.9 Nahrmedien

291 Bakterienmedien

Die Nahrmedien wurden nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf ca. 60 °C mit den
entsprechenden Antibiotika versetzt. Ampicillin und Kanamycin wurde in einer
Endkonzentration von 50 pg/ml und Chloramphenicol von 34 npg/ml eingesetzt.

Festmedien enthalten zusétzlich 15 g/l Bacto-Agar.

LB

Bacto-Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 5¢g/1
NaCl 10 g/l
pH 7,5

SOC

Bacto-Trypton 20 g/l
Hefe Extrakt 5¢/1
NaCl 0,6 g/l
KCl 0,2 g/l
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
Glucose 20 mM

M9 Salze, 10x

NazHPO4 0,42 M
KH,PO4 0,24 M
NaCl 0,09 M
NH4CI 0,19M

pH 7,4 (NaOH); autoklavieren

Minimalmedium M9 (— Tryptophan)

M9 Salze (10x) 1 x

MgSO4 2 mM
CaCl, 0,1 mM
Glucose 0,4 % (w/v)
Kanamycin 0,05 mg/1

Ura, His, Leu je 0,04 mg/1
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2.9.2 Hefemedien

YPD-Vollmedium

Pepton 20 g/l
Hefeextrakt 10 g/l
Glucose 20 g/l

SD-Aminosiduregemisch —H.T.U.L (10x)

Isoleuzin 300 mg/1
Valin 1500 mg/1
Adenin Hemisulfat 200 mg/1
Arginin HCl 200 mg/1
Lysin HCI 300 mg/1
Methionin 200 mg/1
Phenylalanin 500 mg/1
Threonin 2000 mg/1
Tryptophan 200 mg/1

sterilfiltrieren; Aufbewahrung bei 4°C

Selektionsmedien SD

Hefestickstoffbasis (ohne Aminosduren) 6,7 g/l
SD-Aminosduregemisch —H,T,U,L (10x) 1 x
pH 5,8; autoklavieren

Zusdtze (steril):

Kanamycin 25 pg/ml
Aminosduren entsprechend der Auxotophien der Hefen:
Histidin HCI 200 mg/1
Tyrosin 300 mg/1
Uracil 200 mg/1
Leuzin HCI 1000 mg/1
fiir Glukosemedium (nicht-induktiv)

Glukose 2% (w/v)
fiir Galaktosemedium (induktiv)

Galaktose 2 % (W/v)
Raffinose 1 % (W/v)

fiir X-Gal-haltige Festmedien

X-Gal-Losung 4 ml/1 (=80 mg/1)

BU-Salze (10x) 100 ml/1
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BU-Salze (10x)

NazHPO4 x7 HZO 70 g/l
NaH,PO, 30 g/l
pH 7,0

2.9.3 Zellkulturmedien

Standard-Zellkulturmedium

L-Glutamin 2 mM
Na-Pyruvat I mM
HEPES 20 mM
Streptomycin 100 pg/ml
Penicillin 100 U/ml
B-ME 50 uM

FCS, hitzeinaktiviert 10 % (v/v)
in DMEM / RPMI (1x), sterilfiltrieren

Differenzierungsmedium fiir Knochenmarksmakrophagen

20 % L-Zell-Kulturiiberstand in Standardmedium

2.10 Y2H cDNA-Genbibliotheken

Matchmaker™ Clontech
“Mouse total spleen cDNA library”

pJG4-5 CD4" T-cell-library Dr. V. R. Prasad, Albert Einstein College
of Medicine, New York

2.11 Synthetische Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (,,Primer®) wurden von den Firmen metabion (Berlin) und TIB
Molbiol (Berlin) lyophilisiert bezogen, standardmiBig in TE aufgeldst und bei -24 °C
aufbewahrt. Alle Sequenzen sind in 5 — 3’ Leserichtung angegeben.

2111 Amplifikation / Klonierung

Amplifikation der 47 kDa GTPasen und der mit ihnen interagierenden Proteine

Die Amplifikationsprimer wurde so entworfen, dass nach der Einklonierung in die
Smal-geschnittene MCS am 5’-Ende eine neue Smal-Schnittstelle entsteht und am

3’-Ende eine Xhol-Restriktionsschnittstelle eingefiigt wird.
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IGTP_fwd
IGTP _rev
GTPI fwd
GTPI rev
LRG-47 fwd
LRG-47 rev
TGTP_fwd
TGTP_rev
[IGP_fwd
I[IGP_rev
IRG-47_fwd
IRG-47 rev
cIGP9 fwd
cIGP9 rev

m_hook3 fwd
m_hook3 rev
m pl25 fwd
m_pl25 rev
m_arc20_fwd
m_arc20 _rev

GGGAATGGATTTAGTCACAAAGTTGCCAC
CACCAGCTCGAGGTGAATTTCGGGAGGGAG
GGGAATGGAAGAGGCAGTTGAGTCACCTG
CACCAGCTCGAGAGGATGAGGAATGGAGAG
GGGAATGAAACCATCACACAGTTCCTGC

CACCAGCTCGAGGATCTGCGGAGGGAAGATG

GGGAATGGCTTGGGCCTCCAGCTTTGATG
CACCAGCTCGAGAGCTTCCCAGTACTCGGG
GGGAATGGGTCAGCTGTTCTCTTCACCT
CACCAGCTCGAGGTTTCTTAAACATATCTC
GGGAATGGATCAGTTCATCTCAGCCTTC
CACCAGCTCGAGGGCAACATTTACTGTTTC
GGGAATGGGTCAGTCTTCTTCTAAACCCG
TTTAGAACCTTACTCAGAGTCCACACTGTC

GGGAATGTTTAACGTGGAGTCTGTGGAG
CACCAGCTCGAGCCTTGCTGTGGCTGGCTG
GGGAATGGCGGATAGGAAGGCTAACG
CACCAGCTCGAGATGCTGGGGCTGTTCTGG
GGGAATGACTGCCACTCTCCGCCCCTAC
CACCAGCTCGAGAAAATTCTTGAGGAACTC

Verkiirzungen von I1GP und mHKk3

Die verkiirzten Fragmente von IIGP und mHk3 wurden mit Primern amplifiziert, die am

5’-Ende eine EcoRI-Schnittstelle und am 3’-Ende ein Stop-Codon, gefolgt von einer

Xhol-Schnittstelle einfiigen.

[IGP 252 rev
IIGP_331 rev
IIGP_391 rev
hook3 166 fwd
hook3 236 fwd
hook3 450 fwd
hook3 627 fwd
hook3 236 rev
hook3 450 rev
hook3 627 rev
hook3 673 rev

CACCAGCTCGAGAGGGAGGTCACTTATCAG
CACCAGCTCGAGAGCTAATCTCTGCAAAG
CACCAGCTCGAGTTTCAGGTAAAATATTTC
GGAATTCGCTGGACATGATGCCTATGTTG
GGAATTCCCAGCAGGAAGAAGACATTTGC
GGAATTCTCTTCAGACAGCCTTGCAGCAG
GGAATTCGGAGCAGCACCAGAAATTCAAGC
CACCTCGAGTTATGGGCTATTGGGATCTTC
CACCTCGAGTTAAGATTCCTGGCTTCCCAG
CACCTCGAGTTATCCTTGATTCTGTTTAGG
CACCTCGAGTTAATTGTACCAGGCACTAAC
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2.11.2 Vektormodifikation

Um die Umklonierung der Gene zwischen den unterschiedlichen Vektoren zu
erleichtern, wurden die MCS der Vektoren pGilda und pB42AD wurden mit einer

modifizierten Oligokukleotidsequenz erweitert (,,synthetic oligonucleotide approach®,

siche Anhang).
SmartMCS_l AATTGCATATGGCCATGGAGGCCGGGATCCCGGGTCGACACGAATTCCTCGAGTAGCGGCCGC
SmartMCS_2 TCGAGCGGCCGCTACTCGAGGAATTCGTGTCGACCCGGGATCCCGGCCTCCATGGCCATATGC

211.3 Mutagenese

Der Austausch der Aminosdure Serin gegen Asparagin an AS-Position 83 im IIGP
Protein erfolgte mit Hilfe des ,,QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit* nach den
Angaben des Herstellers (durchgefiihrt von Dr. Jens Zerrahn).

Um das Einklonieren von mHk3 in die Hefe-Vektoren zu ermoglichen, wurde die
interne  Xhol-Restriktionsschnittstelle im mHk3-Gen (Position 1714) durch die
Amplifikation mit einem Mutagenese-Primer deletiert. Der resultierende
Basenaustausch innerhalb der Xhol-Restriktionsschnittstelle (unterstrichen) verdnderte
die Aminosduresequenz von mHk3 nicht. Der durch die Primer m hook3 mut fwd /
m_hook3 rev amplifizierte Bereich wurde anschlieBend als Bg/II-Xhol-Fragment in das

mHk3-Gen einkloniert.

IIGP[S83N] 1 TCAGGGAAGAACAGCTTCATCAATACCCTGAG
IIGP[S83N] 2 ATGAAGCTGTTCTTCCCTGATCCCGTCTCC
m_hook3 mut fwd TGAAGATCTCGAACCAAGATTTAACAACAG

211.4 Sequenzierung

pB42AD_fwd CCAGCCTCTTGCTGAGTGGAGATG
pB42AD rev GCCGACAACCTTGATTGGAGACTTG
pGilda_fwd CGTCAGCAGAGCTTCACC
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2115

Plasmide / Vektoren

2.11.5.1 Subklonierung

pCR-Script Amp SK(+)

2.11.5.2 Yeast-Two-Hybrid-Vektoren

bait-Vektoren

pLexA
pLexA-smart
pLexA-53
pLexA-Lam
pLexA-Pos
pRHFM1

pSHI17-4
pEG202-MAX
pBait

prey-Vektoren

pB42AD
pB42AD-smart
pJG4-5
pB42AD-T
pTarget

BD-Klonierungsvektor

pLexA mit modifizierter MCS

Kontrolle: Fusion LexA-murine p53

Kontrolle: Fusion LexA-human Lamin C

(identisch mit pSH17-4)

Kontrolle: Fusion LexA-homeodomain
Drosophila bicoid

Kontrolle: Fusion LexA-GAL4-AD

Kontrolle: Fusion LexA-Max

Kontrolle: Fusion LexA-Bait

AD-Klonierungsvektor

pB42AD mit modifizierter MCS

(identisch mit pPB42AD)

Kontrolle: Fusion B42-SV40 large T antigen
Kontrolle: Fusion B42-Target

lacZ-Reporterplasmide

p8oplacZ
pSH18-34
pJK103
pRB1840

pIK101

(identisch mit pSH18-34)

URA3, 2 um, Apr, 8 ops.-lacZ (hohe Sensitivitit)
URA3, 2 um, Apr, 2 ops.-lacZ (mittlere Senitivitit)
URA3, 2 um, Apr, 1 op.-lacZ (geringe Sensitivitit)

URA3, 2 um, Apr, GAL1-2 ops.-lacZ (Repression)

2.11.5.3 Prokaryontische Expressionsvektoren

pET22/26-b
pET32-a
pET42-a

2.11.5.4 Eukaryontische Expressionsvektoren

pCMV-GFP

Stratagene

Clontech

Clontech
Clontech
Clontech
Origene

Origene
Origene
Origene

Clontech

Origene
Clontech
Origene

Clontech
Origene
Origene
Origene

Origene

Novagen
Novagen
Novagen

Stratagene
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2.12 Organismen

2121 E. coli-Stamme

E.coli XL1 Blue allg. Subklonierung Stratagene
E.coli XL10 Gold allg. Subklonierung Stratagene
E.coli DHS5 alpha allg. Subklonierung Promega
E.coli M 109 Subklonierung von methylierungs- Promega
sensitiven DNA-Sequenzen
E.coli KC8 Selektion der Hefe-Prey-Plasmide Clontech
E.coli K12 BL21 (DE3) Proteinexpression Novagen
E.coli K12 Rosetta (DE3)  Proteinexpression Novagen
E.coli K12 Origami (DE3)  Proteinexpression Novagen

2.12.2 S. cerevisiae-Stamme

Sensitivitdt des Leu-
Reportergens
EGY48 MATa. trpl his3 ura3 leu2::6 LexAop-LEU2  hoch
EGY 194 MATa. trpl his3 ura3 leu2::4 LexAop-LEU2  mittel
EGY188 MATa. trpl his3 ura3 leu2::2 LexAop-LEU2  niedrig
EGY40 MATa trpl his3 ura3 leu2::0 LexAop-LEU2  (Negativkontrolle)

212.3 Zellinien

NIH/3T3 Maus-Fibroblastenzellinie ATCC CRL-1658
NIH/3T3 - IIGP Klon A4 (J. Zerrahn)
NIH/3T3 - IIGP[S83N] polyklonal FACS-sortiert auf GFP" (J. Zerrahn)
McCoy Maus-Epithel-/Fibroblastenzellinie ATCC CRL-1696
RAW 264.7 Maus-Makrophagen dhnliche Zellinie =~ ATCC CRL-2278
Send Maus-Endothelzellinie

BAC 1.2F5 Maus-Makrophagen dhnliche Zellinie

J774 A.1 Maus-Monozyten-Makrophagenzellinie

2124 Mause

C57BL/6 Maiause wurden aus der institutseigenen Zucht der pathogenfreien
Tiereinrichtungen des MPI fiir Infektionsbiologie bzw. vom Bundesamt fiir

gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BgVV) bezogen.
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212.5 Erreger

Toxoplasma gondii (bezogen von Prof. Dr. O. Liesenfeld,
FU Berlin)
Listeria monocytogenes (bezogen von Dr. U. Schaible, MPI-IB)
Chlamydia (bezogen von Abt. fiir molekulare Biologie,
MPI-IB)
Mycobacterium bovis BCG (bezogen von Dr. U. Schaible, MPI-IB)

213 Elektronische Auswertung und verwendete Software

Sequenzanalyse, NCBI
Datenbankanalysen www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
Sequenzalignment MULTALIGN

www.toulouse.inra.fr/multalin.html

Coiled-Coil-Domidnen-Analyse COILS
www.ch.embnet.org/software/COILS form.html

Chromatogrammanalyse Chromas (Technelysium Pty Ltd)

Sequenzbearbeitung Clone Manager 5.0
(Scientific & Educational Software)

Textverarbeitung Word 2000 (Microsoft)
Bildbearbeitung Photoshop 7 (Adobe Systems)

Zeichnungen [llustrator 10 (Adobe Systems)
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3 Methoden

Generelle mikrobiologische und molekularbiologische Methoden erfolgten gemil3 den
Vorschriften im Handbuch ,,Molecular Cloning: A Laboratory Manual.” (Sambrook,
1989). Die Kultivierung und Manipulation von Hefezellen erfolgte gemi3 den Angaben
im Handbuch ,, Yeast Protocols Handbook *“ (Clontech, 2001).

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung und Lagerung von E.coli und S. cerevisiae

Bakterien- und Hefezellen wurden mit sterilen Glaspipetten als Verdiinnungsausstriche
oder mit Hilfe von sterilen Glasperlen gleichmiBig auf Agar-Festmedien ausgebracht
und bei 37 °C iiber Nacht (E. coli) bzw. bei 30 °C fiir 2-8 Tage (S. cerevisiae) bis zum
Erscheinen von Einzelkolonien inkubiert. Fliissigkulturen wurden mit Einzelklonen von
Festmedien bzw. mit Fliissigkulturen in der stationdren Wachstumsphase beimpft, unter
Schiitteln bei 150-200 rpm inkubiert und ihre ODgpp mit einem Spektralphotometer
kontrolliert. Agarplatten mit Bakterien- bzw. Hefekolonien wurden mit Parafilm
abgedichtet und bei 4 °C bis zu maximal 4 Wochen aufbewahrt. Zur Langzeitlagerung
wurden die Fliissigkulturen in der exponentiellen Phase mit 8 % (E. coli) bzw. 25 %
(S. cerevisiae) Glycerin versetzt, 10 min auf Eis inkubiert und bei -70 °C dauerhaft

eingefroren.

3.1.2 Herstellung und Hitzeschock-Transformation

von chemisch kompetenten (RuCl,) E. coli

Die Herstellung von chemisch kompetenten Bakterien erfolgte gemill einem
modifizierten Protokoll nach Hanahan (Hanahan, 1983). Fliissigkulturen wurden mit
Bakterien angeimpft, die unter optimalen Wachstumsbedingungen propagiert wurden
(zweimaliges Ausstreichen auf Festmedien und anschlieBende Ubernacht-
Fliissigkultur), und bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODggo=
0,3-0,4) bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Kulturen wurden anschlieend fiir
15 min auf Eis gekiihlt, bei 4 °C fiir 10 - 15 min bei 1000 g zentrifugiert, das Zellpellet

in eiskaltem TBI1-Puffer resuspendiert und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
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Zentrifugation wurden die Bakterien in eiskaltem TB2-Puffer aufgenommen,
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C aufbewahrt.

Zur Transformation der chemisch kompetenten Bakterien mittels Hitze-Schock wurden
die Bakteriensuspensionen auf Eis aufgetaut und mit 1 - 5 ng der Plasmid-DNA bzw.
mit bis zu 3 pl Ligationsansatz versetzt. Nach Inkubation auf Eis fiir 30 - 45 min
erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s im Wasserbad. Nach kurzer Abkiihlung auf
Eis wurde der Ansatz zur phdnotypischen Expression mit 500 pul LB-Medium ohne
Antibiotika versetzt und fiir 30 min bei 37 °C vorsichtig geschiittelt. Abschlieend
wurde der Ansatz auf antibiotikahaltigen Festmedien ausplattiert und iiber Nacht bei

37 °C inkubiert.

313 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli

Wie unter 3.1.2 beschrieben wurden Bakterienfliissigkulturen bis zum Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase angezogen, auf Eis gekiihlt und abzentrifugiert. Durch
sequentielles Resuspendieren des Bakterienpellets in eiskaltem 10 %igen Glycerol (in
1/50 Vol, 1/200 Vol, 1/400 Vol des urspriinglichen Kulturvolumens) und Zentrifugation bei
4 °C und 1000 g fiir jeweils 15 min wurden die Bakterien sukzessive gewaschen und
eingeengt. Derart behandelte E. coli wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

Zur Transformation wurden 50 pl der elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut
und mit 1-10 ng DNA versetzt. Die Elektroporation erfolgte in vorgekiihlten Einweg-
Kiivetten mit 0,2 cm Elektrodenabstand und einem Spannungsimpuls von 2,5 kV,
25 uF, 200 Q. Der Ansatz wurde sofort mit 500 pl vorgewdrmten SOC-Medium ohne
Antibiotika vorsichtig gemischt und nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C auf

Selektionsmedien ausplattiert und {iber Nacht inkubiert.

314 Transformation von S. cerevisiae

Das folgende Protokoll erlaubt die Durchfithrung von 30 Einzeltransformationen; die
Volumina wurden gemil der Anzahl der Transformationen entsprechend angepasst.

300 ml Fliissigmedium wurden mit einer Hefe-Ubernachtkultur zu einer ODggo = 0,1
angeimpft und bis zu einer ODg(p=0,5 - 0,7 unter starkem Schiitteln bei 30 °C inkubiert

(Dauer 4 - 6 h). Die Zellen wurden pelletiert (1500 g, 5 min, RT), einmal mit sterilem
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Wasser gewaschen und in 1,5 ml TRF1 resuspendiert. Zur Transformation wurden 5 pl
Heringssperma-DNA (50 pg, zuvor fir 5 min aufgekocht), 1 pl Plasmid-DNA
(20 - 100 ng) und 50 pl kompetente Hefezellen mit 200 ul TRF2 versetzt, durch
Invertieren vorsichtig gemischt und fiir 30 min ohne Schiitteln bei 30 °C inkubiert.
Nach der Zugabe von 40 ul DMSO folgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 20 min. Der
Ansatz wurde mit 600 pl sterilem Wasser vermischt, als Verdiinnungsreihe (bzw.
komplett auf 24x24 cm Kulturschalen bei der Transformation von cDNA-Bibliotheken)
auf Hefe-Selektionsmedien ausplattiert und bei 30 °C fiir 2 - 8 Tage bis zum Erscheinen

von Einzelkolonien inkubiert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.21 Plasmid-Praparation im analytischen MaRstab aus E. coli

Die Préparation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll der alkalischen Lyse (Zhou
et al., 1990). 1,5 ml einer stationdren Bakterienfliissigkultur wurden zentrifugiert
(1000 g, 5 min, RT), der Uberstand dekantiert und das Bakterienpellet im verbleibenden
Medium (ca. 50 pl) resuspendiert. Zur Lyse wurde die Bakteriensuspension bei RT mit
300 pul TENS gemischt (Vortex fiir 2 - 5 sec). Das Lysat wurde durch Zugabe von
150 ul 2M Natriumacetat (pH 5,2) neutralisiert und fiir 5 min zentrifugiert (20.000 g,
4 °C). Der klare Uberstand wurde abgenommen, mit 900 pl eiskaltem Ethanol (100 %)
gemischt und erneut zentrifugiert (20.000 g, 4 °C, 5 min). Das DNA/RNA Pellet wurde
mit 500 pl eiskaltem Ethanol (75 %) gewaschen, luft- oder vakuumgetrocknet, in 50 pl
RNAseA-haltigem (10 mg/ml) TE aufgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

Fiir hochreine Plasmidpréparationen wurden Silicagel-Séulen (,,QIAprep Spin Miniprep
Kit“, Qiagen) verwendet, wobei mit den Reagenzien und Materialien des Herstellers

und nach seinen Vorschriften gearbeitet wurde.

3.2.2 Plasmid-Praparation im praparativen MaRstab aus E. coli

Zur Gewinnung groflerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA aus stationdren
Bakterienkulturen wurden Anionenaustauschersdulen (,,Plasmid Midi und Maxi Kit®,

Qiagen) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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3.23 Plasmid-Praparation aus S. cerevisiae

1,5 ml einer stationdren Hefe-Fliissigkultur (in SD-Selektionsmedium) wurden kurz
zentrifugiert (20.000 g, 1 min, RT) und das Zellpellet in 200 pl Hefe-Lysepuffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
und 0,3 g sdurebehandelten Glasperlen wurde der Ansatz fiir 2 min stark gevortext. Der
wiBrige Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren (12.000 g, 5 min, RT) mit
'/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol (100 %) gefillt
(20.000 g, 20 min, RT). Nach einem Waschschritt mit eiskaltem Ethanol (70 %) wurde
die Plasmid-DNA bei RT getrocknet und in 5 pl sterilem destillierten Wasser

aufgenommen.

3.24 DNA Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Losungen wurde photometrisch bestimmit.
Fiir die Berechnung der Konzentration doppelstrangiger DNA gilt: 1 A,,/ml = 50 ug
DNA/ml. Fiir reine DNA gilt: A,s/As = 1,8.

3.2.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die GroBenauftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurden die DNA-Losungen und GroBenstandards mit
'/s Volumen DNA-Probenpuffer versetzt, in die Taschen des horizontalen Agarosegels
(1- 1,5% in TAE-Puffer) gefiillt und bei einer konstanten Spannung von 100 V
(Feldstirke: 5 V/cm) aufgetrennt. Die Anfarbung der DNA erfolgte bereits wiahrend der
Elektrophorese durch Ethidiumbromid, das dem Gel bzw. Puffer zugegeben wurde
(0,5 ng EtBr / ml TAE). Alternativ wurden die Gele zur Kontraststeigerung nach der
Elektrophorese in TAE-Bddern mit bzw. ohne Ethidiumbromid ge- bzw. entfirbt.
AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente unter UV-Beleuchtung (266 nm) sichtbar

gemacht und mit einem Bild-Dokumentationssystem photographiert.



Methoden 42

3.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Nach erfolgter Gelektrophorese wurde das gewiinschte DNA-Fragment bei kurzer
Exposition in schwachem UV-Licht (302 nm) aus dem EtBr-gefarbten Agarose-Gel mit
einem Skalpell ausgeschnitten, mit Hilfe des ,,QIAEX Kit* (Qiagen) nach Angaben des

Herstellers isoliert und in TE Puffer aufgenommen.
3.2.7 Enzymatische Modifikation von DNA

3.2.7.1 DNA-Restriktionsverdau

Die sequenzspezifische Spaltung der DNA erfolgte standardmiBig mit 1U
Restrikionsendonuklease pro pg DNA in einem Gesamtvolumen von 20 - 50 pl fiir
60 - 120 min unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen Bedingungen
beziiglich Puffer und Temperatur. Bei Spaltung mit zwei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen erfolgte die Inkubation gleichzeitig in einem fiir beide
Enzyme kompatiblen Puffer. Alternativ wurden nach der ersten Restriktion die
Pufferbedingungen angepasst oder es erfolgte ein Pufferwechsel nach einer Filterdialyse

bzw. DNA-Prizipitation.

3.2.7.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Dephosphorylierung von DNA-Enden wurde den Restriktionsansdtzen abschlieBend
1 U alkalische Phosphatase zugegeben und fiir weitere 30 - 60 min bei 37 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Erhitzen (60 °C fiir 15 min) gestoppt. Die weitere
Aufreinigung der dephosphorylierten Fragmente erfolgte durch elektrophoretische

Auftrennung in einem Agarosegel.

3.2.7.3 Auffiillreaktion von 5’-Uiberstehenden DNA-Enden

Die Reaktion zum Auffiillen von 5’-liberstehenden Fragment-Enden mit dNTPs erfolgte
in Gegenwart von Klenow-Polymerase (1 U / ug DNA) und 25 uM dNTPs in
PCR-Puffer fiir 30 min bei 30 °C. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 65 °C fiir
15 min gestoppt.
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3.2.7.4 Entfernung von 3’-liberstehenden DNA-Enden

3'-liberstehende Enden wurden durch Zugabe von T4-DNA-Polymerase (2 - 5 U pro pg
DNA) und 0,1 mM dNTPs in T4-Polymerase-Puffer entfernt. Der Ansatz wurde nach
Inkubation fiir 20 min bei RT hitzeinaktiviert (10 min bei 65 °C).

3.2.7.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte unter Ligase-Pufferbedingungen mit
100 ng dephosphorylierter Vektor-DNA, der fiinffachen molaren Menge Insert-DNA
und 1 U T4-Ligase in einem Gesamtvolumen von 10 - 15 pl. Die Reaktion erfolgte fiir
2 - 4 Stunden bei RT (fiir iberhdngende DNA-Enden) bzw. iiber Nacht bei 14 - 16 °C
(fiir glatte DNA-Enden). Ligationsansdtze ohne Insert-DNA dienten zur Kontrolle einer
Religation des Vektors.

3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Reaktionsansdtze enthielten standardmiBig 1 - 50 ng Matritzen-DNA, 250 uM
dNTP-Mix, 0,5 uM Primer und 1 U DNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen von
50 ul in den Pufferbedingungen des Polymerase-Herstellers. Vor der PCR-Reaktion
wurde die DNA standardmdBig fiir 2 min bei 94 °C aufgeschmolzen, es folgten
25 Temperaturzyklen und eine abschlieBende Inkubation bei 72 °C fiir 10 min. Ein
Standardtemperaturzyklus schmolz die DNA fiir 2 min bei 94 °C auf, die Anbindung
der Oligonukleotide an die Einzelstrang-DNA (,,Annealing*) erfolgte bei 55 °C fiir
30s, die Synthesereaktion (,,Elongation®) erfolgte fiir 1 min/kb des zu erwarteten
Syntheseprodukts beim Temperaturoptimum der verwendeten Polymerasen (72 °C fiir
Tag- bzw. 68 °C fiir Pfu-Polymerase).

Die Anzahl der Syntheseschritte, die Annealing-Temperatur sowie die Elongationszeit
wurden jeweils an die spezifischen Schmelztemperaturen der verwendeten
Oligonukleotide bzw. an die GroBe des erwarteten Produkts angepasst. Zur Optimierung
dieser Reaktions-Parameter wurde eine Temperaturgradienten-PCR-Maschine
verwendet.

Analytische PCR-Reaktionen wurden mit Taqg-Polymerase durchgefiihrt, die
quantitative Amplifikation von DNA-Fragmenten zur spéteren Klonierung erfolgte mit

Pfu- bzw. Pfx-Polymerasen, die eine hohere Polymerisationsgenauigkeit besitzen. Die
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PCR-Produkte wurden vor ihrer weiteren Verwendung mittels Gelelektrophorese
aufgreinigt.

Zum spezifischen Nachweis von transformierter Plasmid-DNA in E. coli wurde eine
geringe Menge einer Bakterienkolonie direkt in den PCR-Ansatz gegeben
(,,Kolonie-PCR*). Von transformierten S. cerevisiae wurde zuvor von einer Hefe-
Kolonie eine Spheroblasten-Suspension durch Zugabe von 10 ul Zymolyase-Losung
und Inkubation bei 37 °C fiir 5 min prépariert, von der 2 pl zur PCR-Reaktion

zugegeben wurden.

3.29 DNA-Sequenzierung

Grundsitzlich wurde die Integritit aller amplifizierten Sequenzen sowie der
Einklonierungen von Genfragmenten in den korrekten Leseraster eines Vektors mittels
DNA-Sequenzierung der relevanten Genbereiche verifiziert. Die Sequenzierung von
Plasmid-DNA wurde in der institutseigenen Sequenzierungseinrichtung von Ina Wagner
bzw. von Dr. Martin Meixner, HU Berlin, und der Firma AGOWA (Berlin) nach der
enzymatischen Kettenabbruchmethode (Sanger et al.,, 1977) durchgefiihrt. Die
Reaktionen erfolgten mit dem ,,Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit*
(Applied Biosystems) und wurden auf dem Sequenzierautomaten ,, 373 DNA Sequencer
Stretch* (Applied Biosystems) analysiert. Die Chromatogramme wurden mit der
Software ,,Chromas‘ ausgewertet, die Sequenzdaten wurden mit dem Programm
,,Clone manager” und den Internet-basierten Werkzeugen ,BLAST* und

.MULTALIGN* weiterbearbeitet.

3.3 Biochemische Methoden

3.31 Praparation von Protein-Gesamtzellysaten

Fiir die Préparation von Gesamtzellysaten aus Hefezellen wurde das Zellpellet von 1 ml
einer Hefekultur (ODgp=0,5) in 700 pl vorgewarmten (70°C) Hefe-AufschluBpuffer
resuspendiert, mit ca. 50 pl sdurebehandelten Glasperlen versetzt und stark gevortext.
Waihrend der Inkubation bei 100 °C fiir 20 min wurden die Proben immer wieder stark
gevortext und nach jeweils 5 min 50 pl frisches PMSF zugesetzt. Nach dem
Zellaufschluss wurden die Lysate durch Zentrifugation (13.000 g, 10 min, RT) geklért,
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die Uberstinde auf Eis gekiihlt und sofort mittels SDS-PAGE aufgetrennt oder bei
-80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Fiir die Praparation von Gesamtzellysaten von eukaryontischen Zellen wurden die
Zellpellets in Proteaseinhibitor-haltigem PBS resuspendiert und in Protein-Probenpuffer

fiir 5 min aufgekocht.

3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die mit Wasser verdiinnten
Proteinlosungen gemdll den Angaben des Herstellers mit BCA bzw. Bradford-Reagenz
(Bradford, 1976) versetzt und photometrisch gemessen. Als Standard diente eine

BSA-Verdiinnungsreihe mit bekannter Konzentration.

3.33 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden mit Protein-Probenpuffer versetzt und fiir 5 min aufgekocht.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen
(Laemmli, 1970) in horizontalen Laufkammern gemdll den Angaben des Herstellers. Es

wurden 5 %ige Sammelgele und ein 10 %ige Trenngele verwendet.

3.34 Coomassie-Farbung

Die Protein-Gele wurden bei Raumtemperatur in Coomassie-Farbeldsung bis zu einer
intensiven gleichméfigen Anfiarbung inkubiert und anschlieend solange entférbt, bis
sich die Proteinbanden deutlich von der Hintergrundfarbung abhuben. Die Gele wurden

anschlieBend auf Filterpapieren vakuumgetrocknet und photographisch dokumentiert.

3.35 Immunoblot (Western-Blot)

Die Detektion von Proteinen durch spezifische Antikorper wurde geméf den Standard-
Protokollen durchgefiihrt (Harlow, 1988). Der Transfer der mittels SPS-PAGE
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte bei 4°C in
Transferpuffer gemél den Angaben des Herstellers der Blotkammer. Der vollstindige
Transfer wurde durch reversible Anfarbung der Proteine mit Ponceau-Losung
kontrolliert. Zur Abséttigung freier Bindungsstellen wurde die Membran in Blockpuffer
fiir 1h bei RT oder 4°C iiber Nacht inkubiert. Die anschlieBenden Inkubationen mit den

Primér- und Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikdrpern erfolgte fiir jeweils 1 h in der
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vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung in TBST mit 1% Magermilchpulver. Nach
allen Inkubationsschritten wurden die Membranen ausgiebig mit TBST unter Schiitteln
gewaschen. Die Membranen wurden mit den Reagenzien des ECL-Detektionssystems
gemil den Angaben des Herstellers entwickelt und auf Autoradiographie-Filmen
exponiert. Um bereits prozessierte Membranen erneut mit alternativen Antikorpern zu
behandeln, wurden sie in Stripping-Puffer fiir 30 min bei 50 °C unter Schiitteln
inkubiert und ausgiebig in TBST gewaschen.

3.3.6 Ko-Immunprazipitation

IFN-y stimulierte bzw. unstimulierte Knochenmarksmakrophagen wurden von den
Petrischalen durch Inkubation fiir 15 min in eiskaltem PBS mit 0,5 mM EDTA abgelost.
Nach zweimaligem Waschen in eiskaltem PBS wurden die Zellpellets in Lysis-Puffer
resuspendiert. Die Suspensionen wurden fiir 30 min auf Eis inkubiert und anschlie3end
zur Abtrennung des unloslichen Materials zentrifugiert (16.000 g, 30 min, 4 °C). Die
aufgereinigten Lysatiiberstinde wurden in Aliquots zu je 0,8 ml aufgeteilt und entweder
durch Inkubation mit 10 pg irrelevantem Maus IgG;x Antikdrper oder Serum von nicht-
immunisierten Hasen bei 4 °C mit 100 pl Protein-G Sepharose fiir 30 min vorgereinigt.
Nach der Zentrifugation wurden die Lysate entweder auf Eis belassen oder mit 1 mM
GTP-y-S oder GDP-B-S bei 32 °C fiir 30 min inkubiert. Die Immunprazipitation von
mHk3 bzw. IIGP erfolgte durch Zugabe von 100 pl Protein-G-Sepharose und 10 ug
a-IIGP (mAk 5D9) bzw. affinititsgereinigtem a-hook3 Hasenserum. Nach einer
Inkubation bei 4°C fiir 1 h wurde die Sepharose durch kurze Zentrifugation pelletiert,
fiinf mal mit Lysis-Puffer und abschlieBend mit PBS gewaschen. Die Immunkomplexe
wurden durch Inkubation in 0,5 ml Eluations-Puffer fiir 45 min bei 37 °C von der
Sepharose gelost. Die FEluate wurden anschlieBend lyophylisiert, in Protein-
Probenpuffer resuspendiert und kurz aufgekocht. Die Analyse der Prézipitate erfolgte
mittels SDS-PAGE und Western-Blot.

3.3.7 Zellfraktionierung

Die Zellen wurden nach dem Ablosen von den Kulturschalen zwei mal mit eiskaltem
PBS gewaschen, das Zellpellet in 30 ml hypotonischem Puffer fiir 5 min bei 4°C
vorinkubiert und vorsichtig zentrifugiert (450 g, 10 min, 4°C). AnschlieBend wurden die
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Zellen in 2 ml hypotonischem Puffer unter Zugabe von Protease-Inhibitoren fiir 5 min
auf Eis inkubiert. Der Aufschluf3 der Zellen erfolgte mit einem Dounce-Homogenisator
auf Eis und wurde lichtmikroskopisch kontrolliert, die Behandlung der Suspensionen
wurde solange fortgefiihrt, bis 90% der Zellen aufgeschlossen waren. Zellorganellen
wie Zellkerne und Mitochondrien wurden aus den Lysaten durch eine Zentrifugation bei
1.000 g fiir 5 min bei 4 °C entfernt. Die Uberstinde wurden mit Sukroseldsung
(Endkonzentration von 8,5 %) versetzt und nochmals zentrifugiert (10.000 g, 15 min,
4°C). Das Pellet wurde verworfen, die Uberstinde enthielten die 1dslichen bzw. an
intrazelluldire Membranen gebundenen Proteine. Die Anreicherung der l6slichen bzw.
an zytosolische, Golgi- und ER-Membranen gebundenen Proteinen in distinkten
Fraktionen erfolgte in einem Sukrose-Schrittgradienten (Vidugiriene und Menon, 1993).
Die gekléarten Lysate wurden vorsichtig auf den Sukrose-Gradienten geschichtet und bei
100.000 g fiir 2 h bei 4 °C ultrazentrifugiert. Die individuellen Fraktionen wurden
vorsichtig abgenommen, auf eine Sukrosekonzentration von 8,5 % eingestellt und das
darin enthaltene Membranmaterial durch Ultrazentrifugation bei 100.000 g fiir 2 h bei
4°C pelletiert. Die Pellets wurden in 100 pl hypotonischem Puffer aufgenommen und
die Proteinkonzentration bestimmt. Die Proben wurden anschlieBend mittels
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, wobei jeweils ein zu 10 ug Gesamtprotein
dquivalentes Volumen pro Spur aufgetragen wurde, und mittels Western-Blot-Analyse

untersucht.

3.4 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Zur prokaryontischen rekombinanten Proteinexpression wurden die Vektoren und
Bakterienstimme des ,,pET Expression“-Systems (Novagen) verwendet. Die Sequenzen
der 47 kDa GTPasen wurden in ihrer gesamten Linge im passenden Leseraster in die
MCS der Vektoren pET22b, pET26b, pET32a, und pET42a so einkloniert, dass die
GTPasen mit den vektorkodierten N- und C-terminalen Aminosduresequenzen
fusionierten (Signalsequenzen fiir den Proteinexport und Peptidsequenzen fiir die
Affinititsaufreinigung). Die Expression und Aufreinigung der Fusionsproteine erfolgte
gemdll den Vorschriften des Handbuchs ,,pET System Manual, 10th Ed.* (Novagen,
2001) und mit freundlicher Unterstiitzung von R. Hurwitz (Zentralabteilung fiir
Proteinaufreinigung, MPI-IB Berlin).
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3.5 Methoden der Yeast-Two-Hybrid-Analyse

Soweit nicht anders angegeben wurden fiir die Durchfiihrung der Yeast-Two-Hybrid-
Analysen (Y2H) die Protokolle der Handbiicher ,, MATCHMAKER LexA Two-Hybrid
System* (Clontech, 1996) und , DupLEX-A™ Yeast-Two-Hybrid-System V2.7
(Origene, 1998) verwendet. Beide Systeme verwenden zueinander kompatible

Komponenten.

3.5.1 Grundkonzept der Y2H-Analysen

Das Yeast-Two-Hybrid System (Y2H) ist ein molekularbiologisches Verfahren zur
Detektion von Protein-Protein-Interaktionen (Bartel und Fields, 1995; Chien et al.,
1991; Fields und Song, 1989). Es macht sich die Tatsache zu Nutze, dass viele
eukaryontische  Transkriptionsfaktoren aus zwei funktionell eigenstindigen
Untereinheiten bestehen: zum einen aus der DNA-Bindungsdoméne (BD), durch die ein
Transkriptionsfaktor an die DNA-Promotorregion bindet, zum anderen aus der
Aktivierungsdomine (AD), die den RNA-Polymerase II Komplex rekrutiert und die
Transkription des Gens initiiert (Hope und Struhl, 1986; Keegan et al., 1986). Beide
Untereinheiten sind fiir die Aktivierung der Transkription wunerldsslich und
normalerweise Doménen ein und desselben Proteins. Werden beide Doménen als
separate Proteine in einer Zelle exprimiert, liegen sie physikalisch voneinander getrennt
vor, kdnnen nicht miteinander assoziieren und die Gentranskription initiieren (Brent und
Ptashne, 1985; Ma und Ptashne, 1988). Werden jedoch beide Doménen in unmittelbare
raumliche Ndhe zueinander gebracht, kann die Transkriptionsaktivitit des Komplexes
wiederhergestellt werden. Diese Re-Assoziation kann erreicht werden, indem man an
beide Domidnen Proteine fusioniert, die miteinander physikalisch interagieren und
dementsprechend auch ihre Fusionspartner (BD und AD) rdumlich zueinander bringt.
Prinzipiell konnen BDs mit beliebigen ADs zur funktionellen Transkriptionskomplexen

kombiniert werden (Abbildung 2).
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Funktionsweise einer Yeast-Two-Hybrid-Analyse
(nach P. Uetz und R. Hughes, 1998).

Exemplarisch ist das Szenario einer Suche nach Interaktionspartnern fiir IIGP (griin) aus einer cDNA-
Genbibliothek (orange) dargestellt. Separate Plasmide kodieren fiir ein Fusionsprotein (baif) aus einer
DNA-Bindungsdoméne (BD, blau) und IIGP, und ein Fusionsprotein (prey) aus einer
Aktivierungsdoméne (AD, rosa) und Sequenzen aus einer cDNA-Genbibliothek (library). Eine
physikalische Interaktion zwischen IIGP und einem in der Genbank kodierten Protein (library partner)
bringt BD und AD in rdumliche Néhe und es entsteht ein funktionell aktiver Transkriptionskomplex, der
die Expression von Reportergenen (Leu, LacZ) induziert (roter Pfeil).

In dem in dieser Arbeit verwendeten Y2H-System werden Proteine an die BD des
LexA-Proteins fusioniert, das normalerweise als prokaryontischer
Transkriptionsrepressor von SOS-Genen agiert (Ebina et al, 1983). Dieses
Fusionsprotein wird als bait (=“Kdderprotein®) bezeichnet. Als AD dient B42, ein
88 AS umfassendes Peptid aus E.coli, das in Hefen transkriptionell aktiv ist (Ma und
Ptashne, 1988). Durch die Fusion eines Proteins an die AD entststeht ein als prey
(=“Beuteprotein) bezeichnetes Fusionsprotein. Werden beide Fusionsproteine (,,7wo-

Hybrid) in Hefezellen gleichzeitig exprimiert, fiihrt die physikalische Interaktion der
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beiden Fusionspartner der Hybride zur Assemblierung eines transkriptionell
funktionellen Komplexes, dessen Aktivitit durch die Verwendung von geeigneten
Promotoren (hier: LexA-Operatoren) und Reportergenen (hier: /lacZ und LEU)
gemessen werden kann (Gyuris et al., 1993). Prinzipiell lassen sich in Y2H-Systemen
die Interaktionen zwischen bekannten Proteinen untersuchen, oder es kann nach
unbekannten Interaktionspartnern gesucht werden, indem man an die AD-Domine die
Sequenzen einer cDNA-Genbibliothek fusioniert, in der potenzielle Interaktionspartner

fiir das bait kodiert sind (Abbildung 2).

Das hier verwendete Y2H-System ist eine Weiterentwicklung der urspriinglichen
Y2H-Systeme und arbeitet mit zwei Genreportern (Golemis und Khazak, 1997). Die
B—Galaktosidase, die durch ein LacZ-Gen auf einem Plasmid kodiert wird, kann
Substrate wie X-Gal in Gegenwart von Luftsauerstoff spalten, wodurch ein blauer
Farbstoff entsteht. Der zweite Reporter, die B-Isopropylmalat-Dehydrogenase wird von
dem LEU2-Gen kodiert und ist in das Hefechromosom integriert. Dieses Enzym wird
fiir die Synthese von a-Ketoisocaproat, einer unmittelbaren Vorstufe von Leuzin,
bendtigt. Die eingesetzten S. cerevisiae—Stamme sind fiir die Aminosdure Leuzin
auxotroph (ebenso wie fiir Histidin, Tryptophan und Urazil als Selektionsdruck fiir die
BD-, AD- und die X-Gal-Reporter kodierenden Plasmide, deren exprimierte Enzyme
die Auxotrophien ausheben). Durch Zugabe von Galaktose zu den Medien wird die
Expression von BD- und AD-Hybriden initiiert (beide stehen unter der Kontrolle eines
minimalen GALI-Promoters, der nicht durch Hefe-eigene Transkriptionsfaktoren
induziert werden kann). Assoziieren AD und BD durch eine Interaktion ihrer
Fusionspartner miteinander, wird die Leuzin-Auxotrophie aufgehoben und Hefezellen
konnen auf Leuzin-defizienten Minimalmedien wachsen. Zusitzlich kann die
Aktivierung des lacZ-Gens auf X-Gal-haltigen Festmedien qualitativ in-vivo bzw. durch
den Umsatz von sensitiveren Substraten wie ONPG ex-vivo quantitativ gemessen
werden. Mit diesen Eigenschaften verfiigt dieses System gegeniiber den klassischen

Y2H-Analysen eine Vielzahl von Vorteilen:
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e die Verwendung des in Hefezellen heterologen LexA-Promotors reduziert
unspezifische Signale, wie sie in Systemen auftreten, die Hefe-eigene

GAL4-Promotoren nutzen

e Es kann tUberpriift werden, ob die Fusionsproteine in den Nukleus gelangen und
dort an LexA-Operatoren binden konnen (Grundvoraussetzung zur
Durchfiihrung einer Y2H-Analyse)

e durch die Induzierbarkeit der Fusionsprotein-Expression (durch Galaktose)
werden mogliche toxische Effekte minimiert

e der Einsatz von zwei voneinander unabhédngigen Genreportern erlaubt auch im
Falle der Transaktivierung eines Reporters die Durchfiihrung von Analysen

e das lacZ-Reportergen ermdglicht die Quantifizierung des Reportersignals, die

die Stirke der Protein-Protein-Interaktion reflektieren kann

3.5.2 Amplifikation der cDNA-Bibliothek
Die in den prey-Vektor pJG4-5 einklonierte cDNA-Genbibliothek aus CD4" T-Zellen

der Maus (Dr. V. R. Prasad) wurde zunichst amplifiziert, um ausreichende Mengen an
Plasmid-DNA fiir Y2H-Analysen zu erhalten. Die Amplifikation erfolgte durch
Transformation der Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli und anschlieBender
Priparation der Plasmid-DNA aus den Bakterienkolonien. Um die Komplexitit der
Bibliothek zu erhalten, wurden insgesamt 4x10° Einzelklone propagiert. Die
Amplifikation der Bakterien erfolgte auf Selektions-Festmedien, um eine einheitliche
Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Transformanden zu ermdglichen und zu
gewihrleisten, dass die gesamte Bibliothek gleichmiBig amplifiziert bzw. keine cDNAs
iiber- bzw. unterrepriasentiert werden. Pro Transformationsansatz (100 pl kompetente
E.coli) wurde soviel Ursprungs-DNA eingesetzt, dass 4x10* Einzelklone wuchsen.
Insgesamt 100 Einzeltransformationen wurden auf antibiotikahaltige LB-Festmedien
(Kulturschalen mit 150 mm Durchmesser) gleichmidfig mit sterilen Glasperlen
ausgebracht und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert, bis ein gleichmédBiger Bakterienrasen
aus distinkten Einzelklonen wuchs. Die Klone wurden mit LB Fliissigmedium

abgesplilt, und aus dem Bakterienpellet mit Hilfe des ,, Qiagen Mega-Prep-Kits
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hochreine Plasmid-DNA  préipariert. Der Titer der Bibliothek wurde in
Hefetransformationen bestimmt und die DNA bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung

aufbewabhrt.

3.5.3 Analysen zur bait-Eignung

S. cerevisiae EGY48 wurde mit den bait-Plasmiden transformiert und auf
Selektionsmedien (SD Glu —H) kultiviert. Die Expression der bait-Proteine erfolgte in
Induktions-Fliissigmedium (SD Gal/Raf —H) iiber Nacht bei 30 °C unter Schiitteln. Die
Hefezellen wurden anschlieBend pelletiert (1000 g, 10 min, RT), mit sterilem Wasser
gewaschen und ein Gesamtzellysat prapariert. Die Analyse der bait-Expression erfolgte
in Western-Blot-Analysen mit einem gegen die LexA-Bindungsdomine gerichteten
Antikorper.

Zur Ermittlung von moglichen toxischen Effekten der bait-Proteine in S. cerevisiae
EGY48 wurde das Wachstum der Hefezellen, die mit den bait-Plasmiden
vortransformiert wurden, auf Nicht-Induktionsmedium (SD Glu -H) und
Induktionsmedium (SD Gal/Raf —H) verglichen. Dazu wurden eine Suspension der
Hefezellen als Verdiinnungsreihe ausplattiert und nach 3-7 Tagen die Koloniezahl
ermittelt.

Die Uberpriifung einer Autoaktivierung der LEU- und lacZ-Genreporter durch die bait-
Proteine erfolgte in unterschiedlichen S. cerevisiae Stimmen, deren LEU-Genreporter
bzw. lacZ-Reporterplasmide eine unterschiedliche Anzahl von LexA-Bindungstellen
besitzen. Die S. cerevisiae Stimme (bereits vortransformiert mit den
lacZ-Reporterplasmiden [poplacZ] und kultiviert auf SD Glu -U) wurden mit den
bait-Plasmiden und dem leeren prey-Vektor pB42AD kotransformiert und auf
Festmedien kultiviert (SD Glu —H,T,U). AnschlieBend wurden diese Zellen in
Verdiinnungsreihen auf Leuzin-defiziente Induktionsfestmedien (SD Gal/Raf —H,T,U,L)
ausgebracht und gleichzeitig der Titer der Suspensionen auf Nicht-Induktionsmedien
(SD Glu —-H,T,U) bestimmt. Die Anzahl der nach 10 Tagen gewachsenen Klone auf den
Leuzin-defizienten Medien reflektiert das Autoaktivierungspotential des bait-Proteins
fiir den LEU-Genreporter. Zur qualitativen Ermittlung des

lacZ-Autoaktivierungspotentials von bait-Proteinen wurden diese Transformanden auf
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X-Gal-haltigen Induktions-Festmedien kultiviert (SD Gal/Raf/XGal —H,T,U) und nach
2-4 Tagen optisch auf eine Blaufarbung untersucht.

Um zu iiberpriifen, ob die bait-Plasmide in den Nukleus eindringen und dort an LexA-
Operatoren binden konnen, wurden sog. ,,Repressionsanalysen® durchgefiihrt.
S. cerevisiae EGY48 wurde mit dem Reporterplasmid pJK101 und den bait-Plasmiden
kotransformiert und auf Selektionsmedien (SD Glu —H,U) kultiviert. pJK101 enthilt
einen lacZ-Genreporter, der unter der Kontrolle von LexA-Operatoren steht und
zusitzlich ,,Upstream Activating Sequences” (AUS-Gal) in 5" Lage zu den LexA-
Bindungsstellen besitzt. Diese AUS-Gal bewirken die Bindung des Hefe-eigenen Gal4-
Transskriptionsaktivators, der vom endogenen Gal80-Repressor in Galaktose-freiem
Medium in seiner Funktion gehemmt wird. In Anwesenheit von Galaktose dissoziiert
der mit Galaktose beladene Gal80-Repressor vom Gal4-Regulatorprotein ab. Dies
wiirde normalerweise die Transkription des lacZ-Reporters initiieren. Sollte jedoch das
ko-exprimierte bait-Protein in den Zellkern eintreten und dort an die LexA-Operatoren
binden, wird die Transkription des lacZ-Reportergens durch sterische Hemmung
verhindert. Zur semiquantitativen Bestimmung der lacZ-Genreporteraktivitit von
pJK101 wurden die Kotransformanden (bzw. pJK101 alleine als Kontrolle) auf
Induktionsfestmedien kultiviert (SD Gal/Rat/XGal —H,U bzw. SD Gal/Raf/XGal -U).
Die Verringerung der Blaufarbung der Klone (im Vergleich zu pJK101 alleine) nach
4-6 Tagen korreliert mit der Bindungseffizienz der bait-Proteine und die LexA-

Operatoren.

3.5.4 Analyse der cDNA-Genbibliothek (,,Screen*)

Um die Transformationseffizienz zu steigern wurden die c¢DNA-Genbibliothek
kodierenden prey-Plasmide in S. cerevisiae EGY48[p8oplacZ] transformiert, die bereits
die bait-Plasmide enthielten. Die Transformation eines repridsentativen Anteils der
cDNA-Genbibliothek erfolgte dabei in mehreren separaten Transformationsansétzen,
um den gleichzeitigen Transfer mehrerer prey-Plasmide in die Hefezellen moglichst
gering zu halten (ca. 30-50 Einzeltransformationen mit 1 pg Genbibliotheks-DNA pro
Transformationsansatz). Die Transformationsansidtze wurden mit Glasperlen
gleichmdBig auf Festmedien (SD Gal —H,T,U) in groBen Kulturschalen (24x24 cm)

ausgebracht und fiir 3-4 Tage kultiviert, bis ein gleichméBiger Zellrasen wuchs. Die
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Kolonien wurden mit sterilem Wasser abgespiilt, mehrfach mit Wasser gewaschen und
bei -80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Alternativ zu der Amplifikation
der Transformanden auf Festmedien wurden die Transformanden sofort nach der
Transformation in Glukose-haltigem Selektions-Fliissigmedium (SD Glu —H,T,U) fiir
2 Stunden bei 30°C geschiittelt, mehrfach mit Wasser gewaschen und sofort flir die
Interaktionsanalyse verwendet. Durch diese Methodik werden nicht die Transformanden
selbst, sondern die eingebrachten Plasmide amplifiziert.

Die Interaktionsanalysen zwischen den bait-Proteinen und den in der cDNA-
Genbibliothek kodierten preys erfolgte durch Ausplattieren der Kotransformanden auf
Leuzin-defizienten Selektions-Induktionsmedium (SD Gal/Raf —H,T,U,L) und
Inkubation bei 30 °C bis zu 10 Tagen. Die gewachsenen Leuzin-prototrophen
Hefeklone (LEU") wurden von den Platten mit sterilen Impfosen abgenommen, in
96well-Mikrotiterplatten unter nicht-induktiven Bedingungen in Fliissigmedium
propagiert (200 ul SD Glu -H,T,U; 30 °C unter Schiitteln fiir 24 h) und nach

dreimaligem Waschen mit sterilem Wasser bei -80°C eingefroren.

3.5.5 Phanotyp-Validierung

Um zu iiberpriifen, ob die in der Interaktionsanalyse identifizierten LEU" Klone beide
Genreporter reproduzierbar aktivieren, wurden die Klone aus den Mikrotiterplatten mit
einem sterilen Replika-Stempel auf Festmedien ausgestempelt und bei 30 °C inkubiert.
Dabei wurde die Aktivierung des LEU-Genreporters (SD Gal/Raf —H,T,U,L) bzw. des
lacZ-Genreporters (SD Gal/Raf/XGal -H,T,U) separat bzw. in Kombination
(SD Gal/Raf/XGal —H,T,U,L) getestet. Durch Ausstempeln der Klone auf Glukose-
haltige Medien (SD Glu —-H,T,U,L bzw. SD Glu/XGal —H,T,U) wurde {iberpriift, ob die
Aktivierung der Genreporter in Abhingigkeit der Galaktose-Induktion erfolgt. Klone
mit positiven Genreportersignalen (LEU" lacZ") wurden durch Verdiinnungsausstriche
(auf SD Glu —H,T,U) vereinzelt und in weiteren Analysen jeweils fiinf Einzelklone

untersucht.
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3.5.6 Analyse der prey-kodierenden Plasmide

Die Expression der prey-Proteine in LEU lacZ" Klonen wurde mittels Western-Blot-
Analyse mit einem gegen die HA-Domiéne gerichteten Antikorper untersucht. Zur
weiteren Analyse der prey-kodierenden Plasmide wurden die Plasmide der LEU" lacZ"
Klone isoliert, in den E. coli Stamm KC8 mittels Elektroporation transformiert und auf
Tryptophan-defizienten Medien diejenigen Klone, die prey-Plasmide enthielten,
selektioniert. Die Plasmide der Trp KCS8-Klonen wurden erneut prépariert, in
E. coli DH5a retransformiert und im préparativen Mallstab isoliert. Das cDNA-Insert
wurde aus dem prey-Vektor mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xhol
herausgeschnitten und seine Grofle mittels Gelelektrophorese iiberpriift. Mittels PCR
wurden die cDNA-Inserts der prey-Plasmide amplifiziert, die PCR-Produkte
anschlieBend mit Haelll restringiert und in einer Gelelektrophorese (2% Agarose)
aufgetrennt. Anhand der spezifischen Restriktionsmuster (,,Fingerprints®) lieBen sich
identische Bibliotheks-Inserts identifizieren und vorsortieren. Die Identitit der cDNAs

wurde abschliefend mittels DNA-Sequenzierung ermittelt.

3.5.7 Rekonstitutionstransformation zur Phanotyp-Validierung

Die in den Interaktionsanalysen identifizierten und isolierten prey-kodierenden
Plasmide wurden zusammen mit den bait-kodierenden Plasmiden in S. cerevisiae
EGY48[p8oplacZ] kotransformiert, auf Festmedien (SD Glu —H,T,U) selektioniert und
wie unter 3.5.5 beschrieben die Aktivierung der LEU- bzw. LacZ- Genreporter einzeln

oder in Kombination getestet.

3.5.8 Quantitative Bestimmung der lacZ-Genreporteraktivitat

Im verwendeten Y2H-System kann die B-Galaktosidase-Aktivitit die Stirke der
Interaktion zwischen bait und prey reflektieren. Wahrend die Kultivierung von
S. cerevisiae EGY48[p8oplacZ] Kotransformanden auf X-Gal-haltigen Festmedien eine
qualitative Bestimmung der lacZ-Genreporteraktivitit ermoglicht, erlaubt der Umsatz
des Substrats ONPG in Fliissigkeit die quantitative Bestimmung der B-Galaktosidase-
Aktivitat.
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S.  cerevisiae EGY48[p8oplacZ] Kotransformanden wurden in Induktions-
Fliissigmedium (SD Gal/Raf —H,T,U) bei 30 °C unter Schiitteln fiir 5 Stunden inkubiert
und zu einer ODgp=0,5 normalisiert. Die Zellen aus 1 ml Fliissigkultur wurden durch
Zentrifugation pelletiert, in 1,5 ml Z-Puffer gewaschen und in 300 ul Z-Puffer
resuspendiert. 100 pl dieser Suspensionen wurden durch fiinfmaliges Einfrieren in
flissigem Stickstoff und sofortigem Auftauen bei 37 °C (Wasserbad) aufgeschlossen
und abschlieBend mit 700 pl B-ME-haltigen Z-Puffer versetzt und gevortext. Den
Lysaten wurden 160 ul ONPG-Ldsung zugegeben. Die Reaktionen erfolgten bei 30 °C
bis zur Gelbfarbung und wurden durch Zugabe von 400 pl 1M Na,COs gleichzeitig
abgestoppt. Die Proben wurden anschlieBend zentrifugiert und die Uberstinde bei
420 nm spektralphotometrisch gemessen. Die B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde in Miller
Units ermittelt (B-Galaktosidase-Unit= 1000 x ODu4y¢ / (Inkubationszeit[min] x 0,5 ml
x ODg0), die den Umsatz von 1 umol ONPG zu o-Nitrophenol und D-Galactose pro
Minute pro Zelle angeben (Miller, 1972).

3.6 Tierexperimente

Die Tierhaltung sowie alle tierexperimentellen Eingriffe erfolgten gemdll den

Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes.

3.6.1 Praparation primarer Knochenmarksmakrophagen

Die Generierung von Knochenmarksmakrophagen erfolgte gemdfl dem Protokoll von
Falk und Vogel (1990). Tibiae und Femura aus C57BL/6 Maiusen wurden steril
préapariert und das Knochenmark mit Zellkulturmedium ausgespiilt. Nach Zentrifugation
der Zellen (1000 g, 5 min, 4 °C) wurde das Zellpellet in kaltem Erythrozyten-
Lysepuffer resuspendiert und fiir 2 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von Kulturmedium abgestoppt und die Zellen zwei mal mit Medium
gewaschen. 4x10° Knochenmarkszellen wurden auf Petrischalen ohne beschichtete
Oberfldache in 10 ml Differenzierungsmedium angeziichtet. Nach 4 Tagen wurden der
Kultur weitere 10 ml Differenzierungmedium zugegeben. Nach 7-8 Tagen wurden die
differenzierten Makrophagen mit eiskaltem PBS mit 0,5 mM EDTA von den
Kulturschalen abgelost, in PBS gewaschen und entweder sofort verwendet oder zur

Langzeitlagerung cryokonserviert.
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3.6.2 Praparation von Toxoplasma gondii

T. gondii Erreger wurden grofziigig von der Arbeitsgruppe von Prof. O. Liesenfeld
(Freie Universitdt Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die Erreger, die im Rhythmus von
3-4 Tagen passagiert wurden, wurden frisch aus dem Intraperitoneum von infizierten
Maiusen unter sterilen Bedingungen isoliert, in PBS (4°C) gewaschen und der Titer
bestimmt. Bis zu ihrer Verwendung in in-vitro-Infektionsexperimenten wurden die

Erreger bis zu maximal 4 h in PBS (4 °C) lichtgeschiitzt aufbewahrt.

3.6.3 Protein-immunisierung

Weibliche Balb/c Méuse (6-8 Wochen alt) wurden mit den Affinitits-aufgereinigten
rekombinaten 47 kDa GTPasen immunisiert. Das Immunisierungsprotokoll folgte den
Empfehlungen des Herstellers der Adjuvanzien (Linaris). Es wurden 50 pg
rekombinantes Protein in Adjuvanz [ subkutan am Schwanzansatz injiziert. Nach
7 Tagen wurde diese Injektion wiederholt. Nach weiteren 14 Tagen wurden 50 pg
rekombinates Protein in Adjuvanz II intraperitoneal injiziert. Nach weiteren 3 Tagen
wurden durch vorsichtiges Einschneiden der Schwanzspitze ca. 20 ul Blut entnommen.
Die zelluldren Bestandteile wurden abzentrifugiert (5000 g, 15 min, 4°C) und die Seren
in Western-Blot-Analysen getestet.

3.7 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Brutschrinken bei 37 °C, 7 % CO, und
wasserdampfgeséttigter Atmosphdre. Die Zellen wurden regelmdBig mit frischem
Medium versorgt und spétestens bei Erreichen der Konfluenz passagiert. Adhdrente
Zellen wurden durch Inkubation in Trypsin/EDTA-L6sung von Kulturschalen abgelost.
Nach 3-5 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von Zellkulturmedium gestoppt,
die Zellen in PBS gewaschen und in einer Verdiinnung von max. 1:10 passagiert. Zur
Ermittlung der Zellzahl sowie der Zellvitalitdt wurden die Zellsuspensionen mit einem
gleichen Volumen Trypanblau-Losung versetzt und lichtmikroskopisch untersucht. Alle
Zellinien wurden regelméfig von M. Stiber (MPI-IB, Berlin) auf Mycoplasmen-

Kontaminationen getestet und gegebenenfalls saniert.
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3.71 In-vitro-Infektionen

Die fiir in-vitro-Infektionen verwendeten cryokonservierten Zellinien Send, McCoy,
RAW-B und BAC wurden von den Abteilungen fiir Molekulare Biologie und Zellulére
Mikrobiologie des MPI-IB zur Verfiigung gestellt. Die in-vitro-Infektionen dieser
Zellinien mit Chlamydien und Listerien erfolgte gemal den
Infektionsschutzbestimmungen und wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. U.
Schaible und J. Enders (MPI-IB, Berlin) durchgefiihrt. Die auf Glasobjekttragern
kultivierten Zellen wurden mit den Erregern (in PBS) fiir unterschiedliche Dauer in
einem Volumen von max. 150 pl inkubiert. Nach dem Infektionszyklus wurden die
Erreger durch mehrfaches Waschen mit PBS entfernt, die Zellen wie unter 3.8.1 fixiert
und permeabilisiert und bis zur weiteren Analyse bei 4°C in Blockpuffer aufbewahrt.
Fir lichtmikroskopische Untersuchungen wurden 7. gondii Erreger mit

Hamatoxylinlosung angefarbt und zur Kontraststeigerung kurz in Wasser entférbt.

3.8 Mikroskopie

3.8.1 Fluoreszenz- und Konfokale Mikroskopie

Die auf Deckglédsern kultivierten Zellen wurden mit 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS
fiir 15 min fixiert, mit 0,1 % Triton-X in PBS flir 5 min permeabilisiert und mit
Blockpuffer fiir 30 min vorbehandelt. Alternativ wurden die Zellen fiir eine Anfarbung
von Zytoskelettkomponeneten zur besseren Strukturerhaltung in eiskaltem Methanol fiir
10 min fixiert, 1 min in eiskaltem Azeton inkubiert und luftgetrocknet. Die Objekttriager
wurden fiir 60 min mit den entsprechenden Primérantikérpern in den vom Hersteller
empfohlenen Verdiinnungen in Blockpuffer inkubiert. Um Artefaktfarbungen durch
Antikorperprézipitate zu vermeiden, wurden alle Antikérperlésungen vor ihrer
Verwendung zentrifugiert (13.000 g, 15 min, 4 °C) und fiir Farbungen die geklirten
Uberstinde  verwendet. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den
fluoreszenzgekoppelten Sekundirantikorpern in Blockpuffer fiir 60 min. Zwischen
diesen Schritten wurden die Objekttrager vorsichtig mit 0,05 % Tween-20 in PBS finf
mal gewaschen. Die Proben wurden mit Molwiol eingebettet und mit einem

Fluoreszenzmikroskop bzw. einem konfokalen Laserscan-Mikroskop analysiert.
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3.8.2 Elektronenmikroskopie

Die Transmissions-Elektronenmikroskopischen Analysen von NIH/3T3 Fibroblasten,
die ektopisch IIGP bzw. IIGP[S83N] exprimieren, wurden in Zusammenarbeit mit Dr.
V. Brinkmann und B. Fauler (Zentralabteilung fiir Mikroskopie des MPI-IB, Berlin)
durchgefiihrt. Die Immunogold-Elektronenmikroskopie wurde von Prof. Alice Warley
(King’s College, Department for Electron Microscopy, London) mit freundlicher
Unterstiitzung von Dr. H. Collins (King’s College London, Department for Life

Sciences, Grossbritannien) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifikation von Protein-Interaktionspartnern
fiir 47 kDa GTPasen mit Yeast-Two-Hybrid-Analysen

In Analogie zu den generellen Eigenschaften von GTPasen (Vetter und Wittinghofer,
2001) besteht die Annahme, dass die Interaktionen der 47 kDa GTPasen
konformationsabhingig und transient erfolgen und als eher schwache Interaktionen
entsprechend schwer mit konventionellen biochemischen in-vitro Methoden
nachzuweisen sind. Eine Moglichkeit, solche Protein-Protein-Interaktionen trotzdem zu
identifizieren, bietet das Yeast-Two-Hybrid-System (Y2H). Es erlaubt die Detektion
von Interaktionen iiber einen ldngeren Zeitraum in einem in-vivo Milieu, das den
Bedingungen, unter denen die Interaktion natiirlicherweise stattfinden wiirde, recht nahe

kommen kann (siehe detaillierte Beschreibung des verwendeten Y2H unter 3.5).

In Yeast-Two-Hybrid-Systemen kann die Fusionierung von groferen Proteinen oder
Proteinanteilen an die DNA-Bindungs- (BD) bzw. Aktivierungsdomine (AD) die
Komplexierung zu einem funktionellen Transkriptionsfaktor derart storen, dass die
Identifikation von Interaktionen erheblich erschwert oder ganz unmdoglich wird. Daher
ist es oft vorteilhaft, lediglich kurze Proteinbereiche, die moglichst funktionelle
Dominen représentieren, zu fusionieren. Dennoch wurden die 47 kDa GTPasen (IGTP,
GTPI, LRG-47, TGTP, IIGP und IRG-47) in ihrer vollstandigen GroB3e verwendet, denn
distinkte funktionelle Doménen waren, mit Ausnahme der GTPase-Domaine, fiir die
47 kDA GTPasen nicht identifizierbar. Andererseits sollte die Ausbildung derjenigen
Konformation, die fiir eine Interaktion erforderlich ist, bei Verwendung der

vollstdndigen GTPase-Proteinsequenz am wahrscheinlichsten sein.

Die fiir die 47 kDa GTPasen kodierenden c¢cDNAs wurden mit spezifischen
Oligonukleotiden, deren Sequenzen von den verfiigbaren Datenbank-Sequenzdaten
abgeleitet wurden (www.ncbi.nlm.nih.gov), von Maus-cDNA amplifiziert und die
Integritit der PCR-Produkte mittels DNA-Sequenzanalysen verifiziert. Die DNA-
Fragmente wurden anschlieend so in die multiple Klonierungsstelle (MCS) des Hefe-
Expressionsvektors pGilda einkloniert, dass der von der DNA-Bindungsdomine LexA
vorgegebene Leseraster erhalten blieb und ein LexA-GTPase-Hybrid (,,bait) entsteht.
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Die korrekte Grofle der in Hefe exprimierten LexA-GTPase-Fusionsproteine wurde in

einer Western-Blot-Analyse tiberpriift (Abbildung 3).

411 Eignung der 47 kDa GTPasen

Die Durchfithrung eines Y2H zur Identifikation von bisher unbekannten Protein-
Interaktionspartnern fiir die 47 kDa GTPasen ist nur dann mdglich, wenn die Expression
dieser GTPasen in Hefe bestimmte Grundvorraussetzungen erfiillt. Die heterologen
GTPasen sollten fiir die Hefezellen nicht toxisch sein, ihre Expression darf die
verwendeten Reportergene (LEU zur Aufhebung der Leuzin-Auxotrophie und lacZ zur
Expression von 3-Galaktosidase) nicht alleine, d.h. ohne eine spezifische Interaktion mit
Aktivierungsdoménen-Fusionen (“preys”), initiieren und die Fusion an die LexA-DNA-
Bindungsdoméne darf weder deren Transport in den Nukleus, noch die Anbindung an

LexA-Operatoren behindern.

Expression der LexA-GTPase-Fusionsproteine

Die Expression der bait-Proteine in S. cerevisiae EGY48 wurde in Western-Blot-
Analysen {iberpriift (Abbildung 3). Alle klonierten 47 kDa GTPasen lielen sich in der
zu erwarteten Grofle als LexA-Fusionen detektieren, wobei sich das Expressionsniveau
signifikant unterschied. Lediglich IRG-47 zeigte zusdtzlich geringe Mengen eines
verkiirzten Produkts, das moglicherweise durch proteolytischen Abbau oder vorzeitigen

Translationsabbruch entsteht.
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Abbildung 3:  Qualitative und quantitative Western-Blot-Analyse der Expression von LexA-
GTPase-Fusionsproteinen in S. cerevisiae EGY48
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(Fortsetzung Abbildung 3)

EGY48 wurde mit den pGilda-GTPase-Vektoren transformiert, auf nicht-induktiven Festmedien
(SD Glu —H) selektioniert und in Flissigmedium angezogen. Die Induktion erfolgte in Fliissigmedium
(SD Gal/Raf —H) fiir 12 h bei 30°C unter Schiitteln. Es wurden jeweils &quivalente Mengen
Gesamtzellysat elektrophoretisch aufgetrennt und die LexA-GTPase-Fusionsproteine mit einem
monoklonalen, gegen die LexA-DNA-Bindungsdoméne gerichteten Antikorper detektiert. Die molekulare
Grofe der Expressionsprodukte ergibt sich aus der Summe der GTPase-Grofle (ca. 47 kDa) und der
LexA-Bindungsdoméne (25 kDa).

Toxizitit

Die Uberexpression der heterologen 47 kDa GTPasen kann fiir die Hefezellen toxisch
sein. Da im Interaction-Trap-System positive Interaktionspartner aus einer komplexen
cDNA-Bibliothek durch eine Wachstumsselektion identifiziert werden, darf die
Uberexpression der GTPasen selbst das Wachstum von S. cerevisize EGY48 nicht
inhibieren (bzw. fordern, siche Autoaktivierung). Um den Einfluss der GTPasen auf das
Wachstum von S. cerevisiae EGY48 zu ermitteln, wurden eine identische Anzahl von
LexA-GTPase-Transformanden auf Festmedien unter Induktionsbedingung bzw. ohne
Induktion ausplattiert. Nach zwei Tagen wuchsen ebenso viele GTPase-exprimierende
Klone wie unter nicht-induktiven Bedingungen, die sich auch in ihrer Grofe nicht
unterschieden (Tabelle 1). Die Expression der GTPasen hemmte demzufolge nicht das

Wachstum von S. cerevisiae EGY48.

Autoaktivierung der LEU- und lacZ-Selektionsreporter

Zur Selektion von Interaktionspartnern aus einer komplexen cDNA-Bibliothek muss
ausgeschlossen werden, dass die GTPase-Fusionsproteine per se die verwendten
Genreporter aktivieren. Um mdgliche Autoaktivierungen der LEU- und lacZ-
Selektionsreporter zu testen, wurden die GTPase-baits in Kombination mit der
B42-Aktivierungsdomédne bzw. irrelevanten preys exprimiert und das prototrophe
Wachstum auf Leuzin-defizienten Medien (LEU") bzw. die Blaufirbung der Klone
durch eine B-Galaktosidase-Aktivitit (lacZ") auf X-Gal-haltigen Medien getestet
(Tabelle 1). Um zu tiberpriifen, welche maximale Sensitivitidt die Genreporter haben
diirfen, ohne transaktiviert zu werden, wurde diese Analyse mit S. cerevisiae
EGY-Stimmen bzw. lacZ-Reporterplasmiden durchgefiihrt, deren Reportergene eine
unterschiedliche Anzahl von LexA-Operatoren besitzen (6/2/1x OpLexA fiir LEU bzw.
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8/2/1x OpLexA fir lacZ). Unter den gewdhlten Testbedingungen konnte auch bei
maximaler Sensitivitidt keine relevante Reporter-Aktivierung festgestellt werden. Das
schwache prototrophe Wachstum von GTPase-bait-Transformanden auf Leuzin-
defizienten Medien ab Tag 6 erfolgte unabhéngig von der Sensitivitit der Reporter und
reflektiert daher vermutlich nicht ein Aktivierungspotenzial von IIGP, sondern ist eine
vom Reportersystem unabhingige physiologische Folge der Uberexpression dieser
GTPase in S. cerevisiae EGY48. Diese geringe Wachstumsautoaktivitit an Tag 5/6
stellte nach Optimierung der experimentellen Parameter (siche Kap. 3) kein Hindernis
fiir die Durchfiihrung einer komplexen Y2H-Analyse dar, denn relevante Interaktionen
wurden nach einer Wachstumsselektion fiir 3-4 Tage erwartet. Eine GTPase-inaktive
[IGP-Mutante ( IIGP[S83N] ), die analog zu publizierten GTPase-Mutanten (Dugan et
al., 1995; Feig, 1999; Taylor et al., 1997) durch einen singuldren Aminosaureaustausch
in der GTPase-Bindungsdoméne vermutlich in einer GDP-gebundenen, inaktiven

Konformation arretiert ist, besaB3 kein Autoaktivierungspotenzial.

Kerngingigkeit & LexA-Bindungstest

Zur Aktivierung der Genreporter des Y2H-Systems miissen die baits in den Nukleus
transportiert werden und dort an LexA-Operatoren binden konnen. Beide
Voraussetzungen wurden {berpriift, indem zusétzlich zu den GTPase-baits das
Reporterplasmid pJK101 in S. cerevisiae EGY48 kotransformiert wurde, das die
Anbindung der baits an LexA-Operatoren durch eine Verringerung der 3-Galaktosidase-
Expression quantitativ reflektieren kann (Tabelle 1). In diesem Test zeigten die
GTPase-baits gemidl der Verringerung der lacZ-Signalstirke ein unterschiedliches
Potential, im Nukleus an LexA-Operatoren zu binden (mdBig: LRG-47, IGTP;
gut: GTPIL, IIGP, IIGP[S83N]; optimal: IRG-47, Kontrollen).
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Auto-Aktivierung Kernlokalisation
Expression | Toxizitat & LexA-

BD: LexA+ LEU lacZ Bindungsfahigkeit
IGTP + - - - (+)
GTPI + - - - ++

LRG-47 + - - - (+)
TGTP + i i - — .
IRG-47 + - - - e +++
IIGP + - d 5/6 d5 E ++
(schwach) (sehr schwach)

IIGP [S83N] + - - - o ' ++

Lam -~

p53 + - - - +++
Drosophila bicoid T——
Tabelle 1: Charakterisierung der Eigenschaften der 47 kDa GTPasen im Y2H-System

Die Expression der LexA-GTPase-Fusionsproteine in S. cerevisiae EGY48 wurde durch Western-Blot-
Analysen verifiziert (Abbildung 3). Mogliche toxische Effekte der GTPasen wurden ermittelt, indem
gleiche Mengen von GTPase-bait-transformierten EGY48 auf induktive (SD Gal/Raf —H) bzw. nicht-
indukiven Selektionsmedien (SD Glu -H) bei 30 °C {iber 10 d angezogen wurden. Das
Autoaktivierungspotenzial der GTPasen wurde in Gegenwart von mehreren irrelevanten preys (AD
alleine, AD-large T, AD-target) in EGY-Stdmmen mit unterschiedlicher Leuzin-Sensitivitit (EGY48,
EGY 194, EGY 188, EGY40) und Reporterplasmiden mit unterschiedlicher lacZ-Sensitivitit (p8oplacZ,
pJK103, pRB1840) getestet. Die Aktivierung des LEU-Reporters wurde auf Induktionsmedien ohne
Leuzin (SD Gal/Raf -H,T,L), die des IlacZ-Reporters auf X-Gal-haltigen Induktionsmedien
(SD Gal/Raf/XGal —H,T) innerhalb einer Inkubationsdauer von 12 d bei 30°C getestet. Die
Abschwiéchung der Blaufiarbung in pJK101-Kotransformanden im Vergleich zur maximalen Farbung
ohne Expression einer BD reflektiert der Grad der Kerngingigkeit der GTPase-baits und ihre
Bindungsfahigkeit an  LexA-Operatoren  (ermittelt auf  X-Gal-haltigen Induktionsplatten
(SD Gal/Raf/XGal —H,U) nach 48 h). Die qualitative Bewertung reprisentiert das Ergebnis von
mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Grundsitzlich wurden in allen Experimenten zahlreiche
interne Negativ- und Positivkontrollen mitgefiihrt (nicht gezeigt, siche 2.11.5.2).
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Die in Tabelle 1 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass alle 47 kDa GTPasen
grundsétzlich die Mindestkriterien erfiillten, um mit den Methoden des Y2H innerhalb

von cDNA-Bibliotheken nach unbekannten Protein-Interaktionspartnern zu suchen.

4.1.2 Eignung der cDNA-Genbibliotheken

Ebenso wie Fusionen an die BD konnen AD-Hybride (,preys®) die Reportergene
transaktivieren. Die Fusion der zahlreichen in einer cDNA-Bibliothek kodierten
Proteine an die AD kann deshalb im Y2H-System zu einem erheblichen
Hintergrundsignal fiihren und die Detektion von spezifischen Interaktionssignalen
erheblich erschweren. Um das Autoaktivierungspotenzial der preys der beiden
verwendeten cDNA-Genbibliotheken (aus CD4" T-Zellen bzw. der kompletten
Milzzellpopulation) zu iiberpriifen, wurde ein repridsentativer Anteil beider cDNA-
Bibliotheken in S. cerevisiae EGY48 zusammen mit der unfusionierten LexA-BD
kotransformiert. Von ca. 1x10° Kotransformanden (reprisentiert ca. 1/30 der gesamten
Komplexitit der c¢DNA-Bibliotheken) wuchsen lediglich 3 Klone unter Leuzin-
defizienten selektiven Wachstumsbedingungen zu sehr spiten Zeitpunkten (Tag 8), und
nur 2 Klone zeigten an Tag 6 eine schwache Blaufdarbung. Beide cDNA-Bibliotheken
eignen sich mit ihrer geringen Autoaktivierungsfrequenz, die ebenso die spontane
Mutationsrate von S. cerevisiae EGY48 unter diesen Selektionsbedingungen
reflektieren konnte, sehr gut fiir die Durchfithrung einer umfangreichen Suche nach

neuen, unbekannten Protein-Interaktionspartnern mit dem Y2H-System.

4.1.3 Y2H-Vorversuche mit 47 kDa GTPasen

Es wurden zundchst Y2H-Analysen im kleinen Maf3stab mit einem kleinen Anteil der
Genbibliothek durchgefiihrt, um das Verhalten der GTPase-baits in Kombination mit
den cDNA-Bibliothek-preys vorab zu testen. Die in Tabelle 2 zusammengefal3ten
Ergebnisse zeigen, dass fiir alle GTPasen prinzipiell positive Signale erwartet werden
konnten, wobei sich bei der Kultivierung der einzelnen GTPasen unter
Selektionsbedingungen sowohl der Zeitpunkt, zu dem prototrophes Wachstum detektiert
werden konnte, als auch die Anzahl und Signalqualitit (Groe bzw. Blaufarbung) der
Klone erheblich differierte. Eine Doppelselektion auf Festmedien (prototrophe

Selektion auf Leuzin-defizienten Medien und gleichzeitige Farbreaktion durch
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Umsetzung von X-Gal) fiihrte zu einer erheblichen Verringerung der Klonanzahl.
Dieser Effekt wurde bereits beschrieben (Golemis, 1997) und konnte auf toxische
Effekte von umgesetztem X-Gal zuriickzufiihren sein.

Die Anzahl der erhaltenen Klone schien mit der Fahigkeit der GTPase-baits, in den
Nukleus transportiert zu werden und dort an LexA-Operatoren binden zu kénnen, zu
korrelieren (vgl. Tabelle 1). Die Signalstirke konnte jedoch auch das unterschiedliche
Expressionsniveau der GTPasen reflektieren. Frith detektierbare Signale entsprechen
erwartungsgemal tatsdchlichen Interaktionen, wihrend die zu spéteren Zeitpunkten
auftretenden Signale hiufig auf eine unspezifische Hintergrundaktivitit zuriickzufiihren
sind. Fiir jede GTPase ergab sich deshalb ein individuelles zeitliches Fenster, in dem die
Detektion von spezifischen Interaktionen am wahrscheinlichsten war. Anhand dieser
Ergebnisse wurden die experimentellen Bedingungen fiir die GTPasen individuell so
optimiert, dass bei der Suche nach Interaktionspartnern die gesamte Komplexitit der

c¢DNA-Bibliotheken mehrfach abdeckt wurde.

Selektion Leu Leu + lacZ
Ld] 3 4 5 6 7 8 9 9
GTPase
IGTP - - - 4 3 6 3 2 (weild)
GTPI - 15 | 23 | 80 | 100 | 20 | >100 ~130 weill
~ 20 klein, tiefblau
LRG-47 - - - - 2 3 34 3 (groR, tiefblau)
TGTP - - - 1 4 7 16 -
IRG-47 - 9 17 =300 | n.b. n.b. n.b. 22 weil}, 2 blau
lIGP - 4 8 ~100 | 300 | n.b. n.b. >200 (klein, weild)
IIGP[S83N] - - - - - 1 3 -
Tabelle 2: Vortest einer Y2H-Analyse mit den 47 kDa GTPasen und einem Anteil

der CD4"-cDNA-Bibliothek
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(Fortsetzung Tabelle 2)

1 ug der prey-cDNA-Bibliothek-DNA (CD4") wurde in EGY48[p8opLacZ], in die bereits GTPase-baits
enthilt, transformiert. Die Effizienz dieser sequenziellen Transformation lag bei ca. 5x10* Klonen / pg
DNA (titriert auf SD Glu —H,T,U). Nach einer Plasmidamplifikation wurden die Zellen entweder unter
LEU-Wahstumsselektion ~ (SD  Gal/Raf -H,T,U.L) oder LEU'LacZ" Doppelselektion
(SD Gal/Raf/XGal - H,T,U,L) fiir 9 d bei 30 °C inkubiert. Die Zahlen geben die Anzahl der an dem Tag
nach der Transformation gewachsenen Klone an. Die mitgefiihrten Positivkontrollen waren an d 3-4
detektierbar, die Negativkontrollen zeigten entweder kein Signal oder waren sehr spit an d 8-9 schwach
positiv. n.b.= nicht bestimmt: die Zahl der Einzelklone konnte nicht bestimmt werden, da die Platte
vollstindig mit einem dichten Zellrasen bewachsen war.

4.2 Identifikation und Charakterisierung von lIGP-Interaktionspartnern

421 Y2H-Analysen mit der GTPase IIGP

In einer Y2H-Analyse sollten gemiB den Empfehlungen ca. 2x10° unabhingige
Transformanden einer Sdugetier-cDNA-Genbibliothek auf eine Interaktion mit einem
bait untersucht werden, um die gesamte Komplexitit der in der cDNA-Bibliothek
kodierten Protein(-fragmente) abzudecken. Fiir eine optimale Transformationseftfizienz
wurde das IIGP-bait und die cDNA-Bibliothek-preys sequenziell in S. cerevisiae
EGY48[p8oplacZ] transformiert. Aus dem Transfer von jeweils 30 pg DNA der CD4'-
bzw. der Milzzell-cDNA-Bibliothek gingen jeweils ca. 1,8 x 10° unabhingige Hefe-
Transformanden hervor, deren bait und prey-kodierende Plasmide durch Wachstum auf
Selektionsmedien (SD Glu —H,T,U) zunédchst amplifiziert wurden. Die dreifache Anzahl
dieser Ursprsprungstransformanden wurde unter Leuzin-defizienten
Wachstumsbedingungen (SD Gal/Raf —H,T,U,L) fiir 12 Tage bei 30 °C auf Festmedien
selektioniert. Da die Expression des IIGP-baits in S. cerevisiae EGY48 in einem
schwachen Wachstum auf Leuzin-defizienten Festmedien ab Tag 6 resultierte, wurden
bevorzugt diejenigen prototrophen Klone weiter analysiert, die zu einem frithen
Zeitpunkt der Wachstumsselektion zwischen Tag 3 und Tag 6 detektierbar waren.
Jeweils ca. 400 prototrophe Klone wurden vereinzelt, ohne weitere Wachstumsselektion
(SD Glu -H,T,U) passagiert und anschlieend in mehreren unabhéngigen Experimenten
auf entsprechenden Festmedien ausplattiert, um den LEU -Phinotyp zu verifizieren und
die Aktivierung des zweiten unabhingigen lacZ-Genreporters (Blaufdarbung) zu testen.
Nur %/ aller urspriinglich prototrophen Klone zeigten einen stabilen LEU™ Phinotyp.
Lediglich 5 dieser Klone zeigten zundchst eine deutliche Blaufdrbung, die sich jedoch in

weiteren Experimenten nicht reproduzieren lieB. Es ist daher anzunehmen, dass keiner
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der ca. 800 untersuchten Klone einen spezifischen Interaktionspartner fiir IIGP
reprasentierte, sondern die Genreporter unspezifisch und nicht reproduzierbar aktiviert

wurden.

Eine konventionelle Wachstumsselektion mit anschlieBender Uberpriifung des lacZ-
Phanotyps schien zur Identifikation von IIGP-Interaktionspartnern ungeeignet zu sein.
Deshalb wurden in einem weiteren Experiment die cDNA-Bibliotheks-Transformanden
(nach  einer  Plasmid-Amplifikation in  Fliissigmedium) auf Festmedien
(SD Gal/Raf/XGal —H,T,U,L) selektioniert, die simultan zur LEU-Wachstumsselektion
eine Blaufarbung der Klone ermdglichten. Dabei bestétigte sich die Beobachtung, dass
unter Doppelselektionsbedingungen signifikant weniger und kleinere Klone wachsen
(vgl. Tabelle 2). Ca. 400 Klone, die bis zum 8. Tag der Selektion zu einer stabilen
Hefekolonie von ca. 2-4 mm Grofle wuchsen und eine Blaufiarbung zeigten, wurden
analog zum vorherigen Experiment auf eine reproduzierbare Genreporteraktivitit
getestet (Abbildung 4 A). Insgesamt zeigten 49 Klone einen stabilen LEU" und lacZ"
Phénotyp. Von diesen Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert, mittels PCR die Grof3e
des Genbibliothek-cDNA-Inserts ermittelt und mit dem spezifischen Muster des Haelll-
Restriktionsverdaus der PCR-Produkte (“Fingerprint”) getestet, ob sich unterschiedliche
cDNAs innerhalb eines Klons befanden (Abbildung 4 B). Insgesamt 63 isolierte cDNA-
Bibliothekplasmide ~wurden zur Uberpriifung der urspriinglich detektierten
Reportersignale in S. cerevisiae EGY48[p8oplacZ] mit dem IIGP-bait (bzw.
irrelevanten  baits zur Kontrolle der Interaktionsspezifitit) zurlicktransformiert
(Tabelle 1, Anhang). In 18 Kotransformanden wurden ausschlieflich in Kombination
mit dem bait IIGP beide Genreporter aktiviert. AnschlieBend wurde von diesen Klonen
der Fusionsbereich mit der AD-Doméne mittels DNA-Sequenzanalyse auf die Integritét
tiberpriift. Plasmide, die nicht iiber einen offenen korrekt an die AD fusionierten
Leserahmen verfiigten, wurden verworfen. Von den verbliebenen Klonen wurde die
Integritit der durch die cDNA-Bibliotheksplasmide kodierten AD-Fusionsproteine in
einer Western-Blot-Analyse tiberpriift (Abbildung 4 °C).
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Abbildung 4:  Yeast-Two-Hybrid-Analyse zur Identifikation von Protein-Interaktionspartnern
fiir IIGP (exemplarisch)

A: Blaue (lacZ"), prototrophe (LEU") Klone, die unter Doppelselektionsbedingungen an d8 detektierbar
waren, wurden in 96well-Mikrotiterplatten kultiviert und zur Uberpriifung der Stabilitéit ihres Phéinotyps
mehrfach mit einem Replika-Stempel auf Testmedien ausgestempelt (LEU: SD Gal/Raf —H,T,U,L;
Detektion an d6 / lacZ: SD Gal/Raf/XGal —H,T,U; Detektion an d3). In der untersten Reihe ab Position 2
befinden sich die mitgefiihrten Positiv- (BD:p53, AD:largeT / BD:pbait, AD:pTarget) und
Negativkontrollen (BD:LaminC, AD:large T / BD: unfusioniert, AD: unfusioniert).

B: PCR-Amplifikation der in den cDNA-Bibliotheks-prey-Plasmiden enthaltenen cDNA-Inserts (oben)
bzw. Haelll-Verdau dieser PCR-Produkte (unten). Um zu iiberpriifen, ob sich urspriinglich mehrere
verschiedene cDNA-Bibliotheksplasmide in einem Hefeklon befanden, wurden jeweils drei aus dem
Hefeklon isolierte cDNAs untersucht.

C: Die von den cDNA-Bibliotheksplasmiden kodierten Fusionsproteine in den Zellysaten von induzierten
Kotransformanden wurden durch eine Western-Blot-Analyse mit einem Antikorper, der gegen das im
Vektor kodierte Himagglutinin (HA)-Epitop gerichtet war, untersucht. # = Klonnummer.

Insgesamt 9 der analysierten cDNAs kodierten flir Proteine bzw. Proteinbereiche, die in
Y2H-Systemen haufig zu unspezifischen, falsch positiven Signalen fiihren (Ferritin und
mitochondriale Proteine; aktualisierte zentral erfasste Liste unter
www.fcce.edu/research/labs/golemis/Tablel.html) und  wurden  nicht  weiter

beriicksichtigt.
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Aus den ca. 5x10° untersuchten Einzelklonen, die urspriinglich aus der Transformation
beider cDNA-Bibliotheken hervorgingen, konnten im Y2H-System schlielich sechs
Klone isoliert werden, die alle Kriterien einer spezifischen Protein-Interaktion erfiillten.
Drei cDNA (# 46, 48, 56) waren in den verfligbaren Sequenzdatenbanken als nicht
weiter ~ kommentierte  Eintrdge zu  finden, die aus  automatischen
Sequenzierungsprojekten des Maus-Genoms hervorgingen (Okazaki et al., 2002;
Strausberg et al., 2002). Die cDNA-Translationsprodukte der verbleibenden vier Klone
waren homolog zu beschriebenen humanen Proteinen und reprdsentieren mdogliche
Interaktionspartner der GTPase IIGP(Tabelle 3). Die beiden verwendeten
cDNA-Bibliotheken scheinen sich qualitativ zu unterscheiden, denn die als relevante
IIGP-Interaktionspartner eingestuften Proteine wurden ausschlieBlich mit der CD4"

cDNA-Bibliothek identifiziert.

Klon-nummer
Name
Datenbank-
nummer
Beschreibung

52 | hook3 | NP 115786 | golgi-associated microtubule-binding protein HOOK3 [Homo sapiens]

33 arc20 | NP 005709 | Arp2/3 protein complex subunit 4 (20 kDa); p20 [Homo sapiens]

57 p125 | XP 133737 | similar to Sec23-interacting protein p125 [Homo sapiens]; phospholipase

46 - NM172678 | Mus musculus RIKEN cDNA 2600017P15 gene

48 - XM204098 | Mus musculus RIKEN ¢cDNA 5730434103 gene

56 - AB007931 | Homo sapiens mRNA for KIAA0462 protein, partial cds

Tabelle 3: Ubersicht der im Yeast-Two-Hybrid-System identifizierten cDNAs, die mégliche

relevante Interaktionspartner von IIGP reprisentieren

Die sequenzierten prey-cDNAs von positiven Klone der Y2H-Analyse fiir IIGP wurden mit den
vefligbaren Datenbanksequenzen verglichen (BlastN bzw. BlastP). Fiir die Translationsprodukte von drei
cDNAs wurden sequenzverwandte humane Proteine gefunden. Angegeben ist die Datenbank-
Identifikationsnummer, eine Kurzbeschreibung des Proteins bzw. der cDNA, der von den Plasmiden
kodierte Bereich sowie der Grad der Sequenzhomologie der cDNA bzw. des Translationsprodukt in %.
Tabelle 5 (siche Anhang) gibt eine Gesamtiibersicht der sequenzierten cDNAs.
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4.2.2 Die 47 kDa GTPase lIGP interagiert

mit dem Maus-Homolog von hook3

Von den drei Proteinen, die in der Y2H-Analyse als mogliche relevante
Interaktionspartner von IIGP eingestuft wurden, wurde zunichst das Maus-Homolog

von hook3 (Klon Nr. 52 und 54) genauer analysiert.

Obwohl die GroBe der Genbibliotheks-cDNAs beider Klone (ca 2,1 kb) der GroBe der
vollstindigen = humanen hook3-cDNA (2157 bp) entsprach, waren die
Translationsprodukte in der Western-Blot-Analyse signifikant kleiner (ca. 75 kDa) als
eine LexA-Fusion mit dem gesamten hook3 Proteins (ca. 110 kDa). Daher wurde die
Integritdt des gesamten cDNA-Inserts durch eine DNA-Sequenzierung iiberpriift
(Abbildung 5).

Insert pB42-AD-CD4* Klon #52/54 : 2,1 kb

A
v

EcoRI Xhol Xhol
| | |
5 | B42 | m_hook3 STaL Glud T 8| 3
=(164) 12 kb (573)= |
SAG... , ..DLE
: 410 AS (48 kDa)  STOP
N Y, human hook3 °* Zlc

Abbildung 5:  Schematische Ubersicht der sequenzierten cDNA-Bibliotheks-Inserts der Klone
Nr. 52 und 54 im Vektor pB42AD.

An die Aktivierungsdoméne B42 ist im vorgegebenen Leserahmen iiber eine kurze Linker-Sequenz eine
1,1 kb umfassende Teilsequenz des Maus-Homolgs von hook3 fusioniert (mHk3, gelb). Nach einer
internen Xhol-Restriktionsschnittstelle von mHk3 folgt der Poly-A-Schwanz (schraffiert) eines in
reverser (3'— 5")-Richtung klonierten Genfragments, das fiir ein Vorlduferprotein des Interleukin-1-
Rezeptors (ST2L, rot) kodiert. An ST2L schlieBt sich ein kurzer Anteil der Glutamat-Dehydrogense-
cDNA incl. Poly-A-Schwanz (Glud, blau). Der weifle Bereich wurde nicht sequenziert. Die Pfeile
entsprechen der 5"—3’-Leserichtung.
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Es zeigte sich, dass die isolierten cDNAs identisch sind und lediglich fiir einen Teil des
Maus-Homologs von hook3 (mHk3) kodierten. Die Integration der mHk3-cDNA bis zur
ihrer internen Xhol-Restriktionsschnittstelle war auf die Konstruktion der cDNA-
Bibliothek aus EcoRI-Xhol-restringierten cDNA-Fragmenten zuriickzufiihren. Der
mHk3 cDNA folgten weitere, teilweise in reverser Leserichtung klonierte
Genfragmente. Schon kurz nach der Xhol-Restriktionsschnittstelle von mHk3 entstehen
daher Stop-Codons, so dass ein ca. 75 kDa grofles B42-Fusionsprotein entsteht, das
410 AS (164-573) (entspricht ca. 48 kDa) von mHk3 beinhaltet.

Die cDNA des vollstindigen mHk3 Proteins wurde von Maus-cDNA amplifiziert. Die
dazu erforderlichen spezifischen Sequenzen der Amplifikations-Oligonukleotide
wurden aufgrund der hohen Sequenzhomologie zu dem humanen Homolog von den
zahlreichen Eintrdgen der verfiigbaren EST- und Genomdatenbanken (NCBI, Celera)
abgeleitet. Die Integritdt des klonierten PCR-Produkts wurde per DNA-Sequenzanalyse
verifiziert (Eintrag GenBank AY223806). Der Vergleich mit den verfiigbaren
Datenbanksequenzen ergab in drei unabhéngig klonierten mHk3-cDNAs vier identische
Nukleotidabweichungen (Position 96, 969, 1071, 1719), die vermutlich
mausstammspezifische  Sequenzunterschiede reflektieren wund die publizierte
Aminoséduresequenz von mHk3 nicht verdnderten. Fiir weitere Klonierungen wurde die
interne Xhol-Restriktionschnittstelle in der mHk3 ¢cDNA durch Bg/II ersetzt, ohne dass
sich die Aminosduresequenz des Translationsprodukts verdnderte (Klonierungsdetails

siche Kap. 3).

Die Interaktion zwischen IIGP und dem vollstindigen mHk3-Protein wurde in einem
Yeast-Two-Hybrid-Experiment tiberpriift. IIGP interagierte mit dem gesamten
mHk3-Protein ebenso stark wie mit dem urspriinglich identifizierten Anteil, der von der
durchsuchten ¢cDNA-Genbibliothek kodiert wurde (Abbildung 6). Wurde IIGP bzw.
mHk3 alleine oder in Gegenwart irrelevanter Proteine exprimiert, konnte weder ein
prototrophes Wachstum, noch eine Blaufdrbung der Hefeklone detektiert werden, was

die Spezifitdt dieser Interaktion belegt.
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Abbildung 6: Spezifische Interaktion von IIGP mit mHk3 im Y2H-System

Zur Uberpriifung des urspriinglichen Y2H-Resultats wurde das IIGP-bait in Kombination mit dem prey
mHk3 bzw. Kontroll-preys (B42-largeT, LexA-Laminin C, LexA-Drosophila bicoid, LexA-p53, LexA-
SlfnS) in S. cerevisiae EGY48[p8opLacZ] exprimiert und die Genreporteraktivitdt auf Festmedien
(LEU: Wachstum auf SD Gal/Raf -H,T,U,L an d5 und lacZ: Blaufarbung auf SD Gal/Raf/XGal —H,T,U
an d3) getestet. Die Ko-Expression von IIGP und mHk3 bzw. dem urspriinglich identifizierten Anteil von
mHk3 (Klon #54) fiihrt zu prototrophem Wachstum an d 4/5 und einer Blaufarbung der Hefen an d 3. In
Kombination mit anderen Proteinen ist weder Wachstum noch eine Blaufiarbung detektierbar.

BD: Bindungsdoménen-Fusionen (LexA); AD: Aktivierungsdoménen-Fusionen (B42); +: positiver
LEU'lacZ" Phinotyp; -: keine detektierbare Reporteraktivitit; K+/- : interne Positiv- bzw.
Negativkontrollen

4.2.3 Die GTPase-negative IIGP-Mutante S83N
interagiert nicht mit mHk3

Bei der Umsetzung von GTP zu GDP unterliegen GTPasen einem signifikanten
Konformationswechsel, der ihre Interaktion mit anderen Proteinen malgeblich

beeinflussen kann (Vetter und Wittinghofer, 2001).

Um zu {iberpriifen, ob die Interaktion von IIGP mit mHk3 konformationsspezifisch
erfolgt, wurde die in 4.1.1 beschriecbene GTPase-negative Mutante I[IGP[S83N] im
Y2H-System auf eine Interaktion mit mHk3 getestet (Abbildung 7).
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BD AD leu lacZ

lIGP v2H#54 | O[S
IIGP [S83N]  Y2H #54 r— -

IGP [$83N]  m_hook3 3 -

Abbildung 7:  Die GTPase-negative IIGP-Mutante S§3N
interagiert nicht mit mHk3 im Y2H-System

Wie in 4.2.2 beschriecben wurden die Protein-Interaktionen anhand der Genreporteraktivitit von
kotransformierten S. cerevisiae EGY48[p8opLacZ] auf Festmedien getestet. Wahrend die Expression von
IIGP in Kombination mit mHk3 prototrophes Wachstum der Hefen an d 5 ermdglichte bzw. zur
Blaufarbung an d 3 fiihrte, war weder zum gleichen Zeitpunkt noch im spéteren Verlauf des Experiments
(d 9) keinerlei Wachstum oder Blaufirbung fiir die Mutante IIGP[S83N] zu detektieren. Zur Uberpriifung
wurden die in Abbildung 6 gezeigten internen Positiv- und Negativkontrollen mitgefiihrt (hier nicht
gezeigt).

In der Y2H-Analyse konnten keinerlei Signale detektiert werden, die auf eine
Interaktion der Mutante I[IGP[S83N] mit mHk3 hinweisen. Das Expressionsniveau von
mutiertem und nicht modifizierten IIGP (,,Wildtyp*) war in quantitativen Western-Blot-
Analysen nahezu identisch (nicht gezeigt), so dass die vollstindige Unterbindung der
Interaktion auf die eingefilhrte Punktmutation im GTPase-Bindungsmotiv
zurlickzufiihren war. Es ist nahe liegend, dass in Analogie zu anderen GTPase-Mutanten
eine solche Mutation die Konformation von IIGP signifikant verdnderte. Daher war
anzunehmen, dass die GTPase IIGP ausschlieBlich in ihrer aktiven, GTP-gebundenen

Konformation mit mHKk3 interagiert.
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424 Innerhalb der 47 kDa GTPase-Familie interagiert
ausschlieBlich IIGP mit mHk3

Mit dem Y2H-System wurde weiterhin iiberpriift, ob neben IIGP auch andere Mitglieder der 47
kDa GTPase-Familie mit mHK3 interagieren (

Abbildung 8). AuBer IIGP zeigte kein weiteres getestetes Familienmitglied eine
Bindung an mHk3. Die spezifische Interaktion zwischen mHk3 und IIGP basiert
demzufolge nicht auf Eigenschaften, die die einzelnen Mitglieder dieser GTPase-
Familie moglicherweise gemeinsam haben (wie z.B. ihre GTPase-Aktivitit), sondern

wird durch individuelle Eigenschaften des Familienmitgliedes IIGP ermoglicht.

BD AD leu lacZ
IIGP . -
IGTP B -
GTPI “—vé | o R
LRG-47 zu [ -
TGTP Bl -
IRG-47 S -

Abbildung 8:  Y2H-Analyse der Interaktion zwischen mHk3 47 kDa GTPasen

Analog zu und 4.2.2 und 4.2.3 wurde die Interaktion zwischen dem prey mHk3 und den Mitgliedern der
47 kDa-GTPase Familie als baits getestet. Die Expression der GTPase-baits wurde in Western-Blot-
Analysen tberpriift (nicht gezeigt).

4.2.5 Bestimmung der fir die Interaktion zwischen IIGP

und mHk3 relevanten Proteinbereiche

Fiir eine Interaktion mit IIGP wird offensichtlich nicht das gesamte mHk3 Protein
bendtigt, denn die aus der cDNA-Bibliothek isolierte cDNA umfasste lediglich einen
Anteil des gesamten Molekiils. Es wurde daher genauer untersucht, welche

Proteinbereiche von mHk3 eine Bindung an IIGP vermitteln.
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Fir Interaktionen mit anderen Proteinen oder Strukturen werden oft Protein-
Tertidrstrukturen benotigt, die nur von der gesamten Proteinsequenz ausgebildet werden
konnen. Andererseits konnen Interaktionen auch von distinkten Proteindominen
vermittelt werden, die sich unabhingig von intramolekularen Wechselwirkungen mit
weiteren Proteinbereichen ausbilden und funktionell autark sind. Fiir das humane
Homolog von mHk3 (hHk3) wurden solche funktionellen Domidnen bereits definiert
(Walenta et al., 2001). Der N-Terminus von hHk3 kann an Mikrotubuli binden und wird
als eine neue, noch nicht ndher charakterisierte Mikrotubuli-Bindungsdoméne
diskutiert. Der C-Terminus des Molekiils ermdglichst die Bindung des Molekiils an
Strukturen des Golgi-Apparates, wihrend der zentrale Teil eine Homodimerisierung des
Molekiils vermittelt. Als vermutlich strukturelle Komponenten verfligt hHk3 iiber vier
sog. coiled-coil-Regionen, die sich iiber weiten Bereich des Proteins erstrecken. Fiir
mHk3 wurde eine computergestiitzte Vorhersage fiir die Ausbildung von Coiled-Coil-
Dominen durchgefiihrt (www.ch.embnet.org/software/COILS form.html). Aufgrund der
hohen Sequenzhomologie ist die vorhergesagte Ausbildung dieser Strukturen fiir mHk3
und das humane Homolog identisch. Die aus der cDNA-Genbibliothek isolierte
mHk3-cDNA deckt den Bereich der Coiled-Coil-Doménen I und II sowie einen groflen
Teil der dritten Domine ab (Abbildung 9A). Um die fiir die Interaktion mit IIGP
bendtigten  Proteinregionen  genauer zu  definieren, wurden verschiedene
Deletionsmutanten von mHk3, die jeweils individuelle oder mehrere
aufeinanderfolgende Coiled-Coil-Regionen enthalten, kloniert und im Y2H-System auf
eine Interaktion mit IIGP getestet (Abbildung 9B). Unter der Annahme, dass die
B-Galaktosidaseaktivitit des lacZ-Reportgens mit der Interaktionsstirke der Proteine
korreliert, wurde die Umsetzung Substrats ONPG quantitativ bestimmt. IIGP
interagierte weder mit der N- terminalen Mikrotubuli-Bindungsdoméne (AS 1-164),
noch der C-terminalen Golgi-Bindungsdoméne (AS 589-718) von mHk3. Die
Interaktion schien von dem zentralen Coiled-Coil-Bereich (AS 165-588) von mHk3
vermittelt zu werden. Lediglich die mHk3-Anteile, die die Coiled-Coil-Domine III
(AS 450-471) enthielten, konnten im Y2H-System mit IIGP signifikant interagieren.
Daraus lasst sich schlielen, dass dieser Anteil des zentralen Bereichs von mHk3 eine

essentielle Komponente fiir die Interaktion mit IIGP darstellt.
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Abbildung 9:  Computeranalyse der Coiled-Coil-Strukturen von mHk3 und Y2H-Analysen
zur Bestimmung derjenigen Proteinbereiche, die fiir die Interaktion mit IIGP
relevant sind
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(Fortsetzung Abbildung 9)

A: Die Coiled-Coil-Strukturen von mHk3 wurden per Computeranalyse bestimmt. Die drei farbigen
Graphen geben die von unterschiedlichen Algorythmen berechnete Wahrscheinlichkeit an, eine Coiled-
Coil-Struktur auszubilden. Die aus dieser Vorhersage abgeleiteten vier Doménen (I-IV) sind zusammen
mit den bereits definierten funktionellen Bereichen des humanen hook3-Homologs unter der Grafik
schematisch dargestellt. Die zu den vier Coiled-Coil-Doménen korresponierenden cDNA-Bereiche
wurden per PCR amplifiziert und entweder einzeln oder in Kombination an den von B42 vorgegebenen
Leserahmen fusioniert. Die Integritit der Produkte wurde durch DNA-Sequenzanalysen verifiziert und
die korrekten GroBen der Translationsprodukte in Western-Blot-Analysen iiberpriift (nicht gezeigt).

B: Um die Interaktionsstirken zwischen mHk3 Bereichen und IIGP zu quantifizieren, wurde neben
konventionellen Y2H-Analysen auf Festmedien (nicht gezeigt) die Farbreaktion bei der Umsetzung von
OPNG photometrisch gemessen und die 3-Galaktosidaseaktivitit berechnet (angegeben in Miller-Units,
Doppelmessungen von jeweils drei unabhingigen Experimenten). Nur diejenigen mHk3-Fusionsproteine
zeigten eine Interaktion mit IIGP (+), die die Coiled-Coil-Doméne III umfassten. Fiir andere Anteile von
mHk3 konnte keine Interaktion mit IIGP detektiert werden (-). F: gesamtes mHk3-Protein, lib: von der
cDNA-Bibliothek kodierte mHk3-Anteil, Mock: unfusionierte B42-AD.

Analog zu mHk3 wurden auch fiir [IGP verschiedene Deletionsmutanten generiert, um
die fiir eine Interaktion bendtigten Proteinbereiche dieser GTPase weiter einzugrenzen.
Neben der bereits definierten konservierten GTP-Bindungsdomine ergab die Analyse
der Primirsequenz von IIGP bzw. der anderen GTPase-Familienmitglieder keine
Hinweise auf weitere funktionelle Regionen. Deshalb wurden verschiedene N- bzw.
C-terminale Deletionsmutanten von IIGP generiert und in einer Y2H-Analyse auf eine

Interaktion mit mHk3 getestet (Abbildung 10).

Es zeigte sich, dass die Deletion von 53 N-terminalen Aminosduren vor der
GTP-Bindungsdomine von IIGP (IIGP 54-415) keinen EinfluB auf die Interaktion mit
mHk3 hat, wihrend schon geringfiigige, nur 38 Aminosduren umfassende Deletionen
am C-Terminus der GTPase (IIGP 1-377) die Interaktion mit mHk3 vollstindig
unterbunden haben. Eine IIGP-Deletionsmutante, die zwar diese C-terminalen
38 Aminosduren, aber keine GTPase-Bindungsdomine enthielt (IIGP 178-415), konnte
jedoch nicht mit mHk3 interagieren. Dies verdeutlichte, dass die Interaktion mit mHk3
nicht von den 38 C-terminalen Aminosduren von IIGP vermittelt wurde, sondern
vermutlich (mit Ausnahme von Anteilen des N-Terminus) die gesamte Proteinsequenz
von IIGP zur Ausbildung einer spezifischen Konformation bendtigt wird, die eine
Interaktion mit einer coiled-coil-Struktur der zentralen Proteinregion von mHk3

ermoglicht.
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Abbildung 10: Y2H-Analyse der Interaktion zwischen mHk3 und verkiirzten IIGP-Varianten

Analog zu Abbildung 9 wurden baits mit Sequenzbereichen von IIGP konstruiert und in einer Y2H-
Analyse auf Interaktion mit dem prey mHKk3 getestet. Eine am N-Terminus um 53 Aminoséuren verkiirze
IIGP-Variante (AS 54-415) interagierte ebenso stark mit mHk3 wie das gesamte IIGP-Protein (F),
wihrend eine weitergehende N-terminale Verkiirzung (AS 178-415) die Interaktion unterband. Fiir keine
der C-terminalen Verkiirzungen von IIGP konnte eine Interaktion mit mHk3 detektiert werden. Die
Integritdt aller Konstrukte sowie deren Translationsprodukte wurden iiberpriift. Die Qualitative Analyse
der Interaktion (+/-) fasst die Resultate von drei unabhdngigen Y2H-Analysen (konventionell auf
Festmedien und Umsatz von ONPG) zusammen.

4.2.6 Bestatigung der Interaktion zwischen IIGP und mHk3 in-vivo

Um festzustellen, ob die im Y2H-System identifizierte Interaktion zwischen IIGP und
mHk3 auch eine Assoziation beider Molekiile in-vivo reflektiert, wurde iiberpriift, ob
sich zwischen beiden endogen exprimierten Proteinen Komplexe ausbilden, die
immunprézipitiert werden konnen. Dazu wurden Zellysate von Makrophagen
hergestellt, die endogenes mHk3 konstitutiv exprimierten und durch IFN-y-Stimulation
zur Expression von endogenem IIGP induziert wurden. Beide Proteine wurden mit
jeweils spezifischen Antikdrpern aus den Lysaten prézipitiert und mittels Western-Blot
getestet, ob in diesen Prézipitaten der jeweilige Interaktionspartner nachgewiesen

werden konnte (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Nachweis der physikalischen Interaktion zwischen endogen exprimiertem IIGP
und mHKk3 durch Ko-Immunprézipitation (Ko-IP) aus Makrophagen-Zellysaten

Nachweis der jeweils koprézipitierten Interaktionspartner IIGP bzw. mHk3 in einer Western-Blot-
Analyse (WB). Unstimulierte (-) bzw. IFNy-stimulierte Makrophagen-Lysate wurden mit einem
irrelevanten Isotyp-identischen Kontrollantikoérpern (fiir IIGP) bzw. Serum (fiir mHk3) vorinkubiert
(IP: Kontrolle), um zu kontrollieren, dass die detektierten Proteine nicht unspezifisch prézipitiert wurden.
Anschliefend wurde IIGP mit dem monoklonalen Antikdrper SD9 (A, untere Gelspur IP: IIGP) bzw.
mHk3 mit einem affinititsgerinigtem Hasenserum gegen hook3 (B, untere Gelspur IP: hook3)
préazipitiert. Im Western-Blot wurden Antikorper gegen den jeweiligen Interaktionspartner verwendet
(A: anti-hook3, B: anti-IIGP). Zur Ermittlung der Proteinmenge, die von den verwendeten Antikdrpern
direkt prizipitiert werden kann (“gesamt”), wurden IIGP bzw. mHk3 aus '/s Volumen des in der Ko-IP
verwendeten Zellysats prézipitiert und durch Verwendung der identischen Antikdrper im Western-Blot
detektiert. In zwei weiteren Ansitzen wurden die Lysate von IFN-y stimulierten Makrophagen vor der
Immunprézpitation mit GTPyS oder GDPS fiir 30 Minuten bei 32°C inkubiert (A).

MHkK3 konnte in IIGP-Immunkomplexen detektiert werden (Abbildung 11 A). In
Lysaten von Makrophagen, die nicht mit IFN-y stimuliert wurden und demzufolge kein
endogenes IIGP enthielten, wurde hingegen mHk3 nicht koprézipitiert. Dies
verdeutlicht ebenso wie die Abwesenheit von mHk3 in den Prézipitaten eines
irrelevanten, jedoch im Isotyp-iibereinstimmenden Antikdrpers, dass das konstitutiv
exprimierte mHk3 Protein nicht unspezifisch, sondern in Assoziation mit IIGP

koprézipitiert wurde. Diese physikalische Interaktion zwischen endogenem IIGP und
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mHk3 konnte in einem reziproken Experiment bestétigt werden (Abbildung 11 B): in
den Prézipitaten von mHk3, die unter Verwendung eines polyklonalen Serums gegen
hook3 aus den Zellysaten isoliert wurden, konnte IIGP nachgewiesen werden. Die
quantitativen Unterschiede zwischen den koprizipitierten Proteinen und der im Zellysat
vorhandenen Gesamtproteinmenge zeigten deutlich, dass jeweils nur ein Teil des
vorhandenen IIGP bzw. mHk3-Proteins koprézipitiert wurde. Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass auch in vivo jeweils nur ein Teil des vorhandenen IIGP- und

mHk3-Proteins in komplexierter Form vorliegt.

Die Yeast-Two-Hybrid-Analyse der GTPase-negativen IIGP-Mutante S83N ergab
bereits Hinweise darauf, dass die Interaktion zwischen IIGP und mHk3
konformationsabhéngig erfolgt (4.2.3). Ebenso wie Einfithrung von Mutationen in die
GTPase-Bindungsdoméne (S83N) kann die Bindung von nicht-hydrolysierbaren GTP
bzw. GDP-Analoga (GTPyS bzw. GDPBS) eine GTPase in ihrer Nukleosid-spezifischen
Konformation arretieren und ihre funktionellen Eigenschaften signifikant verdndern.
Um den EinfluB} dieser Analoga auf die physikalische Interaktion zwischen endogenem
IIGP und mHk3 zu untersuchen, wurden die Zellysate vor der Immunprézipitation im
UberschuB mit GTPyS bzw. GDPBS bei 32°C fiir 30 min inkubiert. Wihrend in
Gegenwart von GTPyS eine vergleichbare Menge IIGP wie in unbehandelten Zellysaten
mit mHk3 komplexierte, dissoziierte der IIGP-mHk3-Komplex durch Zugabe von
GDPS komplett (Abbildung 11 A). Dieses Resultat verdeutlicht, dass IIGP nur in der
aktiven, GTP-gebundenen Konfiguration mit mHk3 interagierte und steht im Einklang
mit den Befunden der Y2H-Analysen von IIGP bzw. der korrespondierenden

GTPase-negativen Mutante IIGP[S83N].

427 Subzelluldare Lokalisation von IIGP und mHk3

Die im Y2H-System nachgewiesene Bindung von IIGP an mHk3 sowie die mittels
Ko-Immunprizipitation gezeigte Ausbildung von IIGP-mHk3-Komplexen in-vivo sind
starke Indizien auf eine Interaktion dieser Proteine. Falls diese Interaktion eine
funktionelle Relevanz in vivo hat, sollten sich diese Proteine in Zellen zumindest
teilweise am gleichen Ort befinden, also kolokalisieren. Da sowohl gegen IIGP als auch

gegen hook3 gerichtete monoklonale Antikorper bzw. polyklonale Seren vorhanden
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waren, konnte die subzelluldre Verteilung beider Proteine in IFN-y stimulierten Maus-

Knochenmarksmakrophagen mittels konfokaler Lasermikroskopie ermittelt werden

(Abbildung 12).

Abbildung 12: Konfokal-mikroskopische Analyse der subzelluliiren Lokalisation von IIGP und
mHKk3 in IFNy-aktivierten Knochenmarskmakrophagen

Maus-Knochenmarksmakrophagen wurden auf Glastrdgern kultiviert und mit IFN-y iiber Nacht
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und nach Férbung im konfokalen
Lasermikroskop analysiert. Die Anfarbung der Zellen mit dem monoklonalen IIGP-Antikdper 5D9 und
einem fluoreszenzgekoppelten (Cy3) Maus-Antikorper zeigte die typische Assoziation von IIGP mit dem
ER und dem Golgi-Apparat (A,D: roter Farbkanal). mHk3 wurde mit einem polyklonalen Hasenserum
und Cy2- Fluoreszenzantikdrpern angefarbt (B,E: griiner Farbkanal). mHk3 akkumulierte in der Kernnédhe
am MTOC und dem Golgi-Apparat (Organellenfarbung nicht gezeigt), und konnte zudem in peripheren
Zellbereichen als feines, retikuldres Netzwerk mit punktformigen Akkumulationen detektiert werden.
IIGP und mHk3 befinden sich in direkter rdumlicher Ndhe zueinander und Anteile kolokalisieren
(C,F: die computerunterstiitzte Verrechnung des griinen und roten Farbkanals ergibt ein gelbes Signal, das
einer Co-Lokalisation beider Proteine entspricht). Der mit einem Quadrat gekennzeichnete Bereich in F
ist zur besseren Auflosung vergrofBert dargestellt.

Die bereits beschriebene Assoziation von IIGP mit dem ER (Zerrahn et al., 2002)
resultierte in einem typischen retikuldren Verteilungsmuster, dessen Signal ausgehend
vom Nukleus hin zur Zellperipherie kontinuierlich schwécher wurde (Abbildung
12 A,D). Die starke Akkumulation von IIGP in unmittelbarer Ndhe zum Kern

reflektierte die Assoziation mit dem Golgi-Apparat. Die Verteilung von mHk3 in Maus-
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Makrophagen (Abbildung 12 B,E) entsprach der bereits bekannten Verteilung des
humanen Homologs hHk3 in Vero-Zellen (Walenta et al., 2001). MHk3 zeigte eine
starke Akkumulation im Bereich des “Microtubule Organising Centers” (MTOC) und
des Golgi-Apparates (Abbildung 12 C,F). An diesen Strukturen dhnelte das mHk3
Signal zwar dem Verteilungsmuster von IIGP, jedoch schienen beide Signale hier nicht
vollstindig zu kolokalisieren, sondern vielmehr in unmittelbarer rdumlicher Néhe
zueinander zu stehen (Abbildung 12, Ausschnittsvergroferung). Im perinukledren
Bereich hingegen tiberlagerte sich das retikuldre, teilweise vesikuldre Verteilungsmuster
von IIGP und mHKk3. In der konfokalen Analyse schien die Stimulation der Zellen durch
IFN-y weder einen Einfluss auf das Expressionsniveau, noch auf die subzelluldre

Verteilung von mHk3 zu haben (nicht gezeigt).

Die signifikante Akkumulation von IIGP und mHk3 im Bereich des Golgi-Apparates ist
ein weiteres starkes Indiz fiir eine in-vivo Interaktion beider Proteine an diesem
Organell. Der Befund, dass beide Proteine in diesem Bereich nicht vollstindig
kolokaliseren, sondern ein signifikanter Proteinanteil in unmittelbarer raumlichen Nihe
zueinander steht, konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Interaktion einen eher
transienten oder kurzlebigen Charakter hat. Diese Annahme steht im Einklang mit dem
Resultat der Ko-Immunprézipitation, die zeigte, dass in Zellysaten nur ein Teil beider
Proteine in komplexierter Form vorliegt. Relevante Interaktionen scheinen aber auch im
zellperipheren Bereichen plausibel, in dem beide Proteine identisch lokalisiert waren. In
Analogie zu der Lokalisation von hHk3 (Walenta et al., 2001) wurde mhk3 in der
Zellperipherie als ein feines retikuldres Netzwerk mit punktféormigen Akkumulationen

detektiert, die moglicherweise auf eine Vesikelassoziation zuriickzufiihren sind.

Die postulierte Assoziation der 47 kDa GTPasen mit intrazelluliren Membranen konnte
bereits fiir die Mitglieder IGTP und IIGP in detaillierten Analysen bestétigt werden
(Taylor et al., 1997; Zerrahn et al., 2002). Bisher konnten jedoch keine strukturellen
Komponenten innerhalb dieser Proteine identifiziert werden, die eine solche
Membrananbindung direkt vermitteln konnte. Hingegen konnte gezeigt werden, dass
hook3 direkt iliber den C-terminalen Proteinbereich an Golgi-Membranen binden kann
(Walenta et al.,, 2001), die Lokalisation an noch nicht weiter charakterisierte

vesikelartige Strukturen ist hingegen ungeklirt. Um die Assoziation beider Proteine mit
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intrazelluliren Membranen genauer zu untersuchen, wurden die Zellysate von IFN-y
stimulierten Makrophagen {iber einen Sukrose-Schrittgradient derart aufgetrennt, dass
sich die Membranen gemil ihrer physikalischen Dichte in distinkten Fraktionen
anreicherten. AnschlieBend wurde die Verteilung von mHk3, IIGP sowie IGTP in

diesen Fraktionen in einer Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 13).

Sucrose [%] 85 | 20 | 30 | 38|
Fraktion | Il 1l v \
IIGP — C—
m_hook3 —
IGTP o o=
58K (Golgi) . "
Calnexin (ER) — G
o-tubulin QD - — —

Abbildung 13: Western-Blot-Analyse fraktionierter subzelluléirer Membranen von IFN-y
stimulierten Maus-Knochenmarkmakrophagen

Die Zellysate von iiber Nacht mit IFN-y stimulierten Maus-Knochenmarksmakrophagen wurden von
ihren Zellkernen abgetrennt und die intrazelluliren Membranen in einem diskontinuierlichen Sukrose-
Gradient durch Zentrifugation angereichert. Einzelne Fraktionen dieses Gradienten wurden anschlieend
in einer Western-Blot-Analyse untersucht. Fraktion I entspricht der 8,5 %igen, Fraktion II der 20 %igen
Sukrosephase, wihrend die Fraktionen III und IV jeweils den Interphasen zwischen 20 % und 30 % bzw.
30 % und 38 % Sukrose entsprechen. Das Pellet entspricht Fraktion V. Die Anreicherung der
unterschiedlichen Organellmembranen wurde durch die Detektion ihrer spezifischen Membranproteine
mit spezifischen Antikdrpern ermittelt (ER: Calnexin, Golgi: Formiminotransferase Cyclodeaminase
durch 58K mAb).
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Die Anreicherung bzw. Auftrennung der Membranen wurde in der Western-Blot-
Analyse mit Antikérpern gegen organellspezifische Proteine {iiberpriift. In den
Fraktionen II und III waren die Membranen des Golgi-Apparates angereichert und in
den Fraktionen IV und V akkumulierten ER-Membranen. In Ubereinstimmung mit der
ER- und Golgi-Assoziation in der konfokalen mikroskopischen Analyse konnte IIGP
sowohl in der mit Golgi-Membranen angereicherten Fraktion III als auch in der
ER-angereicherten Fraktion IV detektiert werden. MHk3 konnte in Fraktion III
nachgewiesen werden, und ein ebenso signifikanter Anteil befand sich in der weniger
dichten Fraktion II, in der sich IIGP kaum detektierbaren lieB. Im Gegensatz zu IIGP

war mHk3 in den ER-angereicherten Fraktionen IV und V nicht nachweisbar.

Die Anreicherung von IIGP und mHk3 in den Golgi-Membran-haltigen Fraktionen ist
konsistent mit den Ergebnissen der konfokalen mikroskopischen Analysen. Die in der
konfokal-mikroskopischen Analyse belegte Assoziation von IIGP mit ER-Membranen
lieB sich durch die Fraktionierung der subzelluliren Membranen bestétigen, jedoch
konnte mHk3 in der ER-haltigen Fraktion nicht nachgewiesen werden. Die in der
mikroskopischen Analyse beobachtete ER-dhnliche Verteilung von mHk3 in Kernnéhe
scheint demzufolge nicht eine direkte Assoziation mit diesem Kompartiment zu
reflektieren. Die Detektion beider Proteine in der Golgi-haltigen Fraktion kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass der Golgi-Apparat das Kompartiment darstellt, an dem
relevante Interaktionen zwischen beiden Proteinen stattfinden. Die differentielle
Verteilung beider Proteine in anderen Fraktionen ist konsistent mit dem Befund der
Ko-Immunprizipitation, in der offensichtlich nur ein Teil der beiden Proteine

miteinander komplexiert.

Wie fiir IIGP wurde auch fiir das 47 kDa GTPase-Familienmitglied IGTP bereits eine
ER-Assoziation beschrieben (Taylor et al., 1997). Die Verteilung von IGTP im
Sukrosegradient unterschied sich signifikant von der von IIGP. Dies konnte eine
unterschiedliche Art und Weise, wie beide GTPasen an das ER binden, reflektieren. Die
unterschiedliche Verteilung im Sukrosegradient konnte auch ein Hinweis darauf sein,
dass beide GTPasen differentiell mit distinkten ER-Bereichen, die sich in ihrer Dichte
und moglicherweise auch in ihrer Funktion unterscheiden, oder mit Membranen anderer

Organellen assoziieren. o-Tubulin konnte nicht nur in der leichten, cytosolischen
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Fraktion I nachgewiesen werden, sondern auch in geringen Mengen in den dichteren
Fraktionen II-IV. Da o-Tubulin mit subzelluliren Membranen assoziiert, ist diese

Verteilung plausibel.

4.2.8 Fur die Assoziation von IIGP mit dem Golgi-Apparat ist ein

intaktes Mikrotubuli-Netzwerk erforderlich

In Experimenten mit den pharmakologischen Agenzien Brefeldin A und Nocodazol
wurden die Mechanismen, die der Assoziation von hHk3 mit dem cis-Golgi zugrunde
liegen, bereits detailliert untersucht (Walenta et al., 2001). Die Behandlung von Zellen
mit Brefeldin A unterbindet die Transportprozesse innerhalb des cis-, medial- und
Trans-Golgi und induziert innerhalb dieser Subkompartimente den Riicktransport der
Golgi-assoziierten Proteine zum ER, wodurch sich die Golgi-Struktur schlieBlich
auflost (Dinter und Berger, 1998). In Brefeldin A behandelten Zellen verblieb (im
Gegensatz zu vielen anderen cis-Golgi-Proteinen, die zum ER zuriicktransportiert
werden) ein Grofteil des hHk3-Proteins in unmittelbarer Ndhe zum Nukleus und
akkumulierte in der Ndhe des MTOC. Die Lokaliation von hHk3 am Golgi-Apparat
scheint demzufolge abhingig von Golgi-spezifischen Transportmechanismen zu sein.
Die Transportprozesse innerhalb des Golgi-Apparates bzw. zwischen Golgi und ER
erfolgen entlang von Mikrotubuli, die zudem maBgeblich die Struktur dieses
Kompartiments bestimmen. Die Depolymerisierung der Mikrotubuli durch Nocodazol
fihrt demzufolge zundchst zum Auseinanderbrechen des Golgi-Apparates und
schlieBlich zur Auflésung der Struktur. Gleichzeitig bilden sich verstreut im Cytoplama
durch de-novo-Synthese Golgi-artige, aberrante Strukturen an den sog. ER-“Exit-Sites”
aus (Thyberg und Moskalewski, 1999). In Nocodazol-behandelten Zellen bleibt, im
Gegensatz zur Behandlung mit Brefeldin A, ein Grofteil von hHk3 mit den auseinander
gerissenen Golgi-Fragmenten assoziiert (Walenta et al., 2001), wie viele andere
cis-Golgi-gebundene Proteine auch. Fiir die Assoziation von hHk3 mit dem Golgi-

Apparat scheint eine intakte Mikrotubuli-Struktur demnach nicht bendtigt zu werden.

In Analogie zu diesen Experimenten wurde durch konfokale Lasermikroskopie
untersucht, welche Auswirkungen Nocodazol auf die Lokalisation von IIGP und mHk3

hat. Abbildung 14 zeigt die typische Assoziation von IIGP (A-C) bzw. mHk3 (D-F) mit
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dem Golgi-Apparat in unbehandelten, IFN-y stimulierten Knochenmarksmakrophagen.
Nach Zugabe von Nocodazol verteilte sich der zerstorte Golgi-Apparat in der Zelle (H).
IIGP blieb weiterhin mit dem ER assoziiert, dessen normalerweise feine retikuldre
Struktur durch die Depolymerisierung der Mikrotubuli kontrahiert wirkte, und zeigte
keinerlei Assoziation mit den aufgeldsten Golgi-Strukturen (G,I). In Ubereinstimmung
mit den bisherigen Beschreibungen blieb hingegen der iiberwiegende Teil von mHk3
weiterhin mit den zerstorten Strukturen des Golgi-Apparates assoziiert (K). Eine
Kolokalisation, wie sie in IFN-y behandelten Zellen im Bereich des Golgi-Apparates
nachgewiesen wurde, konnte nach Nocodazolbehandlung nicht detektiert werden (J-L).
IIGP und mHk3 scheinen demnach auf unterschiedliche Weise mit dem Golgi-Apparat
zu assoziieren. Im Gegensatz zu mHk3 scheint die Assoziation von IIGP mit dem

Golgi-Apparat von einem intakten Mikrotubuli-Netzwerk abhédngig zu sein.

Abbildung 14 (nichste Seite)

Die subzelluldre Lokalisation von IIGP, mHk3 sowie des Golgi-Apparates wurde in unbehandelten bzw.
mit Nocodazol-behandelten Maus-Knochenmarksmakrophagen gemill Abbildung 12 im konfokalen
Lasermikroskop untersucht.

A-F: unbehandelte Zellen, G-L: Inkubation mit Nocodazol. Der Golgi-Apparat wurde mit einem
Antikorper gegen das Protein o-Mannosidase (B,H), das cis-Golgi-Subkompartiment mit einem
Antikorper gegen das Matrixprotein GM130 (E,F) angefarbt. Die Verrechnung der Einzelsignale zeigt
eine Kolokalisation beider Signale als gelbes Signal an (rechte Spalte).

Ein signifikanter Anteil von IIGP (A,C) assoziierte mit dem Golgi-Apparat (B,C). Die Assoziation von
mHk3 (D,F) mit dem cis-Golgi (E,F) konnte mit abgeschwéchter Laserintensitit optisch aufgelost werden
(F). MHk3 war zudem im angrenzenden Bereichen des MTOC detektierbar. Die feine retikulire
Verteilung von IIGP in unbehandelten Zellen (A) erschien nach der Behandlung mit Nocodazol als
kontrahierte, stellenweise kollabierte Netzstruktur (G,J). Wiahrend IIGP (G,I) nicht mit den verstreut
aufgelosten Strukturen des Golgi-Apparates (H,I) kolokalisierte, blieb der iiberwiegende Teil von mHk3
mit diesen Strukturen assoziiert (K). Eine spezifische Kolokalisation von IIGP mit mHk3 war in
Nocodazol-behandelten Zellen nicht mehr erkennbar (J-L).
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cis-Golgi
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Abbildung 14: Konfokale mikroskopische Analyse der Assoziation von IIGP und mHk3
mit dem Golgi-Apparat in Maus-Knochenmarksmakrophagen nach
Nocodazol-Behandlung
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4.3 Charakterisierung von IIGP in Uberexpressionsstudien

Eine Moglichkeit, die biochemischen und funktionellen Eigenschaften von Proteinen in
ithrem in-vivo Kontext ndher zu charakterisieren, bietet die Modulation ihres

Expressionsniveaus in Zellen.

Die weitergehende Charakterisierung von IIGP erfolgte anhand von Fibroblastenzellen
(NIH/3T3), die IIGP bzw. die korrespondierende GTPase-negative Mutante
IIGP[S83N] iiberexprimieren (zur Verfiigung gestellt von J. Zerrahn). In diesen Zellen
wird von einem retroviral eingebrachten bicistronischen Konstrukt sowohl IIGP als
auch das ,,Green Fluorescent Protein® (GFP) als Reportergen unter der Kontrolle des
MCSV-Promoters (Murine Stem Cell Virus)konstitutiv exprimiert. Unterschiedlich
stark [IGP-exprimierende stabile Transfektanden wurden anhand der Intensitét ihres
GFP-Fluoreszenzsignals selektioniert und klonal expandiert bzw. die polyklonalen
[IGP[S83N]-Transfektanden mittels Zellsortierung auf ein starkes GFP-Signal

selektioniert.

4.3.1 Ektopisch exprimiertes IIGP bildet perinukleare Aggregate
Die Uberexpression von IIGP und IIGP[S83N] wurde von den NIH-Fibroblasten

toleriert und =zeigte bei der Kultivierung der Zellen keinen EinfluB auf die
Zellmorphologie oder das Zellwachstum (nicht gezeigt). Die konfokale mikroskopische
Analyse der Transfektanden zeigte jedoch, dass sich die subzelluldre Verteilung des
iiberexprimierten I[IGP bzw. IIGP[S83N] deutlich von der typischen ER- und Golgi-
Assoziation des endogen exprimierten IIGP unterscheidet (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Konfokal-mikroskopische Analyse der Uberexpression von IIGP bzw. IIGP[S83N]
in Maus-Fibroblasten NIH/3T3

Konstitutiv IIGP bzw. IIGP[S83N] iiberexprimierende NIH-Mausfibroblasten wurden auf Objekttrigern
kultiviert und mit einem gegen IIGP gerichteten monoklonalen Antikdrper und einen Cy3-gekoppelten
Sekundérantikorper angefdrbt. Die oberen Bilder zeigen das Fluoreszenzsignal, das in den unteren
Bildern mit dem Phasenkontrast in identischer Fokussierungsebene iiberlagert wurde. Die dargestellten
[IGP-iiberexprimierenden Zellen zeigen repriasentativ drei unterschiedliche Ausprigungen des IIGP
Aggregats. Die subzelluldre Verteilung von IIGP[S83N] war in allen Zellen identisch.

IIGP bildete in den Zellen auffillige, lineare Strukturen iliberwiegend im perinukledren Bereich. Im
Gegensatz wurde IIGP[S83N] als unregelmiBiges Verteilungsmuster, das sich iiber das gesamte
Zytoplasma erstreckt, detektiert (im Gegensatz zum gleichméafig verteilten GFP-Signal, nicht gezeigt).

Durch Uberexpression von IIGP bildeten sich in den Zellen um den Nukleus herum
auffillige, untypische, meist lineare IIGP-positive Strukturen aus, die keine Ahnlichkeit
mit bekannten zelluldren Strukturen hatten. Bei hoherer Auflosung zeigte sich, dass
diese Aggregate teilweise aus mehreren parallel zueinander angeordneten Schichten
bestanden, und den Nukleus als eine kompakte, banderdhnliche Struktur umschlossen,
die auf einer Seite des Kerns meist stirker ausgeprigt war(Abbildung 15, links). Oft
kriimmten sich diese verdichteten Strukturen nicht entlang des Nukleus, sondern blieben
als lineare Strukturen in unmittelbarer Ndhe zum Nukleus tangential angeordnet
(Abbildung 15, Mitte). In einem Teil der Transfektanden waren im zellperipheren
Bereich mehrere kleine lineare Aggregate detektierbar, die kristallinen und féddigen

Strukturen dhnelten. Diese scheinbar locker miteinander assoziierten Einzelaggregate
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waren in einer gewissen Polaritdt zum Zellkern hin ausgerichtet und verdichteten sich
im perinukledren Bereich (Abbildung 15, rechts). Die Ausbildung dieser untypischen
[IGP-positiven Aggregate erfolgte in den IIGP-iiberexprimierenden Transfektanden
unabhéngig von der Expressionsstirke (beziiglich des GFP-Signals) und war selbst bei
transienter ektopischer Expression von IIGP detektierbar (nicht gezeigt). Mdglichweise
reflektiert die unterschiedliche Anordnung der IIGP-positiven Aggregate
unterschiedliche physiologische Zustinde der individuellen Zelle bei der Ausbildung

dieser ungewohnlichen Struktur.

Eine derartiges Aggregat wurde bei der Uberexpression von IIGP[S83N] nicht
ausgebildet. Die GTPase-negative IIGP-Mutante war im gesamten Cytoplasma
lokalisiert, das Fluoreszenzsignal wies im direkten Vergleich mit dem gleichmiBig
verteilten GFP-Signal (nicht gezeigt) leichte UnregelméBigkeiten auf, hatte jedoch keine
Ahnlichkeit mit retikuliren Strukturen. Innerhalb der polyklonalen IIGP[S83N]-
Transfektandenpopulation zeigten alle Zellen, unabhidngig von der Stéirke ihres
GFP-Signals (und der damit korrelierenden Expressionsstiarke von IIGP[S83N]), dieses
Verteilungsmuster. Der Befund, dass bei der ektopischen Expression IIGP[S83N] eine
signifikant unterschiedliche Verteilung als unverdndertes IIGP aufweist, deutet darauf
hin, dass die in IIGP[S83N] eingebrachte Mutation mafigeblichen Einfluss auf die

Lokalisation der GTPase nimmt.

4.3.2 Charakterisierung der IIGP-Aggregate

Da sich die Intensitéten der Fluoreszenzsignale von ektopisch exprimiertem IIGP und
IIGP[S83N] in der konfokalen Analyse voneinander unterschieden, wurde zunichst
untersucht, ob die unterschiedliche subzellulire Lokalisation beider Proteine auf ein
unterschiedliches Expressionsniveau zuriickzufiihren war. Dazu wurden die
Fluoreszenzsignale der ektopischen IIGP-Expression mit den Signalen des endogen
exprimierten IIGP nach IFN-y Stimulation bei einer identischen Detektionssensitivitit
verglichen. Parallel wurde die Expression von I[IGP bzw. IIGP[S83N] in einer Western-
Blot-Analyse quantifiziert (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Quantitativer Vergleich der endogenen IIGP Expression nach IFN-y Stimulation
und ektopisch exprimiertem IIGP bzw. IIGP[S83N]

Die konfokal-mikroskopische Analyse erfolgte wie in Abbildung 15 beschrieben. Zur Induktion der
Expression von endogenem IIGP wurden NIH/3T3-Mausfibroblasten fiir 10 h mit IFN-y stimuliert (+).
Das IIGP-Fluoreszenzsignal wurde unter identischen Bedingungen bei schwacher mikroskopischer
Vergrofierung aufgenommen. Die Quantifizierung des Signals erfolgte durch die Auswertung des Rot-
Kanals (Histogrammauswertung in Photoshop). Zur semi-quantitativen Bestimmung der
Expressionsstirke von IIGP wurden dquivalente Mengen Zellysat logarithmisch titriert und in einer
Western-Blot-Analyse mit dem in der konfokalen Analyse verwendeten Antikorper gegen IIGP detektiert.
Angeben ist die korrespondierende aufgetragene Zellzahl pro Spur (10°-10> Zellen/Gelspur ). Die
signifikanten Intensitdtsunterschiede in der konfokalen Analyse korrelierten nicht mit den eher
geringfligigen Mengenunterschieden in der Western-Blot-Analyse.

In der Western-Blot-Analyse von 10° nicht mit IFN-y stimulierten Fibroblasten lieB sich
ein sehr schwaches IIGP-Signal detektieren, das konfokal nicht detektierbar war. Dieses
Signal entspricht der schwachen Basalexpression der 47 kDa GTPasen (Boehm et al.,
1998). Nach einer Stimulation der Fibroblasten mit IFN-y fiir 10 Stunden konnte die
Expression von IIGP in der konfokal-mikroskopischen Analyse nachgewiesen werden,
und bereits in einem Lysatdquivalent von 1000 Zellen konnte im Western-Blot ein
IIGP-Signal detektiert werden. In der Western-Blot-Analyse schien die ektopische
Expression von IIGP und IIGP[S83N] ungefdhr auf gleichem Niveau zu liegen und nur
geringfiigig stirker zu sein, als die endogene Expression. Das Fluoreszenzsignal der
[IGP-Transfektanden war hingegen deutlich intensiver, und das von IIGP[S83N]-
Tranfektanden signifikant schwicher als das von endogen exprimiertem IIGP. Damit
zeigte sich deutlich, dass die Fluoreszenzintensititen nicht mit dem -eigentlichen

Expressionsniveau von IIGP bzw. IIGP[S83N] korrelierten. Mdglicherweise ist die
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stark unterschiedliche Verteilung von IIGP in diesen Zellen die Ursache fiir die starken
Intensititsunterschiede. Sollten diese jedoch eine unterschiedliche Antikorper-Affinitéit
zu nativem IIGP und IIGP[S83N] reflektieren, so wire dies ein Hinweis darauf, dass die
GTPase-negative Mutante tatsdchlich einem signifikanten Konfigurationswechsel
unterliegt. Ebenso konnten funktionelle Unterschiede in einer unterschiedlichen
Zugidnglichkeit fiir den Antikorper resultieren. Im Einklang mit diesen Annahmen steht
der Befund der Western-Blot-Analyse, dass derartige strukturelle oder funktionelle

Unterschiede unter denaturierenden Bedingungen nicht detektierbar wiren.

Eine Anreicherung von ektopisch exprimiertem IIGP iiber das physiologische Niveau
hinaus ldsst sich als Ursache fiir die Ausbildung der Aggregate in den
[IGP-Transfektanden ausschlieBen, denn zwischen der endogen und der ektopisch
exprimiertem IIGP Proteinmenge bestand quantitativ kein signifikanter Unterschied. Da
sich diese Strukturen nur durch die ektopische Expression von IIGP, nicht jedoch durch
die ebenso starke Expression von IIGP[S83N] ausbildeten, erscheint es plausibel, dass
diese Strukturen biochemische oder funktionelle Eigenschaften der aktiven,
GTP-gebundenen Form von IIGP reflektieren, die die GTPase-negative,
GDP-gebundene Form nicht besitzt.

43.3 Die Ausbildung der lIIGP-assoziierten Strukturen reprasentiert

keine klassische Aggresomenbildung

Die ektopische von Proteinen kann darin resultieren, dass Proteine nicht korrekt gefaltet
oder prozessiert werden konnen, in nicht-nativen Konformationen miteinander
interagieren und Aggregate bilden. Dieses Phiinomen wird bei der Uberexpression von
heterologen Proteinen in prokaryontischen Zellen beobachtet und resultiert in der
Ausbildung von groBlen, unldslichen Proteinaggregaten, den sog. ,,inclusion bodies*
(EinschluBBkorper) (Fink, 1998). Auch in eukaryontischen Zellen kdnnen sich Strukturen
aus falsch gefalteten, funktionell inaktiven Proteinen, die nicht zuvor durch das
Proteasom abgebaut wurden, bilden (Kopito, 2000). Derartige Strukturen werden als
Aggresomen bezeichnet. Es stellte sich daher die Frage, ob es sich bei den Aggregaten,
die sich bei der ektopischen Expression von IIGP in Fibroblasten ausbildeten, um

typische Aggresomen handelte.
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Aggresomen setzen sich aus kleineren, zumeist uniformen Einzelaggregaten zusammen,
die vorrangig in der Zellperipherie entstehen und Mikrotubuli-abhingig aktiv zum
MTOC transportiert werden, wo sie ein grofles, kompaktes, meist rundliches Aggregat
bilden (Garcia-Mata et al., 2002). Die Form dieser Aggresomen kann auch
unregelmifig sein und sich aus scheinbar diffus verteilten, ohne ersichtliche Struktur
miteinander assoziierten kleinen Einzelaggregaten zusammensetzen. Die Ausbildung
eines Aggresoms resultiert in einer dramatischten Umorganisation der intermedidren
Filamentstrukturen des Cytoskeletts (Johnston et al., 1998). Eine charakteristische
Strukturkomponente von Aggresomen ist der Einschluf} in eine Struktur, die sich durch

das Kollabieren der Vimentinstruktur bildet (,,Vimentin-Caging®).

In konfokal-mikroskopischen Analysen wurde deshalb genauer untersucht, ob die
[IGP-Aggregate strukturelle Komponenten und Eigenschaften von Aggresomen
aufweisen (Abbildung 17).

(néchste Seite)

Abbildung 17: Zweifarben-konfokal-mikroskopische Analyse der subzelluléiren Lokalisation von
ektopisch exprimiertem IIGP und in die Aggresomenbildung involvierte
Strukturkomponenten in Maus-Fibroblasten

In den ektopisch IIGP exprimierenden NIH/3T3 Fibroblasten wurden Zytoskelett-Strukturkomponenten
(Tubulin, Vimentin, Filament, Keratin) bzw. Organellen (Golgi) mit spezifischen mAks detektiert und mit
Cy3-gekoppelten Sekundérantikorpern angeférbt (griiner Farbkanal, links). IIGP wurde parallel mit dem
CyS5-Fluorochrom-gekoppelten mAk 10D7 detektiert (roter Farbkanal, 2. Spalte von links).

Um Interferenzen zwischen dem iiberlappenden Emissionsspektrum von Cy3 und CyS auszuschlieBen,
wurden die Doppelfarbungen bei nur einer Wellenlinge angeregt und einzeln aufgenommen. Die
Verrechnung beider Farbkanile zeigt eine Kolokalisation als gelbes Signal an (dritte Spalte). Um die
subzelluldre  Lokalisationen zu verdeutlichen, ist rechts auBlen die korrespondierende
Phasenkontrastaufnahme gezeigt.
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Vimentin

Abbildung 17: Zweifarben-konfokal-mikroskopische Analyse der subzelluliiren Lokalisation von
ektopisch exprimiertem IIGP und in die Aggresomenbildung involvierte
Strukturkomponenten in Maus-Fibroblasten
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Die Gestalt der IIGP-Aggregate entsprach nicht den typischen Charakteristika von
Aggresomen-Strukturen. Die IIGP-Aggregate dagegen zeigten sich als lidngliche
Bénder, die sich zueinander parallel um den Nukleus anordneten und eine Assoziation
mit den Strukturen des MTOC war nicht offensichtlich. Das I[IGP-Aggregat zeigte nicht
die fiir Aggresomen typische Assoziation mit Vimentin-Filamenten und zeigte generell
keinen Einflul auf das Filamentnetzwerk oder Keratinskelett in den Transfektanden.
Eine Fragmentierung des Golgi-Appartes durch Aggresomen, die oft in der Interphase
der Zellteilung beobachtet wird (Garcia-Mata et al., 1999), wurde in den Transfektanden

nicht detektiert. Vielmehr schlossen sich beide Strukturen rdaumlich aus.

Im Gegensatz zu endogen exprimiertem IIGP assoziiert das aus ektopisch exprimiertem
IIP hervorgehende IIGP-Aggregat nicht mit den Membranen des Golgi-Appartes,
sondern es liegt in dessen unmittelbarer Ndhe. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
dass sich die funktionellen Eigenschaften von IIGP im Aggregat von denen von

endogen exprimiertem IIGP unterscheiden.

Da die zu einem Aggresom akkumulierten Proteine in ihren nicht-nativen
Konformationen vorliegen, kommt es zu starken intra- und intermolekularen
physikalischen Wechselwirkungen zwischen den Proteinbereichen, woraus eine geringe
Loslickeit der aggregierten Proteine auch in auch in Gegenwart von Detergenzien
resultiert. Deshalb wurde wuntersucht, ob die IIGP-Aggregate unldsliche
Proteinprézipitate darstellten (Abbildung 18). Dazu wurden endogen oder ektopisch
exprimierende Fibroblasten durch ein mildes Detergenz lysiert und mittels
Zentrifugation die 16slichen Proteine von unldslichen bzw. aggregierten Proteinen

getrennt und IIGP in einer Western-Blot-Analyse detektiert.
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Abbildung 18: Qualitativer IIGP-Loslichkeitstest nach Zellyse von unbehandelten und IFN-y
stimulierten Maus-Fibroblasten und IIGP- bzw. IIGP[S83N]-Transfektanden

NIH/3T3-Fibroblasten und IIGP- bzw. IIGP[S83N]-Transfektanden wurden fiir 12 h mit IFN-y stimuliert,
gewaschen und in PBS mit 1% NP-40 auf Eis in Gegenwart von Protease-Inhibitoren lysiert. Nach einer
Ultrazentrifugation bei 100.000 g fiir 60 min. wurde der Uberstand abgenommen, das Prizipitat in einem
identischen Volumen Lysis-Puffer resuspendiert und IIGP in beiden Probenmittels Western-Blot mit dem
Antikorper 5D9 detektiert. Unter diesen milden Lysebedingungen war IIGP und IIGP[S83N] in allen
getesteten Situationen komplett 16slich. U: Uberstand; S: Sediment

Unter den gewihlten milden Lysebedingungen zeigte sich, dass ektopisch exprimiertes
IIGP bzw. IIGP[S83N] ebenso komplett 16slich war wie das endogene IIGP. Die
ausgebildeten Strukturen reprédsentierten demzufolge keine unldslichen, detergenz-

inerten Proteinaggregate, wie sie typisch fiir Aggresomen sind.

Eine hocheffiziente Moglichkeit, groe partikuldre Strukturen wie Mitochondrien und
Peroxisomen zu degradieren, bietet der Prozess der Autophagie. Darunter versteht man
den noch nicht genau charkterisierten Einschluss dieser Partikel in sogenannten
Autophagosomen, die anschlieBend mit Lysosomen fusionieren und von den
lysosomalen Hydrolasen degradiert werden (Mortimore et al., 1996). Auch fiir die
Degradation von Proteinkomplexe in Aggresomen wird dieser Stoffwechselweg

diskutiert (Lee et al., 2002).
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Um zu Uberpriifen, ob die von IIGP ausgebildeten Strukturen ein Aggregat von aberrant
gefaltetem oder prozessiertem IIGP darstellt und demzufolge mit degenerativen
Prozesswegen in Verbindung steht, wurde aggregiertes IIGP auf eine Assoziation mit
den Kompartimenten des endosomalen-lysosomalen Stoffwechselwegs untersucht

(Abbildung 19).

Es konnte keine Kolokalisation von IIGP mit Endosomen oder Lysosomen detektiert
werden, was eine Degradierung der von IIGP gebildeten Strukturen durch eine

lysosomalen Abbau unwahrscheinlich macht.

Lysosomes
(late) Endosomes

Endosomes

Abbildung 19: Zweifarben-konfokal-mikroskopische Analyse der subzelluléiren Lokalisation von
ektopisch exprimiertem IIGP und Kompartimenten des endosomalen-lysosomalen
Systems in Maus-Fibroblasten

IIGP sowie Lysosomen bzw. Endosomen wurden in NIH/3T3 Fibroblasten mit spezifischen Antikdrpern
wie in Abbildung 17 angeférbt und konfokal-mikroskopisch analysiert.
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43.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen der von ektopisch

exprimiertem IIGP gebildeten Aggregate

Da es sich bei den von IIGP-Aggregaten offensichtlich nicht um eine klassische
Aggresomenausbildung aus falsch gefaltetem oder falsch prozessiertem IIGP handelt,
beruht die Ausbildung dieser Aggregate moglicherweise auf charakteristischen
Eigenschaften von IIGP. Diese Annahme wird durch den Befund unterstiitzt, dass die
ebenso stark exprimierte Mutante IIGP[S83N] nicht zur Ausbildung von Aggregaten
befdhigt ist. Die Assoziation von endogenem IIGP mit intrazelluldiren Membranen lédsst
vermuten, dass auch ektopisch exprimiertes I[IGP die Fihigkeit besitzt, mit Membranen
assoziieren zu konnen. Auch der lineare Charakter der [IGP- Aggregate konnte ein Indiz
fiir eine strukturassoziierte Verteilung von IIGP sein. Um zu kldren, ob ektopisches
IIGP mit intrazelluliren Membranen assoziiert, wurde die Feinstruktur der IIGP-

Aggregate mit elektronenmikroskopischen Techniken untersucht (Abbildung 20,21).

NIH NIH /GPIS83N] NIH "GP

Abbildung 20 : Elektronenmikroskopische Untersuchung von NIH/3T3-Mausfibroblasten und
IIGP- bzw. IIGP[S83N]-Transfektanden

Die blauen Pfeile markieren das ER, das in IIGP[S83N] keine Verdnderungen aufweist. Die roten Pfeile
zeigen die groBlumige Kompartimentalisierung des ER in IIGP-Transfektanden, die sich durch eine
unterschiedliche Elektronendichte deutlich vom Zytoplasma abhebt. N Nukleus, M Mitochondrium,
ER Endoplasmatisches Retikulum.
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In der elektronenmikroskopischen Untersuchung der IIGP-Transfektanden zeigte sich,
dass sich das rauhe ER (erkennbar an den Ribosomen, die als kleine, linear angeordnete
Punkte mit hoher Elektonendichte abgebildet werden) in unmittelbarer Néhe zum
Nukleus auffillig ausdehnt und eine groBlumige Struktur ausbildet, wihrend der
ER-Bereich in NIH-Fibroblasten und in IIGP[S83N]-Transfektanden unauffillig war.
Mit der Ausdehnung des ER in diesen Zellen schien auch eine Kompartimentalisierung
des ER-Netzwerkes verbunden zu sein. Im Lumen des ausgedehnten ER akkumulierte
ein Material, das eine leicht unregelméBige Elektronendichte aufwies und sich
signifikant vom umgebenden Zytoplasma unterschied. Beim
elektronenmikroskopischen ~ Nachweis von IIGP  mittels  Antikorperfarbung
(Immuno-EM) erwies es sich als dullerst schwierig, sowohl signifikante [IGP-Signale zu
detektieren als auch die Assoziation von IIGP mit intrazelluldren Strukturen gleichzeitig

befriedigend aufzuldsen (Abbildung 21).

Trotz der begrenzten Strukturerhaltung wurde deutlich, dass IIGP in der Nihe des
Nukleus mit linearen Strukturen assoziiert vorliegt. Obwohl es nicht moglich war, diese
Strukturen detaillierter aufzulésen, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass es sich in
unmittelbarer Ndhe zum Nukleus um die Membranen des ER handelt. Aus der
Linearitdit der IIGP-Signale ldsst sich ebenfalls folgern, dass es sich bei dem
expandierten ER befindlichen Material, das sich auch in diesen Analysen durch eine
unterschiedliche Elektronendichte vom Zytoplasma abhebt, offensichtlich nicht um
[IGP handelt. In zellperipheren Bereichen wurde IIGP zudem auf der Innenseite der
Membranen von Vesikeln detektiert, deren Identitidt jedoch aufgrund der begrenzten

Strukturauflosung ungeklart ist.
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Abbildung 21: Elektronenmikroskopische Immundetektion (Immuno-EM) von ektopisch
exprimiertem IIGP NIH/3T3 Fibroblasten

Die fiir die Immuno-EM préparierten IIGP-Transfektanden wurden mit einer Mischung der o-IIGP
mAks 5D9 und 10D7 (50:50) bzw. polyklonalem o-IIGP Hasenserum und mit einem an Goldpartikel
gebundenen Zweitantikdrper inkubiert und elektronenmikroskopisch aufgenommen (Alice Warley,
King’s College, Department for Electron Microscopy, London) N: Nukleus

A: Detektion von strukturassoziierten [IGP-Einzelsignalen in einem elektronendichten Bereich nahe des
Nukleus. Die AusschnittsvergroBerungen a,b verdeutlichen die lineare Anordnung der Signale
(gedanklich durch rote Linien hervorgehoben).

B: Detektion von IIGP an der Innenseite der Membran von vesikelartigen Strukturen mit geringer
Elektronendichte in peripheren Zellbereichen.
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4.3.5 Analyse der Membranassoziation von lIGP und IIGP[S83N]

Um eine mogliche Assoziation des ektopischen IIGP mit intrazelluldren Membranen zu
verifizieren, wurden die Membranen der IIGP- bzw. IIGP[S83N]-Transfektanden durch
differentielle Zentrifugation angereichert und in einer Western-Blot-Analyse untersucht
(Abbildung 22 A). Weiterhin wurde ermittelt, ob eine gleichzeitige Expression von
endogenem IIGP (durch IFN-y-Stimulation) in diesen Zellen einen Einfluss auf eine

mogliche Membranassoziation hatte (Abbildung 22 B).

NIH NIH"e? NIHeeN

IFNy - + —~ + — +
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Abbildung 22: Quantitative Untersuchung der Membran-Assoziation von endogenem und
ektopisch exprimiertem IIGP bzw. IIGP[S83N] in einer Western-Blot-Analyse

A: 1IGP- bzw. IIGP[S83N]-Transfektanden wurden mechanisch ohne Detergenz aufgeschlossen. Mit
einer differentiellen Zentrifugation wurden zunédchst die Kerne abgetrennt und 13sliche Proteine im
Uberstand (U) von membrangebundenen Proteinen im Sediment (S) getrennt. Zur Vergleichbarkeit der
Signale wurde das Sediment in einem gleichen Volumen Lysis-Puffer aufgenomen. Mittels Western-Blot-
Analyse wurde IIGP in beiden Fraktionen detektiert. Die geringen Grofenunterschiede sind vermutlich
auf das unterschiedliche Laufverhalten der unterschiedlichen Proteinmengen zuriickzufiihren.

B: Unbehandelte oder fiir 10 h mit IFN-y stimulierte Transfektanden bzw. NIH/3T3-Fibroblasten wurden
wie in (A) analysiert (obere Reihe) oder vor der Membranfraktionierung fiir 30 min. mit 1% NP-40
versetzt (untere Reihe).
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Der tliberwiegende Anteil von ektopischem IIGP wurde in der membranangereicherten
Fraktion detektiert, wéhrend deutlich mehr [IGP[S83N] 16slich als membranassoziiert
vorzuliegen scheint (Abbildung 22 A). Die Membranassoziation von IIGP scheint
demzufolge abhingig von dem GTP/GDP Bindungsstatus zu erfolgen. Endogenes IIGP
(Abbildung 22 B) =zeigt eine identische quantitative Anreicherung in der
membranhaltigen Fraktion und hat in den ektopischen IIGP- bzw. IIGP[S83N]-
Transfektanden keinen EinfluB auf das Verhéltnis zwischen loslichem und
membranassoziierten [IGP. Wurden die Membranen in den Zellysaten durch die Zugabe
eines Detergenz aufgeldst, lag IIGP fast vollstindig 16slich vor. Dieser Befund belegt
die Membranassoziation von IIGP, denn die Detergenzbehandlung hatte auf die

[IGP-Aggregate selbst keinen Einfluss (vgl. Abbildung 18).

4.3.6 Einfluss von IFN-y auf die von
ektopischem IIGP gebildeten Strukturen

IIGP als IFN-y-induzierbare GTPase ist lediglich eine Komponente der komplexen
zelluldren Antwort auf Interferone. Moglicherweise ist die abrerrante Lokalisation von
ektopischem IIGP zu Aggregaten in den Fibroblasten darauf zuriickzufiihren, dass
andere durch IFN-y-abhéngige Faktoren fehlen, die einen Einfluss auf den Transport,
die Lokalisation und die Funktionalitdit von IIGP haben konnten. Es wurde daher
untersucht, welchen Einfluss die Stimulation der [IGP-Tranfektanden mit IFN-y auf die

IIGP-Aggregate ausiibt (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Konfokal-mikroskopische Analyse der IIGP-Transfektanden
nach IFN-y Stimulation

Nach der Stimulation der IIGP-Transfektanden mit IFN-y fiir 20 h 16st sich das IIGP-Aggregat
(vgl. Abbildung 15 in zahlreiche kleine vesikelartige Strukturen unterschiedlicher GroBe auf. Das
IIGP-Fluoreszenzsignal (oben) ist mit dem Phasenkontrast iiberlagert (unten).
Durchfiihrung wie in Abbildung 15.

Die konfokale mikroskopische Analyse zeigte, dass sich nach IFN-y Stimulation die
ausgepriagten IIGP-Aggregate in zahlreiche runde, vesikelartige Einzelstrukturen
auflosen, die sich iiber das gesamte Zytoplasma bis in die duBere Zellperipherie
verteilten. GroBere rundliche Strukturen verblieben in der Nidhe des Nukleus, wihrend
die Aggregate zur Zellperipherie hin tendenziell kleiner erschienen. Innerhalb der
analysierten Zellpopulation schien dieser Auflosungsprozess unterschiedlich weit
fortgeschritten zu sein. Mit der Abrundung der linearen Aggregate, der vollstindigen
Auflosung zu unterschiedlich groBen Vesikeln bis hin zu einer Verteilung, die der
Lokalisation von endogenem IIGP sehr &hnelte, wirkten diese Einzelbeobachtungen wie
zeitliche Stadien eines dynamischen Auslosungsprozesses des 1IGP-Aggregats. Auch

nach weitgehender Auflosung des Aggregats konnte jedoch keine Verteilung detektiert
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werden, die der fiir endogens IIGP typischen Assoziation mit dem ER oder Golgi-

Apparat entsprach.

Zur genaueren Charakterisierung der aus dem IIGP-Aggregat gebildeten Vesikel wurde
in konfokal-mikroskopischen Analysen tberpriift, ob diese Vesikel mit bekannten

Strukturkomponenten oder Zellorganellen assoziiert sind (Abbildung 24).

Tubulin Vimentin Filament Keratin

®

Lysosomes
(Ie}{e) Endosomes Lysosomes

Abbildung 24: Zweifarben-konfokale Analyse des aufgelosten IIGP-Aggregats sowie
Zellstrukturen bzw. Zellorganellen in IIGP-Transfektanden nach IFN-y
Stimulation

Durchfithrung wie in Abbildung 17. Gezeigt ist lediglich die Uberlagerung der angefirbten Zellstrukturen
(griiner Farbkanal) mit dem IIGP-Signal (roter Farbkanal). Es waren keine Kolokalisationen detektierbar.

Fiir die aufgelosten IIGP-Aggregate konnte ebenso wie fiir die intakte IIGP-Struktur
keine signifikante Assoziation mit bekannten zelluldren Strukturkomponenten oder
Zellorganellen detektiert werden. Ein Eingang der IIGP-Aggregate in den lysosomalen
Abbau war nicht offensichtlich, da keine Kolokalisation mit den Organellen des
endosomalen-lysosomalen Systems detektiert wurde.

Die Stimulation von Zellen mit IFN-y fiihrt induziert eine erhdhte Stoffwechselaktivitit,
die sowohl in der Neusynthese als auch im erhhten Abbau von Proteinen resultiert.Um

zu iberpriifen, ob die Auflosung des IIGP-Aggregats mit einer Verringerung der
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IIGP-Proteinmenge korreliert, wurde die IIGP- bzw. IIGP[S83N]- Proteinmenge zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der IFN-y Stimulation in einer Western-Blot-Analyse

semiquantitativ bestimmt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Qualitative und semiquantitative Western-Blot-Analyse von IIGP- bzw.
IIGP[S83N]-Transfektanden nach IFN-y Stimulation fiir 24 und 48 h.

Die NIH/3T3-Transfektanden wurden fiir bis zu 48 h mit IFN-y stimuliert und &quivalente
Zellysatmengen im Western-Blot logarithmisch titriert (10°-10° Zellen/Spur). Die mit dem mAk 5D9
detektierte IIGP-Proteinmenge nahm nach der [FN-y Stimulation leicht zu und blieb nach 24 h konstant.

Die Stimulation der Transfektanden mit IFN-y fiilhrte innerhalb des
Beobachtungszeitraums nicht zu einer Abnahme der IIGP-Proteinmenge, sondern fiihrte
im Gegenteil zu einer Zunahme der Gesamtproteinmenge an IIGP bzw. IIGP[S83N].
Ebenso wenig waren IIGP-Abbauprodukte mit geringerem Molekulargewicht
detektierbar, jedoch konnte ein hohermolekulares Produkt bei der ektopischen
Expression von IIGP nachgewiesen werden, das auch bereits in frilhren Experimenten
bereits detektierbar (vgl. Abbildung 16). Demzufolge beruhte die Auflosung der
IIGP-Aggregate offensichtlich nicht auf einem proteolytischen Abbau von IIGP.

Der proteolytische Abbau von aberrant prozessierten oder gefalteten Proteinen erfolgt

iiblicherweise durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Hershko und Ciechanover,
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1998). Der Befund der Western-Blot-Analysen, dass ein Teil des ektopisch
exprimiertem IIGP ein hoheres Molekulargewicht besal3, konnte eine Ubiquitinylierung
des Proteins reflektieren. Es wurde deshalb mikroskopisch iiberpriift, ob sich eine
Ubiquitinylierung am IIGP-Aggregat nachweisen lieB bzw. die Auflosung des
Aggregats das Ergebnis einer Ubiquitin-abhingigen Prozessierung war (Abbildung 26).

Ubiquitin

Ubiquitin

+ IFNy

Abbildung 26: Zweifarben-konfokal-mikroskopische Analyse der Ubiquitinylierung der
IIGP-Aggregate in unbehandelten und IFNy-stimulierten IIGP-Transfektanden
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(Fortsetzung Abbildung 26)

Unbehandelte oder mit IFN-y stimulierte IIGP-Transfektanden wurden wie in Abbildung 15 onfokal-
mikroskopisch analysiert. Die Detektion von ubiquitinylierten Proteinen erfolgte mit dem mAk FK2
(griiner Farbkanal). Die Uberlagerung beider Farbkanile zeigte, dass ein iiberwiegender Teil der
IIGP-positiven Aggregate sowohl in unbehandelten als auch in IFN-y-stimulierten Transfektanden mit
einem Ubiquitin-Signal kolokalisierte oder assoziiert war.

Die konfokal-mikroskopische Analyse zeigte eindeutig, dass die I[IGP-Aggregate fast
vollstindig mit Ubiquitin kolokalisierten. Diese Kolokaliation blieb nach der IFN-y
Stimulation an den groBeren Aggregaten bestehen, wihrend einige kleinere
IIGP-positive Vesikel nicht ubiquitinlyiert erschienen. Um zu iberpriifen, ob die
Ko-Lokalisation beider Signale einer Ubiquitinlyierung von IIGP selbst oder die eines
anderen, identisch lokalisierten Proteins entsprach, wurde die Ubiquitinylierung von

IIGP in einer Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Western-Blot-Analyse der Ubiquitinylierung von ektopisch und
endogen exprimiertem IIGP bzw. IIGP[S83N] nach Immunprizipitation

Western-Blot-Analyse nach einer Immunprézipitation von endogenem bzw. ektopischem IIGP aus
Zellysaten mit dem mAk 5D9 gegen IIGP (oben) und dem mAk FK2 gegen Ubiquitin (unten). Die
schwere Kette des in der Immunprézipitation eingesetzten Antikdrpers gegen IIGP ist rechts markiert.
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Aus den Zellysaten der Transfektanden immunprézipitiertes IIGP war nicht
ubiquitinyliert, und auch IIGP[S83N] und endogen exprimiertes IIGP war Ubiquitin-
negativ. Daraus 148t sich folgern, dass das signifikante Ubiquitin-Signal der
[IGP-Aggregate in der konfokalen mikroskopischen Analyse (vgl. Abbildung 25) nicht
ubiquitinyliertes IIGP-Protein reflektierte, sondern auf der Ubiquitinylierung anderer
Proteine innerhalb dieses Aggregats beruhen musste. Eine stabile physikalische
Interaktion solcher ubiquitinylierten Proteine mit IIGP erscheint unwahrscheinlich, denn
in der Western-Blot-Analyse von immunprézipiertem IIGP wurden keine

ubiquitinylierten Proteine mit abweichender Molekulargrof3e koprézipitiert.

43.7 Die ektopische Expression von IIGP fiihrt zur Ausbildung von
IGTP-Aggregaten

Die Ausbildung von Aggregaten nach der Uberexpression von IIGP konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass in einer nicht IFN-y stimulierten Zelle essentielle
Komponenten fehlen, die fiir eine korrekte subzelluldre Lokalisation von IIGP bendtigt
werden. Eine solche Komponente konnte z.B. ein ebenfalls IFN-y stimuliertes Protein,
und demzufolge auch eine 47 kDa GTPase sein. Da gegen IGTP ein monoklonaler
Antikdrper verfiigbar war, konnte die subzellulire Lokalisation von endogenem IGTP in
IFN-y stimulierten NIH Maus-Fibroblasten und IIGP- bzw.
IIGP[S83N]-Transfektanden untersucht werden (Abbildung 28).

NIH NIH =8N

IGTP

Abbildung 28: Konfokale mikroskopische Analyse der subzelluléiren Lokalisation von IGTP
in IFN-y stimulierten NIH-Mausfibroblasten und IIGP- bzw. IIGP[S83N]-
Transfektanden

Die Zellen wurden fiir iiber Nacht mit IFN-y stimuliert und mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
IGTP geféarbt. In IIGP iiberexprimierenden Transfektanden bildeten sich untypische IGTP-positive
Aggregate (Pfeile).
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Die retikuldre subzellulire Verteilung von IGTP in Fibroblasten und IIGP[S83N]-
Transfektanden ist indikativ fiir eine ER-Assoziation dieser GTPase. Auch in IIGP
tiberexprimierenden Zellen lokalisierte ein signifikanter Anteil von IGTP an
ER-Strukturen, jedoch bildeten sich untypische IGTP-positive Aggregate, die den
aufgelosten IIGP-Aggregaten in ihrer Form und GroBe teilweise dhnelten. In einer
weiteren Analyse wurde iiberpriift, ob es sich bei diesen IGTP-positiven Aggregaten um

die von IIGP gebildeten Aggregate handelte (Abbildung 29).

Abbildung 29: Zweifarben-konfokale mikroskopische Analyse der subzelluléiren Lokalisation
von IGTP und IIGP in IFN-y stimulierten IIGP-Transfektanden

Die obere Reihe zeigt eine Ubersicht mit schwacher VergroBerung, die untere Reihe eine
Einzelzellaufnahme mit Ausschnittvergréflerung. Die Zellen wurden fiir 20h mit IFN-y stimuliert und
sowohl mit einem Cy5-gekoppelten IIGP-Antikdrper (roter Farbkanal) als auch einem monoklonalen
Antikdrper gegen IGTP und einem Cy3-gekoppelten Sekundérantikorper (griiner Farbkanal) gefarbt. Die
Uberlagerung beider Farbkanile (rechts) zeigte, dass die Signale beider GTPasen teilweise
kolokalisierten.
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Die IIGP/IGTP-Doppelfirbung von IFN-y stimulierten IIGP-Transfektanden zeigte,
dass die von beiden GTPasen gebildeten untypischen vesikeldhnlichen Aggregate nicht
identische Strukturen waren, sondern nur teilweise kolokalisierten oder sich in
unmittelbarer Ndhe zueinander befanden. Ein signifikanter Anteil von IGTP blieb
weiterhin retikuldr verteilt. In unstimulierten Transfektanden konnte IGTP nicht
detektiert werden (nicht gezeigt), was die Induzierbarkeit dieser GTPase durch IFN-y
bestitigte.

4.3.8 Die 47 kDa GTPasen interagieren im Y2H-System miteinander

Die Kolokalisation bzw. Assoziation von IIGP und IGTP in den konfokalen
mikroskopischen Analysen gab Anlass zur Annahme, dass beide GTPasen
moglicherweise miteinander interagieren. Um zu {berpriifen, ob zwischen den
Familienmitgliedern der 47 kDa GTPasen physikalische Interaktionen existieren,
wurden mittels einer Y2H-Analyse das Interaktionspotential aller Mitglieder

untereinander analysiert (Tabelle 4).

> — S [~
SEIE S 5|8 |3 -
e o e |2 | = g
bait -
IGTP +t +t B B ) B B
GTPI ++ +++ +/- ++ - - -
3 3
LRG-47 + + - - - - -
TGTP ++ +++ +/- + - +/- -
2
IIGP ++ +++ + + +/- - -
5* 2 5* 5* 5* 5* 6*
IRG-47 - ++ - - - -
4
Tabelle 4: Zusammenfassung der Y2H-Analysen zur Ermittlung mogliche Interaktionen

zwischen den einzelnen 47 kDa GTPase-Familienmitgliedern
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(Fortsetzung Tabelle 4)

Die GTPasen wurden als Volldngenproteine an LexA (bait) bzw. B42 (prey) fusioniert, die Integritét aller
Konstrukte durch Sequenzierung verifiziert und die Grofe der Translationsprodukte mittels Western-
Blot-Analysen tiberpriift (nicht gezeigt). Die GTPase-baits bzw. -preys wurden in allen kombinatorischen
Maoglichkeiten in S. cerevisiae EGY48[p8oplcaZ] kotransformiert. Nach einer Plasmidamplifikation
wurde das prototrophe Wachstum der Kotransformanden auf Leuzin-defizienten Medien
(SD Gal/Ralf - H,T,U,L) und die Blaufiarbung (SD Galf/Ralf/XGal —H,T,U) getestet. Angegeben ist die
Intensitdt der Blaufarbung an d 3 (keine Farbung: - , stirkste Farbung: +++) sowie der Tag, an dem
prototrophes Wachstum eindeutig detektierbar war (ermittelt bis d 12). Der Stern verweist auf das
unspezifische prototrophe Wachstum von LexA-IIGP-Transformanden ab d 5/6.

Die in der Y2H-Analyse detektierten Genreportersignale  (schematisch
zusammengefasst unter 5.2) geben Anlass zur Annahme, dass die 47 kDa GTPasen ein
unterschiedlich starkes Potential besitzen, mit anderen Familienmitgliedern zu
interagieren. Das grofite und flexibelste Interaktionspotential scheint GTPI zu besitzen,
jede geteste Kombination mit einem anderen Familienmitglied fiihrte zu einer
deutlichen Aktivierung beider Genreporter. Zudem scheint dieses Familienmitglied
auch mit sich selbst interagieren zu kénnen. Eine Oligomerisierung von IIGP, wie sie
bei der biochemischen Charakterisierung dieses Familienmitglieds postuliert wurde
(Uthaiah et al., 2003), scheint sich in dieser Analyse jedoch nicht eindeutig

reproduzieren zu lassen.

Keine der GTPasen transaktivierte die Genreporter (mit Ausnahme der bereits in 4.1.1
beschriebenen geringen LEU-Autoaktivitit von IIGP), demzufolge scheinen die
detektierten Signale real existierende Interaktionen in den Hefezellen zu reflektieren.
Dennoch ist schwer einzuschitzen, ob die Aktivierung von nur einem der beiden
Genreporter von vielen der getesteten bait-/prey-Kombinationen auf systembedingte
Limitierungen des Y2H-Systems zuriickfiihren sind, die Stirke der Interaktion
reflektieren oder moglicherweise ein Artefakt darstellen. Eine sichere Interpretation
wird auch durch den Befund erschwert, dass der reziproke Austausch der GTPasen
zwischen bait und prey nur in wenigen Féllen (z.B. zwischen GTPI und TGTP) zu

einem identischen Ergebnis fiihrte.



Ergebnisse 113

4.4 Identifizierung von Interaktionspartnern fur weitere
Familienmitglieder der 47 kDa GTPasen mit dem Y2H-System

Analog zu den in 4.2.1 beschriebenen Analysen fiir [IGP wurden auch fiir die

47 kDa GTPasen IGTP, GTPI und IRG-47 Y2H-Analysen mit der aus CD4" T-Zellen

hergestellten cDNA-Genbibliothek durchgefiihrt. Tabelle 5 (sieche Anhang) gibt eine

detaillierte Ubersicht der Analyseschritte und der identifizierten c¢DNAs dieser

Interaktionsanalysen.

Fir IGTP konnte kein Interaktionspartner in der cDNA-Genbibliothek identifiziert
werden. Als mogliche Interaktionspartner von GTPI wurde u.a. ein Klon identifiziert,
der fiir einen Anteil von IRG-47 (AS 23-420) kodierte, und zwei voneinander
unabhingige Klone, die Anteile von TGTP (AS 45-415 bzw. AS 40-415) exprimierten.

IRG-47 interagierte u.a. mit einem Protein, das eine hohe Sequenzdhnlichkeit (55 % auf
Aminosdure-Ebene) zu TGTP zeigte (Sequenzvergleich s. Anhang). Um zu {iberpriifen,
ob es sich bei diesem Protein um ein neues Mitglied der 47 kDa GTPase-Familie
handelte, wurde mit den verfiigbaren Sequenzdaten der Genomdatenbank (Celera) ein
Dendogramm erstellt, das die Sequenzverwandschaft der Familienmitglieder der

47 kDa GTPase als Stammbaum darstellt (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Sequenzverwandtschaft der identifizierten und hypothetischen Mitglieder
der 47 kDa GTPase Familie auf Basis der Celera-Genomdatenbank (J. Zerrahn)

Im Dendogramm reflektiert der Grad der Veristelung den Verwandtschaftsgrad, die Linge der Aste die
Sequenzunterschiede zwischen den GTPase-Familienmitgliedern. Unter dem Namen der GTPasen
(cIGP="celera identified GTPase®) ist die Chromosomennummer (grofe Ziffern) und die Position auf
dem Chromosom (kleine Ziffern, Angabe in cM) angegeben. Die bisher klonierten (roter Stern) GTPasen
sind rot dargestellt, griine Sterne verweisen auf die Bestétigung der Expression anhand der verfiigbaren
EST-Sequenzdaten. Hypothetische Mitglieder, zu denen bisher keine entsprechenden EST-Sequenzen
gefunden wurden, sind mit einem Fragezeichen markiert.

Zunichst zeigte sich, dass die Familie der 47 kDa GTPasen weitaus mehr Mitglieder
umfasst (nach dieser Analyse 20) als die bisher veroffentlichten sechs Mitglieder
(Abbildung 30, in rot). Das in der Y2H-Analyse identifizierte IRG-47-interagierende
Protein entsprach nach diesem Sequenzvergleich dem Familienmitglied cIGP 9
(,,Celera identified GTPase 9°), das im Dendogramm in unmittelbarer Nihe zu TGTP
steht. Die Ergebnisse der Interaktionsanalysen der cDNA-Genbibliothek stehen damit
im Einklang mit den in 4.3.8 durchgefiihrten Analysen des interfamilidren

Interaktionspotentials von 47 kDa GTPasen und geben Anlass zur Annahme, dass
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einzelne Familienmitglieder dieser GTPase-Familie miteinander physikalisch im Y2H-

System interagieren kdnnen.

Neben der Interaktion mit anderen Mitgliedern der 47 kDa GTPase Familie wurden fiir
GTPI und IRG-47 weitere Interaktionspartner identifiziert, die jedoch solange als
putativ einzustufen sind, bis sie mit methodisch unabhédngigen Analysen, wie sie z.B.
fiir IIGP und mHk3 durchgefiihrt wurden, bestétigt werden konnen. GTPI interagierte
u.a. mit dem Protein VAP33, das offensichtlich SNARE-gesteuerte Vesikelfusionen
reguliert (Nishimura et al., 1999; Weir et al., 2001), und mit dem Protein PTP1B, einer
ER-stindigen Protein Tyrosin Phosphatase, die in Prozesse der Signaltransduktion
involviert ist (Haj et al., 2003; Haj et al., 2002). Fiir IRG-47 konnte eine Interaktion mit
dem Anteilen des Proteins SOJO (p170) nachgewiesen werden, das zu Cytoskelett-
assoziierten Proteinen verwandt ist (Steppan, 2000).

Die  durchgefithrten Interaktionsanalysen zeigen deutlich, dass einzelne
Familienmitglieder der 47 kDa GTPasen offensichtlich ein sehr unterschiedliches,
individuelles Spektrum an Interaktionspartnern besitzen, und steht damit im Einklang
mit der Annahme, dass die Familienmitglieder der 47 kDa GTPasen distinkte

molekulare Funktionen ausiiben (siche auch Abschnitt 5.2, 5.4).
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4.5 Das Verhalten von IIGP in einem in-vitro-Modell

fiir Toxoplasma gondii-Infektionen
Alle bisher generierten 47 kDa GTPase-defizienten Maiuse (IGTP'/', LRG-47'/',
IRG-47" ) weisen eine verminderte Resistenz gegeniiber dem intrazelluldren Parasiten
T. gondii auf. Es ist bisher unbekannt, inwiefern IIGP an der Vermittlung von
zellautonomen Resistenzmechanismen beteiligt ist und gegen welche Pathogene diese
Mechanismen gerichtet sein konnten. Es erschien deshalb plausibel, zunéchst das

Verhalten von IIGP in Infektionsmodellen mit 7. gondii zu untersuchen.

Zundchst wurde untersucht, welche Zellen effizient mit 7. gondii-Tachyzoiten in-vitro
infiziert werden konnen. Es zeigte sich, dass Zellinien unterschiedlichen histologischen

Ursprungs infizierbar waren (Abbildung 31).

Abbildung 31: Lichtmikroskopische Aufnahmen von mit 7. gondii infizierten Zellinien
unterschiedlichen histologischen Ursprungs

Fibroblasten: NIH/3T3, Endothelzellen: Send, Epithelzellen: McCoy, Makrophagen: BAC 1.2F5.

Die Zellen wurden auf Objekttragern kultiviert, fir 4 h mit frisch préparierten 7. gondii infiziert
(MOI 10:1) und bis zu 24 h weiterkultiviert. Fiir die Phasenkontrastaufnahmen wurden die Zellen mit
Hamatoxylin angefarbt. Die Pfeile zeigen die parasitophore Vakuole, in der sich die 7. gondii-
Trachyzoiten rosettenartig anordneten.
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Konfluent gewachsene Zellrasen wurden am effizientesten infiziert, wihrend 7. gondii
offensichtlich schwer in einzeln stehende Zellen eindringen konnte, wofiir
moglicherweise eine verminderte Beweglichkeit der Erreger auf den Glasflachen
verantwortlich war. Fiir eine effektive Infektion mussten die Wirtszellen fiir mehrere
Stunden mit den Tachyzoiten inkubiert werden, so dass sich der genaue
Infektionszeitpunkt nicht ermitteln lie8, sondern nur ein Zeitfenster fiir die Invasion der
Zelle und den anschlieBenden Infektionsverlauf definieren lieB. Lichtmikroskopisch
konnte die 7. gondii-Infektion in einer Wirtszelle nur in fortgeschrittenen
Infektionsstadien detektiert werden, nachdem sich die Tachyzoiten innerhalb der

parasitophoren Vakuole bereits mehrfach geteilt hatten.

Unbehandelte oder mit IFN-y stimulierte Maus-Fibroblasten wurden mit 7. gondii fiir
4Stunden in-vitro infiziert (MOI 10:1) und fiir 20 Stunden weiterkultiviert. Es zeigte
sich, dass weder eine Vorstimulation der Zellen mit IFN-y, noch eine Stimulation
wihrend der Infektion mit 7. gondii die Infektionsrate verringerte. Ebenso wenig hatte
IFN-y einen Einfluss auf die Teilungsrate von 7. gondii innerhalb der parasitophoren
Vakuole. Demzufolge zeigte unter diesen Bedingungen die Stimulation der Zellen mit
IFN-y keinerlei detektierbare protektiven Effekt. Auch die Uberexpression von IIGP in
den NIH-Transfektanden hatte keinen Einfluss auf den Infektionsverlauf (nicht gezeigt).

451 Veranderung der subzellularen Lokalisation von IIGP

in T. gondii infizierten Zellen

In konfokalen mikroskopischen Analysen wurde untersucht, ob die Infektion von IFN-y
stimulierten Fibroblasten mit 7. gondii einen Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation

von endogenem IIGP hatte.

In IFN-y stimulierten und mit 7. gondii infizierten Fibroblasten verdnderte sich die
typisch retikuldre IIGP-Verteilung signifikant (Abbildung 32). 6-12 Stunden nach der
Infektion (A) war an der zum Nukleus zugewandten Seite der parasitophoren Vakuole
ein starkes IIGP-Signal zu detektieren. Dieses Signal schien nicht gleichméBig an der
Vakuole lokalisiert zu sein, sondern sich aus vielen kleinen FEinzelaggregaten
zusammenzusetzen. Die typische retikuldre Verteilung von IIGP war vollstindig

aufgehoben. Eine dhnliche Akkumulation von feinen IIGP-Aggregaten in unmittelbarer
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Nihe zur Vakuole und an der Vakuolenmembran konnte zu spéteren Zeitpunkten (8-
20 Stunden nach Infektion) detektiert werden, zu denen sich 7. gondii bereits zweifach
geteilt hatte (B). Konnten bei einer hoheren MOI mehrere Tachyzoiten gleichzeitig in
die Wirtszelle eindringen, bildeten sich mehrere Vakuolen aus, um die IIGP
akkumulierte (C). In nicht-infizierten Zellen konnte eine hohe IIGP-Expression mit
typischer Verteilung nachgewiesen werden, wihrend die in den infizierten Zellen
ausgebildeten IIGP-Aggregate im spéteren Infektionsverlauf tendenziell schwécher
wurden. Wurden die Fibroblasten nur kurz (1 Stunde) mit einer sehr hohen MOI
infiziert und fiir 12 Stunden weiterkultiviert (D), konnte in den nicht infizierten Zellen
ein starkes, normal verteiltes IIGP-Signal nachgewiesen werden (Zelle I+1I), wihrend in
infizierten Zellen entweder IIGP-Aggregate an der Vakuole detektierbar waren (Zelle
IIT) oder kein IIGP-Signal mehr detektierbar war (Zelle IV). Der Eindruck, dass IIGP in
infizierten Zellen zu spéteren Zeitpunkten der Infektion nicht mehr detektierbar war,
wurde bei der Weiterkultivierung der Zellen bestétigt (D): nach 24 Stunden waren alle
nicht infizierten Zellen IIGP-positiv, in den infizierten Zellen konnte hingegen kein

[IGP nachgewiesen werden.

(Abbildung 32 néchste Seite)

Die Maus-Fibroblasten wurden iiber Nacht mit IFN-y stimuliert, fiir unterschiedlich lange und mit
unterschiedlicher MOI mit 7.gondii infiziert und weiterkultiviert. Um sicherzustellen, dass es sich bei den
detektierten IIGP-Signalen tatséchlich um feine IIGP-Aggregate und nicht um eine Artefaktfarbung eines
préazipitierten IIGP-Antikérpers handelte, wurde in A-B mit einem monoklonalen Antikorper, in C-E mit
Hybridom-Uberstinden angefirbt. Zur besseren Darstellung der parasitophoren Vakuole erfolgten die
Phasenkontrastaufnahmen in einer eigenen Fokussierungsebene.
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Abbildung 32: Konfokal-mikroskopische Analyse der subzelluliren Lokalisation von IIGP
in IFN-y stimulierten Fibroblasten nach einer 7 .gondii-Infektion

A: Infektion fiir 6 h (MOI 10:1), Weiterkultivierung 6 h. T.gondii (T) hatte sich bereits geteilt. An der
Vakuole akkumuierte I[IGP als unregelmifBiges Aggregat.

B: Infektion fir 8§ h (MOI 10:1), Weiterkultivierung 12 h. In der Vakuole befanden sich bereits
4 Tachyzoiten. Auch in den angrenzenden Bereichen der Vakuole schien IIGP zu akkumulieren und
Aggregate auszubilden.

C: Infektion fiir 6 h (MOI 100:1), Weiterkultivierung 6h. Mit dem Eindringen mehrerer Tachyzoiten
haben sich mehrere unabhéngige Vakuolen ausgebildet, in deren Umgebung IIGP vesikulédr akkumulierte.
In den infizierten Zellen schien das IIGP-Gesamtsignal abzunehmen, wihrend nicht infizierte Zellen
weiterhin stark [IGP-positiv waren.

D: Infektion fiir 1 h (MOI 10°:1), Weiterkultivierung 12h. IIGP positive Zellen waren nicht infiziert
(I+II), in den infizierten Zellen bildeten sich an der Vakuole [IGP-Aggregate (III) oder IIGP war nicht
detektierbar (IV).

E: Infektion fiir 6 h (10:1), Weiterkultivierung 24 h.. In den infizierten Zellen bildeten sich die typischen
Tachyzoiten-Rosetten aus und IIGP konnte nicht detektiert werden (Zellposition markiert mit Stern), Alle
nicht infizierten Zellen zeigten ein deutliches, typisch verteiltes IIGP-Signal.
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4.6 Ausblick: Expression und Reinigung rekombinanter47 kDa GTPasen
zur Immunisierung

Die Verfligbarkeit von spezifischen Antikorpern gegen die 47 kDa GTPasen ist fiir
weitergehende Untersuchungen dieser Proteinfamilie unverzichtbar. Bisher existieren
nur gegen IGTP und IIGP monoklonale Antikérper, die kommerziell erhéltlichen
Schafseren gegen andere Familienmitglieder erwiesen sich in den Immunfluoreszenz-

Untersuchungen und in den Western-Blot-Analysen als unzureichend.

Zur Generierung von monoloklonalen Antikorpern wurden die GTPasen in
verschiedenen prokaryontischen Expressionssystemen exprimiert (siche 3.4). Die
Expression und Aufreinigung erwies sich dabei als unerwartet schwierig, denn die
Expressionseffizienz, Stabilitit und Loslichkeit der GTPasen konnte weder durch eine
Fusion an andere Proteinfragmente (Glutathion-S-Transferase, Thioredoxin), noch
durch zahlreiche Optimierungen der Expressions- und Aufreinigungsbedingungen
befriedigend optimiert werden. Um zu {iiberpriifen, ob sich generell eine Immunantwort
gegen die GTPasen in der Maus erzeugen ldsst, wurden Mduse mit den aufgereinigten
rekombinanten GTPasen immunisiert (nach einem fiir die Generierung von
monoklonalen Antikdrpern optimierten Protokoll, siehe 3.6.3), und anschlieend die
Seren in einer Western-Blot-Analyse auf eine Antigenspezifitit gegen die 47 kDa

GTPasen getestet (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der Immunogenitiit
rekombinanter 47 kDa GTPasen in der Maus

Stellvertretend sind die Ergebnisse der Immunisierung mit IRG-47 und GTPI gezeigt. Die rekombinanten
6x-His-GTPasen wurden in E.coli BL21[DE3LysS] exprimiert (+), die aufgetrennten Gesamtzellysate
von nicht-induzierten (-) bzw. induzierten (+) Kulturen dienten als Substrat fiir den Nachweis einer
Antikorperreaktivitit der Maus-Seren. Es konnte zwar eine spezifische Antikorperantwort gegen die
GTPasen generiert werden (IRG-47,GTPI: rote Markierung), der iiberwiegende Anteil der Immunantwort
war jedoch gegen prokaryontische Zellbestandteile gerichtet. K+: Expressionskontrolle, Detektion der
rekombinanten GTPasen mit einem Antikdrper gegen 6xHis. K-: nicht immunisierte Mause zeigten keine
Reaktivitit.

Grundsatzlich schien es moglich zu sein, in der Maus eine Antikdrperantwort gegen die
rekombinanten 47 kDa GTPasen zu generieren. Allerdings konnte eine sehr starke
Immunantwort gegen zahlreiche prokaryontische Produkte nachgewiesen werden, mit

denen GTPasen zum Zeitpunkt der Immunisierung offensichtlich kontaminiert waren.

Durch die Kombination verschiedener Aufreinigungsmethoden  (Affinitéts-
Chromatographie iiber die C-terminal angefiigten Histidine, Gel-Chromatographie,
Reverse-Phase-Chromatographie) konnte der Reinheitsgrad der rekombinaten GTPasen
bereits signifikant erhht werden, und weitere Optimierungen sind Gegenstand aktueller
Forschungsarbeiten, an die sich die Generierung von monoklonalen Antikorpern

anschliefen kann.
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5 Diskussion

5.1 Ausgangspunkt, Zielsetzung und Ergebnisse dieser Arbeit

Nahezu jede Korperzelle in Vertebraten verfiigt {iber ein autonomes, d.h. von anderen
extrazelluliren Komponenten unabhédngig wirkendes Resistenzprogramm gegen Erreger
(Boehm et al., 1997; Stark et al., 1998). Dieser Infektionsschutz auf Einzelzellebene ist
nicht per se aktiv, sondern wird vorrangig durch Interferone des Typ I und Typ II
induziert und stellt einen fundamentalen Teil der angeborenen Immunantwort des
Wirtsorganismus gegen virale sowie intrazelluldre bakterielle und parasitire Erreger dar
(Kaufmann, 1999). Die zelluldre Antwort auf Interferone umfasst die Regulation einer
Vielzahl unterschiedlichster Gene, ist damit auBBerordentlich komplex und zum heutigen
Zeitpunkt nur unvollstdndig verstanden (de Veer et al., 2001; Der et al., 1998). Die
ndhere Charakterisierung einiger IFN-induzierter Genprodukte wie NOS2 (Bogdan et
al., 2000; MacMicking et al., 1997; Scharton-Kersten et al., 1997), NRAMP (Hackam et
al., 1998; Vidal et al., 1993), Phox (Vazquez-Torres und Fang, 2001) und IDO (Murray
et al., 1989; Taylor und Feng, 1991) verdeutlicht, dass diese Einzelkomponenten durch
unterschiedlichste,  nicht-redundante  Effektormechanismen die intrazellulire
Replikation von Erregern verhindern und so wesentlich zur Etablierung einer effektiven
Immunabwehr des gesamten Wirtsorganismus {iber unterschiedliche Infektionsphasen
hinweg beitragen. Den vielfiltigen Infektions-, Replikations- und Uberlebensstrategien
von intrazelluldren Erreger steht dementsprechend ein nicht weniger komplexes

Repertoire an antimikrobiellen Schutzmechanismen des Wirtsorganismus gegeniiber.

Es gibt zunehmend Belege dafiir, dass die Mitglieder mehrerer IFN-regulierter GTPase
Familien fundamentale Bestandteile dieser zellautonomen Resistenzprogramme
darstellen (Eine Ubersicht gibt Taylor et al., 2004). Erst kiirzlich wurden die Mitglieder
der 47 kDa GTPase Familie als neue und von den bisher identifizierten antimikrobiellen
Effektormolekiilen  offensichtlich unabhingig agierende Komponenten des
[FN-induzierten Abwehrprogramms identifiziert. Die Untersuchungen von Méusen mit
gezielten Deletionen fiir die einzelnen Mitglieder dieser Proteinfamilie demonstrieren
eindrucksvoll die fundamentale Rolle der 47 kDa GTPasen bei der Abwehr von

intrazelluldren Bakterien wie Listeria monocytogenes sowie intrazelluldren Parasiten
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wie Toxoplasma gondii und Trypanosoma cruzi (Collazo et al., 2001; Taylor et al.,
2000). Aktuelle Forschungsarbeiten, die wéhrend der Anfertigung dieser Arbeit
publiziert wurden, konnten dieses Pathogenspektrum um Mycobakterium tuberculosis
(MacMicking et al., 2003) und Mycobacterium avium (Feng et al., 2004) erweitern, was
eine Schliisselrolle dieser GTPasen in der angeborenen Immunabwehr gegen

intrazelluldre Erreger betont.

Die molekularen Mechanismen, die der antimikrobiellen Wirkung der 47 kDa GTPasen
sowohl auf der Ebene einer einzelnen Zelle als auch des Gesamtorganismus zugrunde
liegen, sind bislang unbekannt. Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand deshalb darin,
durch eine molekulare Charakterisierung der 47 kDA GTPasen neue Einblicke darin zu
erlangen, durch welche Wirkungsmechanismen diese Proteine eine Immunabwehr
gegen intrazelluldre Erreger vermitteln und innerhalb welcher molekularen Prozesse sie
ihre Funktionen ausiiben. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand hierbei das in

unserem Labor identifizierte und klonierte Familienmitglied IIGP (Zerrahn et al., 2002).

In dieser Arbeit konnten erstmals Molekiile identifiziert werden, die mit einzelnen
Mitgliedern der 47 kDa GTPase Familie physikalisch interagieren (siche 4.2, 4.4). Die
detaillierte Charakterisierung der Interaktion zwischen IIGP und mHk3 liefert erste
konkrete Anhaltspunkte fiir die molekulare Wirkungsweise dieser GTPase (siche 4.2).
Die Ergebnisse dieser Interaktionsstudien stehen ebenso wie die durchgefiihrten
Uberexpressionsstudien (siehe 4.3) nicht nur im Einklang mit einer biochemischen
Charakterisierung von IIGP, die wihrend der Anfertigung dieser Arbeit von einer
anderen Arbeitsgruppe publiziert wurde (Uthaiah et al., 2003), sondern erweitert sie um
neue funktionelle Aspekte. Obwohl bisher kein IIGP-defizientes Mausmodell zur
Verfiigung steht, das eine detaillierte Funktionsanalyse dieser GTPase in in-vivo
Infektionen erlauben wiirde, zeigen die durchgefiihrten Analysen von IIGP in einem
in-vitro Infektionsmodell mit T7oxoplasma gondii, dass die in dieser Arbeit
charakterisierten Eigenschaften von ektopisch exprimiertem IIGP auch in-vivo eine

Relevanz fiir die Immunabwehr von intrazelluldren Erregern haben konnten (siehe 4.5).
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5.2 Die Interaktionen der 47 kDa GTPasen im Y2H-System

Erste Hinweise auf die mechanistischen und funktionellen Eigenschaften von
Molekiilen ergeben sich oft aus strukturellen Analogien zu anderen, bereits detaillierter
charakterisierten Molekiilen. Die IFN-induzierbaren 47 kDa GTPasen verfiigen jedoch
auBler ihrer GDP/GTP Bindungsdoméine, iliber die ihre Zugehorigkeit zur GTPase-
Superfamilie definiert wird, liber keinerlei weitere strukturelle Komponenten, die ihre
protektive Aktivitdt erklaren konnten. Die von GTPasen regulierten zelluldren Prozesse
(Bourne, 1995; Bourne et al., 1990; Bourne et al., 1991; Vetter und Wittinghofer, 2001)
sind derart divers, dass die alleinige Zugehorigkeit zur GTPase-Superfamilie ebenfalls
keine indirekten Riickschliisse auf die Funktion der 47 kDa GTPasen erlaubt. Die
phylogenetische Stammbaumanalyse (Abb. 1) zeigt jedoch, dass die von den 47 kDa
GTPasen gebildete Untergruppe sich weniger zu den kleinen GTPasen wie Ras und
Gaipha, die in zahlreiche Signalprozesse involviert sind, zdhlen lassen, sondern vielmehr
eine Strukturverwandschaft zu den groflen 65 kDa und MX GTPasen aufweisen. Diese
beiden Untergruppen, deren Vermittlung von zellautonomen Resistenzprogrammen als
gesichert gilt (Anderson et al., 1999; Haller et al., 1998; Haller und Kochs, 2002),
lassen sich wiederum aufgrund ihrer biochemischen und strukturellen Eigenschaften
plausibel zu der Superfamilie der Dynamine zuordnen (Haller und Kochs, 2002;

Praefcke und McMahon, 2004).

Die Funktion vieler GTPasen wird wesentlich von der Eigenschaft bestimmt, bei der
alternierenden Bindung von GTP und GDP einem signifikanten Konformationswechsel
zu unterliegen. Dadurch konnen sie bei einer Interaktion mit anderen Proteinen als
molekulare Schalter wirken (Vetter und Wittinghofer, 2001). Ausgehend von der
Annahme, dass auch die 47 kDa GTPasen molekulare Interaktionspartner besitzen,
erlaubt die Identifikation solcher interagierenden Molekiile nicht nur einen direkten
Riickschluss auf die molekularen Funktionsweisen der 47 kDa GTPase-Familie,
sondern liefert auch konkrete Ausgangpunkte zu ihrer weiteren funktionellen

Charakterisierung.

Zur Identifikation von Proteinen, die mit den 47 kDa GTPasen physikalisch
interagieren, wurde in dieser Arbeit das Yeast-Two-Hybrid-System (Y2H) als
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experimenteller Ansatz gewédhlt. Das Y2H ist ein in-vivo Reportersystem, in dem die
Interaktion von iliberexprimierten heterologen Fusionsproteine in Hefezellen iiberpriift
werden kann (Fields und Song, 1989; Toby und Golemis, 2001). Eine der
signifikantesten Einschrinkungen bei der Verwendung von sehr sensitiven Y2H
Systemen liegt oft in der Entstehung von unspezifischen, sog. ,,falsch positiven*
Reportersignalen, die quantitativ dominieren kénnen und eine erfolgreiche Suche nach
spezifischen, tatsdchlichen Interaktionspartnern erheblich erschweren oder gar
unmdglich machen. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein weiterentwickeltes Y2H-System
(Golemis und Khazak, 1997; Toby und Golemis, 2001) verwendet, das durch den
Einsatz eines heterologen Promoters unspezifische Hintergrundsignale unterdriickt
sowie die Spezifitit von Interaktionen durch zwei unabhidngige Genreporter mit
unterschiedlicher Sensitivitdt verifiziert. Um das Problem zu umgehen, bei einer
moglichen Toxizitdt der exprimierten Fusionsproteine deren Interaktionspotential nicht
detektieren zu konnen, verfligen in diesem System die Gene beider Fusionsproteine

zudem tber induzierbare Promotoren.

Fiir die 47 kDa GTPasen konnte gezeigt werden, dass sie grundsitzlich die zahlreichen
Eignungs-Kriterien erfiillen, um im verwendeten Y2H-System auf Proteininteraktionen
hin analysiert zu werden. Beim Einsatz von cDNA-Bibliotheken zur Suche nach bisher
unbekannten Interaktionen ist sowohl die Qualitdt als auch der Ursprung dieser
Bibliotheken fiir den Erfolg der Y2H-Analyse von essenticller Bedeutung. Bei der
Verwendung einer kommerziell erhiltlichen cDNA-Bibliothek (Clontech), die aus einer
gesamten, nicht weiter aufgereinigten Milzzellpopulation hervorging, konnten keinerlei
Interaktionen mit den 47 kDA GTPasen detektiert werden. Erst die Verwendung einer
aus CD4" T-Zellen hergestellten Bibliothek (zur Verfiigung gestellt von V.R. Prasad)
fiihrte zu positiven Interaktionssignalen mit den 47 kDa GTPasen. Grundsitzlich
wurden zur Qualitdtskontrolle der Reportersignale konsequent in allen
Y2H-Experimenten definierte interagierende Proteinpaare mit unterschiedlicher
Interaktionsstirke als interne Positivkontrollen, sowie nicht miteinander interagierende

Proteinpaare als interne Negativkontrollen mitgefiihrt.

Durch Analyse der T-Zell-cDNA-Genbibliothek konnten mehrere Proteine identifiziert
werden, die im Y2H-System mit unterschiedlichen Mitgliedern der 47 kDa GTPasen
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Familie in den Hefezellen physikalisch interagieren. Es ist anzunehmen, dass die in
dieser Arbeit identifizierten Interaktionspartner fiir die 47 kDa GTPasen molekulare
Komponenten derjenigen Prozessen reprédsentieren, in denen die GTPasen ihre
Effektorfunktion ausiiben. Diese Interaktionspartner miissen jedoch solange als
spekulativ betrachtet werden, bis die Ergebnisse der Y2H-Analysen mit methodisch
unabhéngigen Experimenten als eine tatsdchliche, in den relevanten Zellen detektierbare
Interaktion bestétigt werden konnen und somit eine Signifikanz in-vivo plausibel
erscheint. Eine der identifizierten Interaktionen (zwischen IIGP und mHk3) wurde in

dieser Arbeit detailliert verifiziert und charakterisiert.

Zu den am besten charakterisierten GTPase-Interaktionspartnern gehoren die GTPase
aktivierenden Proteine (GAPs) sowie die Guanylat-Austausch-Faktoren (GEFs), die die
unterschiedlichen Hydrolyseaktivititen der GTPasen modulieren und dadurch ihre
funktionelle Aktivitdt bestimmen konnen (Schweins und Wittinghofer, 1994; Vetter und
Wittinghofer, 2001). GAPs und GEFs wurden bisher ausschlieflich fiir konstitutiv
exprimierte, kleine GTPasen wie Ras oder dem Elongationsfaktor EF-Tu beschrieben
(Downward, 1996; Kraal et al., 1999). Bei keinem der in dieser Arbeit identifizierten
Interaktionspartner scheint es sich um klassische GAPs/GEFs zu handeln. Weil in Y2H
Analysen nur ein gewisses Spektrum von Interaktionen detektiert werden kann, lédsst
sich aber nicht ausschlieen, dass derartige aktivitdts-modulierende Proteine fiir 47 kDa
GTPasen existieren. Ebenso wurde nicht untersucht, ob die hier identifizierten
Interaktionspartner die Hydrolyseaktivitit der GTPasen beeinflussen konnen. Der
Befund, dass in den Y2H-Analysen keine klassischen GAPs/GEFs identifiziert wurden,
steht allerdings im Einklang mit der generellen Annahme, dass die Funktionen von
47 kDa GTPasen nur in dem durch IFN induzierten ,,Abwehrmodus®“ von Zellen
relevant sind, und dementsprechend neben der transkriptionellen Regulation durch IFN
keine post-transkriptionelle Regulation ihrer Aktivitit erforderlich scheint. Die
Hypothese, dass IFN allein die Expression, nicht jedoch die biochemische Aktivitét der
47 kDa GTPasen reguliert, wird auch durch den Befund gestiitzt, dass ex-vivo
aufgereinigtes IGTP iiberwiegend in der GTP-gebundenen, also aktiven Form vorliegt,
und sich das Verhiltnis zwischen GTP- und GDP gebundener Form bei der Stimulation

der Zellen mit IFN-y nicht verdndert (Taylor et al., 1997).
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Bei der Gegeniiberstellung der identifizierten Interaktionspartner mit vorhandenen
IFN-Genexpressionsprofilen (Der et al., 1998; Klamp, 2002) l4sst sich feststellen, dass
sie selbst offensichtlich nicht durch IFN reguliert sind, sondern konstitutiv exprimierte
Komponenten unterschiedlichster zelluldrer Prozesse darstellen. Dieser Befund konnte
jedoch auch darauf zuriickzufiihren sein, dass die untersuchte cDNA-Bibliothek aus
nicht mit IFN-y stimulierten CD4+ T-Zellen hervorging, und es ist anzunehmen, dass
IFN-y-regulierte Gene in dieser Bibliothek stark unterreprésentiert oder gar nicht
vorhanden sind und sich dementsprechend nicht detektieren lassen. IFN-regulierte
Proteine, die mit GTPasen interagieren und ihre Aktivitdt modulieren, scheinen jedoch
grundsitzlich zu existieren: Rho-GTPasen, die Prozesse wie Zellzykluskontrolle und
vesikuldren Transport regulieren, werden durch das als GAP wirkende Protein des
,Breakpoint Cluster Region* Gens (BCR) reguliert, dessen Expression wiederum durch

IFN inhibiert wird (Ahmed et al., 1994).

Die biochemischen in-vitro Untersuchungen von rekombinantem IIGP (Uthaiah et al.,
2003) und von ex-vivo isoliertem IGTP (Taylor et al., 1997) legen nahe, dass analog zu
anderen GTPasen die GTP-gebundene Form der 47 kDa GTPasen ihre funktionell
aktive Form représentiert. Die Y2H-Analysen bestdtigen die Giiltigkeit dieses Postulats
fir IIGP in-vivo. 1IGP interagiert nur in der GTP-gebundenen Form mit den
identifizierten Zielmolekiilen. Nach der Einfilhrung einer Punktmutation in die
Guanylat-Bindungsdomine, die eine Bindung von GTP verhindert und damit die
GTPase in ihrer GDP-gebundenen Form arretiert, verliert IIGP die Fihigkeit, mit den
identifizierten Interaktionspartnern in Wechselwirkung zu treten. Offensichtlich
verandert sich die Konformation von IIGP beim Wechsel zwischen GTP- und
GDP-Bindung derart signifikant, dass die Interaktion mit den Proteinpartnern sterisch
nicht moglich ist. Da das verwendete Y2H System offensichtlich geeignet ist, diese
Konformationsverdnderungen zu reflektieren, sollten zukiinftige Analysen iiberpriifen,
ob auch die Interaktionen der anderen Familienmitglieder der 47 kDa GTPasen
konformationsspezifisch erfolgen. Da alle Y2H-Genbankanalysen mit den 47 kDa
GTPasen in ihrer wahrscheinlich aktiven, GTP-gebundenen Konformation durchgefiihrt
wurden, ldsst sich nicht generell ausschlieBen, dass moglicherweise auch fiir die

GDP-gebundene Konformation distinkte Interaktionspartner existieren.
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Aufgrund des differentiellen Resistenzverlusts von 47 kDa GTPase-defizienten Méusen
gegeniiber verschiedenen intrazelluldren Erregern wurde postuliert, dass die einzelnen
Familienmitglieder  distinkte,  nicht-redundante = Funktionen innerhalb  des
[FN-Immunabwehrprogramms ausiiben. Am deutlichsten ist der unterschiedliche
Einfluss einzelner Mitglieder der 47 kDa GTPasen bei der Abwehr intrazelluldrer
Bakterien: fiir eine erfolgreiche Abwehr von L. monocytogenes, S. typhimurium,
M. tuberculosis und M. avium scheint in den bisher generierten 47 kDa GTPase
defizienten Mausen nur LRG-47 von essentieller Bedeutung zu sein, wiahrend IGTP und
IRG-47 keinen Einfluss auf den Infektionsverlauf nehmen. Auch bei der Abwehr von
intrazelluldren Parasiten unterschiedlichen sich die einzelnen Familienmitglieder
signifikant: IGTP und LRG-47 scheinen eine Resistenz gegen 7. gondii wihrend der
akuten Infektionsphase zu vermitteln, wihrend IRG-47 in der chronischen
Infektionsphase fiir eine erfolgreiche Abwehr von Mikroben bendtigt wird. Die
Annahme, dass die einzelnen Familienmitglieder unterschiedliche
Wirkungsmechanismen ausweisen, wird letztlich durch die zueinander sehr heterogenen
Sequenzen der 47 kDa GTPasen unterstiitzt und konnte auch mit ihrer unterschiedlichen

intrazelluldren Lokalisation in Zusammenhang stehen.

Die Y2H-Analysen dieser Arbeit konnen diese funktionelle Diversitit der einzelnen
Familienmitglieder erstmals auf molekularer Ebene belegen. Wie die detaillierte
Untersuchung von mHk3 zeigt, erfolgt die Interaktion mit IIGP hochspezifisch und kein
anders Familienmitglied ist fdhig, mit diesem Molekiill zu interagieren. Auch der
Befund, dass in den Y2H-Analysen fiir andere 47 kDa GTPasen distinkte mdgliche
Interaktionspartner identifiziert wurden (mit Ausnahme der spéter diskutierten
interfamilidren Interaktionen), steht im Einklang mit dem Modell, dass jedes einzelne
Familienmitglied tiber individuelle Eigenschaften verfligt und seine Funktion innerhalb
von unterschiedlichen molekularen Prozessen ausiibt, die sich spezifisch gegen

verschiedene Uberlebensstrategien intrazelluldrer Erreger richten.

Rekombinantes IIGP kann in-vitro nukleotidabhingig Oligomere ausbilden, wobei
bisher nicht geklart ist, ob diese Eigenschaft flir die Funktion der GTPase in-vivo von
Relevanz ist (Uthaiah et al., 2003). Das in dieser Arbeit verwendete Y2H-System kann

eine physikalische Interaktion zwischen IIGP Molekiilen nur eingeschrinkt
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wiedergeben, was wahrscheinlich auf die generellen systembedingten Detektions-
Limitierungen bei Y2H-Analysen zuriickzufiihren ist. Die generelle Einschrankung, nur
ein gewisses Spektrum von Interaktionen detektieren zu konnen, beruht im
Wesentlichen auf der nicht physiologischen Uberexpression der GTPasen als Hybride
sowie der heterologen Expressionssituation in Hefezellen, die das natiirliche zelluldre

Milieu der GTPasen nur bedingt nachahmen konnen.

Obwohl davon auszugehen ist, dass die Frequenz von IFN-induzierten Genen in der
verwendeten cDNA-Genbibliothek aus nicht IFN-stimulierten T-Zellen eher niedrig ist,
wurden TGTP und IRG-47 als Interaktionspartner von GTPI identifiziert. Dies ist der
erste Hinweis darauf, dass distinkte Mitglieder der 47 kDa GTPasen offensichtlich
miteinander  physikalisch  interagieren konnen. Fir IRG-47 wurde ein
Interaktionspartner aus der cDNA-Genbank isoliert (cIGP 9), der eine hohe
Sequenzdhnlichkeit zu den 47 kDa GTPasen aufweist. Offensichtlich handelt es sich
hierbei um ein neues, bisher nicht kloniertes Familienmitglied der 47 kDa GTPasen,
wobei noch nicht gezeigt ist, dass seine Expression wie die der anderen
Familienmitglieder durch IFN reguliert wird. Die Analyse des interfamilidren
Interaktionspotentials der 47 kDa GTPasen durch Analyse aller moglichen GTPase-
bait/prey-Kombinationen im Y2H-System wurde durch die bereits erlduterten
systembedingten Limitierungen erschwert. Beispielsweise aktivieren viele bait-prey-
Kombinationen nur einen der Genreporter oder der reziproke Austausch der GTPasen
zwischen bait und prey verdnderte die Interaktionsstirken. Ebenso zeigten die aus der
cDNA-Genbibliothek als GTPI-Interaktionspartner identifizierten verkiirzten IRG-47
bzw. TGTP Varianten ein anderes Verhalten als ihre entsprechenden Volldngenproteine.
Obwohl das Y2H-System als experimenteller Ansatz das Interaktionspotential der
getesteten 47 kDa GTPasen nicht quantitativ wiedergeben kann, besteht Anlass zur
Annahme, dass neben IIGP auch andere Familienmitglieder offensichtlich mit sich
selbst interagieren konnen und dariiber hinaus ein unterschiedlich starkes Potenzial
besitzen, mit anderen Familienmitgliedern in Wechselwirtkung zu treten. Die
detektierten Genreportersignale der Interaktionen zwischen den 47 kDa GTPasen, die in

Abbildung 34 schematisch zusammengefasst sind, konnten ein Hinweis darauf sein,
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dass innerhalb der 47 kDa GTPase Familie ein mdglicherweise komplexes

Interaktionsnetzwerk existiert.

/\ ANM4 R
TGTP .............................................. > IGTP

IRG-47 | <2 GTPI \<—> IIGP
IIGP
\/ [‘S8‘3N] /

cIGP9..

(nur as prey getestet)

|

LEU™

Abbildung 34: Schematische Darstellung der in den Y2H-Analysen detektierten
Genreporteraktivititen, die moglicherweise das interfamiliiire
Interaktionspotential der 47 kDa GTPasen reflektieren

Die Pfeile symbolisieren die detektierten Genreporteraktivitidten der Y2H-Analyse und zeigen vom bait-
Protein zum prey-Protein. Durchgehende Linien symbolisieren die Aktivitdt des LEU-Genreporters
(LEU", Wachstum der Hefen auf Leuzin-defizientem Mangelmedium), unterbrochene Linien verbinden
bait-prey Kombinationen, die die Leuzin-Auxotrophie der Hefen nicht aufheben konnten (LEU ).
Geschlossene Pfeilspitzen geben die Aktivierung des lacZ-Genreporters an (lacZ ', Blaufirbung der
Hefen), offene Pfeilspitzen verweisen auf lacZ—negative Klone. N- oder C-terminale Verkiirzungen (A)
der GTPasen sind in AS angegeben. Der Stern verweist auf die schwache Transaktivierung des
LEU-Genreporters durch IIGP. Es wird deutlich, dass viele GTPase-bait-prey-Kombinationen nur einen
der beiden Genreporter aktivieren.
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Diese moglichen interfamilidren Interaktionen geben Anlass zur Spekulation, dass die
Mitglieder der 47 kDa GTPasen als ihre eigenen GAPs bzw. GEFs wirken konnten.
Unter Beriicksichtigung der molekularen Schalterfunktion von GTPasen ist auch
denkbar, dass durch eine sequenzielle Interaktion mehrerer 47 kDa GTPasen
intrazelluldre Signale amplifiziert oder weitergeleitet werden konnen, dhnlich wie in
klassischen  Signaltransduktionswegen durch Phosphorylierungsereignisse. Die
Interaktionen zwischen den 47 kDa GTPasen konnten eine Voraussetzung fiir ihre
Effektorfunktionen in-vivo darstellen. Bei genauerer Betrachtung des differentiellen
Resistenzverlusts der 47 kDa GTPase defizienten Mause ergeben sich tatsdchlich
Hinweise darauf, dass einzelne Mitglieder nicht nur unabhéngig voneinander, sondern
ebenso gemeinsam agieren konnten. Beispielsweise werden fiir eine erfolgreiche
Abwehr einer akuten 7. gondii oder L. major Infektion sowohl IGTP als auch LRG-47
bendtigt. Die unterschiedlich starken Interaktionen eines einzelnen Familienmitglieds
mit einer unterschiedlichen Anzahl anderer Familienmitgliedern konnte dazu fiihren,
dass innerhalb des Interaktionsnetzwerks distinkte Mitglieder eine zentrale Stellung fiir
die Funktion anderer GTPasen einnehmen, oder anderen Mitgliedern hierarchisch iiber-
bzw. untergeordnet sind, falls die GTPasen sequentiell innerhalb einer Kaskade agieren.
In beiden Modellen wiirde ein einzelnes Familienmitglied durch die spezifische
Kooperation mit anderen Familienmitgliedern seine Effektorfunktion ausiiben, und das
Spektrum des Resistenzverlusts gegeniiber unterschiedlichen Erreger wiirde einen
Riickschluss auf die Position der inaktivierten GTPase innerhalb der interfamilidren
Beziehungen erlauben. Die bisher detektierten Interaktionen und das daraus abgeleitete
Interaktionsnetzwerk kann jedoch nicht den differentiellen Resistenzverlust der bisher
generierten 47 kDa defizienten Méuse erkldren. Beispielsweise zeigt LRG-47 in den
Y2H-Analysen nur wenige Interaktionen mit anderen Familienmitgliedern, die
Inaktivierung von LRG-47 in Méusen fiihrt jedoch im Vergleich zu einer IRG-47- bzw.
GTPI-Defizienz zum umfassendsten Resistenzverlust gegeniiber allen bislang getesteten
intrazelluldren Bakterien und Parasiten. Den Y2H-Analysen zufolge wiirde GTPI eine
zentrale Stellung fiir die Funktion der anderen Familienmitglieder einnehmen, es steht
jedoch kein GTPI defizientes Mausmodell zur Verfligung, um diese Hypothese in-vivo

zu Uberpriifen. Es miissen sich weitere Analysen anschlieBen, um zu iiberpriifen, ob
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interfamilidre Interaktionen zwischen 47 kDa GTPasen tatsdchlich existieren, und ob sie

eine Relevanz fiir die Pathogenabwehr in-vivo haben.

5.3 Die 47 kDa GTPase IIGP interagiert mit dem CLIP-Molekiil mHk3

Bei der Suche nach Proteinen, die mit IIGP interagieren, wurde mit dem Y2H-System
das Maus-Homolog (mHk3) des humanen Proteins hook3 (hHk3) (Walenta et al., 2001)
identifiziert. Innerhalb des Y2H-Systems erfiillte mHk3 reproduzierbar alle Kriterien
eines spezifischen Interaktionspartners von IIGP. Mit zahlreichen, vom Y2H-System
unabhéngigen Methoden ist es gelungen, mHk3 als einen realen, d.h. in den relevanten
Zellen existierenden, physikalischen Interaktionspartner von IIGP zu klassifizieren.
Mittels Immunprézipitation konnten Komplexe aus endogen exprimiertem IIGP und
mHk3 in den Zellysaten aus IFN-y stimulierten Makrophagen nachgewiesen werden.
Dies gilt als starkes Indiz fiir eine tatsdchliche Interaktion beider Proteine unter
physiologischen Bedingungen in-vivo. Durch Zellfraktionierungen und konfokaler
Mikroskopie wurde die intrazelluldre Lokalisation beider Proteine bestimmt, wodurch
sich diejenigen Bereiche detektieren lieen, in denen die Proteine gemeinsam lokalisiert

sind und die Interaktion wahrscheinlich stattfindet.

5.3.1 Die hook Proteine als neue Mitglieder der CLIP-Molekulgruppe

Die hook Proteine werden zu einer erst vor kurzem definierten und wenige Vetreter
umfassenden Gruppe von zytoplasmatischen Verbindungs-Molekiilen gezdhlt, den
sogenannten CLIP Proteinen (,,cytoplasmic linker molecules) (Schroer, 2000). Dieser
Name leitet sich aus ihrer Eigenschaft ab, gleichzeitig an Mikrotubuli und an die
Membranen von intrazelluliren Vesikeln bzw. Organellen binden zu konnen und diese
beiden Strukturen miteinander dynamisch zu verkniipfen. Damit besitzen die CLIP-
Proteine eine Schliisselrolle bei der Positionierung und der Architektur von
Membrankompartimenten (Rickard und Kreis, 1996). Den Prototyp der CLIP-Familie
reprasentiert CLIP 170, das die Bindung von Endosomen an Mikrotubuli vermittelt
(Pierre et al.,, 1992). Weitere bisher identifizierte Mitglieder sind wu.a. das
gehirnspezifische CLIP-115 (De Zeeuw et al, 1997), das den dendritischen
Lamellarkorper an Mikrotubuli anbindet, und GMAP210, das die Membranen des
Golgi-Apparates mit Mikrotubuli assoziiert (Infante et al., 1999). Eine rein statische und
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strukturgebende Funktion der CLIPs erscheint bei der iiberaus dynamischen und
komplexen Regulation von Organellstrukturen, -bewegungen und -modifikationen, wie
sie z.B. fir endozytotische und sekretorische Prozesswege typisch sind, eher
unwahrscheinlich (Rickard und Kreis, 1996). CLIPs vermitteln die Rekrutierung von
ebenfalls mikrotubuli-bindenden Motorproteinen der Kinesin- und Dynein-Familien, die
die Bewegung der Organellen bzw. Vesikel entlang der Mikrotubuli katalysieren
(Hirokawa, 1998). Es wurde postuliert, dass CLIPs an Vesikelfusionen aktiv beteiligt
sind (Pfeffer, 1999) und es konnte gezeigt werden, dass sie durch die Modulation der
Mikrotubuli-Polymerisation Einfluss auf die Gesamtdynamik des Mikrotubuli-
Netzwerks nehmen koénnen (Brunner, 2002; Komarova et al., 2002). Offensichtlich
besitzen CLIPs ein komplexes Funktionsspektrum, das zum jetzigen Zeitpunkt nur in

Ansitzen bekannt und verstanden ist.

5.3.2 Die humane hook Proteinfamilie

Die erst kiirzlich identifizierte Familie der humanen hook Proteine (hHk) umfasst drei
Mitglieder (Walenta et al., 2001), wihrend in Drosophila nur ein Homolog (dHk)
exprimiert wird (Kramer und Phistry, 1999). Die Bindung der hHks an Mikrotubuli
wird von dem zwischen den Familienmitgliedern konservierten N-Terminus vermittelt,
der eine neuartige Mikrotubuli-Bindungsdomine représentiert, die keinerlei strukturelle
Ahnlichkeit mit anderen Mikrotubuli-bindenden Strukturen aufweist (Walenta et al.,
2001). Der basische C-Terminus, der sich strukturell zwischen den drei Proteinen am
deutlichsten unterscheidet und vermutlich eine globuldre Domédne ausbildet, vermittelt
fir jedes Mitglied individuell die Anbindung an unterschiedliche intrazelluldre
Membrankompartimente. Der liberwiegende Teil von hHk3 ist mit den Membranen des
cis-Golgi-Apparates assoziiert. Ein geringer Anteil von hHk3 lokalisiert zudem an
distinkten punktuellen Strukturen, die moglicherweise mit Mikrotubuli assoziierte
Vesikel darstellen, deren genaue Identitdt jedoch unbekannt ist. hHk1 und hHk2 zeigen
keine Assoziation mit bekannten Zellorganellen und ihr ebenfalls punktuelles
Verteilungsmuster in der Zellperipherie hebt sich signifikant von der hHk3 Lokalisation
ab (Walenta et al., 2001).
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5.3.3 Das hook Protein in Drosophila melanogaster

Der Name der hook Proteinfamilie (,,hook*“=Harken) leitet sich von der Form der
Borsten (Makrochaeten) von dHk-defizienten Drosophila melanogaster Fliegen ab, die
ungewohnlich in Harkenform im Kopf- und Thoraxbereich abknicken (Kramer und
Phistry, 1996). Die molekulare Funktion von dHk wurde in detaillierten Analysen der
Komplexaugenentwicklung dieser Tiere aufgeklart. Die Differenzierung und
Entwicklung von neuronalen Zellen der Augen-Imaginalscheibe hin zu
unterschiedlichen Photorezeptorzellen wird durch eine Signaliibermittlung koordiniert,
die auf dem Kontakt des neuronalen, in der Zellmembran verankerten Liganden ,,boss*
mit der ebenfalls auf der Zelloberfliche befindlichen Rezeptor-Tyrosinkinase ,,sev*
basiert (Hart et al., 1990; Kramer et al., 1991). Das aus dem direkten Zell-zu-Zell-
Kontakt resultierende Signal wird abgebrochen, indem der gesamte Ligand-
Rezeptorkomplex von der Signal-Zielzelle durch Endozytose internalisiert wird (Cagan
et al., 1992; Klueg et al., 1998). Die endozytierten boss-sev-Ligandenkomplexe werden
iiber sogenannte multivesikuldre Korper (multivesicular bodies, MVBs) zu spéten
Endosomen bzw. Lysosomen tranportiert, wo sie degradiert werden (Futter et al., 1996;
Stoorvogel et al., 1991). MVBs stellen auch in Humanzellen ein wichtiges endosomales
Zwischenkompartiment beim Transport (Katzmann et al., 2002), Sortieren (Bishop,
2003) und Zwischenspeichern (Jiang et al., 2002) von sowohl endozytierten als auch de-
novo synthetisierten Material dar. In dHk-defizienten Zellen ist die Anzahl der reifen
MVBs signifikant vermindert (Sunio et al., 1999). Es wird angenommen, dass dHk
nicht fiir die Internalisierung oder den Transport des endozytierten Materials zu den
MVBs benétigt wird, sondern flir die Ausbildung oder die strukturelle Stabilisierung
von reifen MVBs innerhalb der endozytotischen Prozesswege verantwortlich ist
(Kramer, 2002). Fiir hHk3 wird eine analoge strukturgebende bzw. -stabilisierende
Funktion beziiglich des Golgi-Apparates diskutiert (Walenta et al., 2001).

5.34 Die Interaktion zwischen IIGP und dem mHk3 Protein der Maus

Anhand der bisherigen Analysen von dHk und hHk3 kann angenommen werden, dass
die Mitglieder der hook Proteinfamilie generell einen wesentlichen Beitrag zur
Ausbildung, Stabilisierung und Positionierung von dynamischen

Membrankompartimenten leisten. Aufgrund der Assoziation von IIGP mit den
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Membranen des ER und des Golgi-Apparates wurde bereits vermutet, dass der
Wirkmechanismus dieser Molekiile auf der Modulation von membranabhidngigen
Prozesse basieren konnte (Zerrahn et al., 2002). Die Identifikation des CLIP Molekiils
mHk3 als ein IIGP-Interaktionspartner belegt auf molekularer Ebene, dass eine
47 kDaGTPase in intrazellulire membranabhéngige Prozesse involviert ist, die die

Basis fiir die Effektormechanismen gegen intrazelluldre Erreger bilden konnten.

In Analogie zu der beschriebenen Lokalisation von hHk3 (Walenta et al., 2001) wurde
der tliberwiegende Anteil von mHk3 in Maus-Makrophagen und Fibroblasten in
unmittelbarer Kernndhe detektiert. In diesem Bereich akkumuliert mHk3 an den
Membranen des cis-Golgi und angrenzend zu den vom MTOC ausgebildeten
Strukturen. mHk3 ist offensichtlich eine konstitutiv exprimierte Grundkomponente,
denn die Stimulation der Zellen mit IFN-y verdndert das Expressionsniveau und die
Lokalisation von mHk3 nicht. Die gemeinsame Lokalisation von IIGP und mHk3 am
Golgi-Apparat ldsst vermuten, dass an diesem Kompartiment die physiologisch
relevante Interaktion zwischen IIGP und mHk3 stattfindet. Diese Annahme steht im
Einklang mit den Ergebnissen der Zellfraktionierungen, in denen sich beide Proteine in
den mit Golgi-Membranen angereicherten Fraktionen detektieren lassen. Die
detaillierten mikroskopischen Analysen zeigen jedoch, dass die Lokalisation von IIGP
und mHk3 in diesem Bereich nicht vollstindig iibereinstimmt, sondern sich ein
signifikanter Anteil beider Proteine vielmehr in unmittelbarer Ndhe zueinander befindet.
Daraus ldsst sich folgern, dass nur Anteile des dort lokalisierten IIGP und mHk3
physikalisch miteinander interagieren. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse der
Immunprézipitationen reflektiert, denn in den Zellysaten liegt lediglich ein Teil des
vorhandenen IIGP und mHk3 Proteins als Komplex vor. Abgesehen von der
Moglichkeit, dass aufgrund der verwendeten Préiparations- und
Aufreinigungsbedingungen nicht alle tatsdchlich in-vivo ausgebildeten IIGP-mHk3-
Komplexe detektiert wurden, konnte dieses Ergebnis die Gegenwart einer GTP
gebundenen (und mit mHk3 interagierenden) IIGP-Fraktion und einer GDP
gebundenem, funktionell inaktiven IIGP-Fraktion reflektieren. Tatsdchlich wurde
anhand der intrazelluliren GDP bzw. GTP Konzentrationen (Kleineke et al., 1979) und

der Nukleotidaffinitiaten von IIGP das molare Verhéltnis zwischen in-vivo vorhandenem
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IIGP in der GDP- bzw. GTP-gebundenem Form auf 3:1 geschétzt (Uthaiah et al., 2003).
In Anbetracht der sehr hohen Nukleotid-Dissoziationsraten von IIGP, die auf kurze
Halbwertszeiten von IIGP Komplexen hindeuten (Uthaiah et al., 2003), konnten die
Ergebnisse aber auch ein Hinweis darauf sein, dass die Interaktion zwischen IIGP und
hook3 eher transient als statisch erfolgt. Angesichts der Interaktion von IIGP mit mHk3
an einer auflerordentlich dynamischen Struktur wie dem Golgi-Apparat, der einem
kontinuierlichen Materialaustausch unterliegt (Lippincott-Schwartz et al., 2000;
Thyberg und Moskalewski, 1999; Ward et al., 2001), erscheint fiir die Regulation
membranabhéngiger Prozesse ein transienter Interaktionscharakter zwischen IIGP und

mHKk3 plausibel.

Pharmakologische Agenzien wie Brefeldin A und Nocodazol storen distinkte
Komponenten der Strukturerhaltung und der Transportprozesse des Golgi-Apparates
und erlauben damit detaillierte Analysen der Biologie dieses Organells (Dinter und
Berger, 1998). Die Durchfithrung derartiger Analysen konnte nicht vollstindig kléren,
welche Charakteristik und Funktion die Bindung von hHk3 an Golgi-Membranen hat
und wie sie den gerichteten Vesikeltransport beeinflusst, der die Struktur des Golgi-
Apparates bestimmt (Walenta et al., 2001). Bei einem Riicktransport von Golgi-
gebundenen Proteinen zum ER, der aus der Behandlung der Zelle mit Brefeldin A
resultiert, bleibt hHk3 groBtenteils in unmittelbarer Ndhe zum MTOC lokalisiert. Bei
der Auflosung des Golgi-Apparates durch die Nocodazol-induzierte Depolymerisierung
der Mikrotubuli bleibt hHk3 jedoch mit den Golgi-Fragmenten assoziiert. In den
mikroskopischen Analysen dieser Arbeit verhielt sich mHk3 in IFN-y stimulierten
Zellen, die mit Nocodazol behandelt wurden, identisch. Im Gegensatz zu mHk3
lokalisiert sein Interaktionspartner IIGP nicht an den aberrant lokalisierten Golgi-
Strukturen, sondern bleibt mit dem ER assoziiert. Die Aufhebung der Kolokalisation
von [IGP und mHk3 nach Nocodazolbehandlung zeigt, dass fiir die Assoziation von
IIGP mit dem Golgi-Apparat, im Gegensatz zu mHk3, intakte Mikrotubuli-Strukturen
bendtigt werden. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass IIGP nicht per se mit den
Golgi-Membranen assoziiert, sondern durch einen mikrotubuli-abhéngigen Prozess zum
Golgi-Apparat rekrutiert wird, um dort mit mHk3 zu interagieren. Diese Interaktion

konnte signifikant die Prozessierung der mHk3 assoziierten Membranen bestimmen.
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mHk3 zeigt {iber die perinukledre Lokalisation hinaus &hnlich wie sein humanes
Homolog (Walenta et al., 2001) in der Zellperipherie ein retikuléres, teilweise
punktuelles Verteilungsmuster, das in unmittelbarer N&he zu den retikuldren
IIGP-Signalen steht. Es ist denkbar, dass die physiologisch relevante Interaktion
zwischen IIGP und mHk3 nicht am Golgi-Apparat, sondern an diesen Strukturen in der
Zellperipherie stattfindet. Diese Annahme schlieBt die zuvor postulierte Interaktion
beider Proteine am Golgi-Apparat nicht grundsitzlich aus, sondern konnte eine
alternative Erklérung fiir die nur anteilige Ausbildung von IIGP-mHk3-Komplexen
darstellen. Neuere Forschungsberichte dokumentieren zahlreiche tief greifende
Interaktionen zwischen dem ER und endozytotischen sowie phagosomalen
Kompartimenten (Gagnon et al., 2002; Haj et al., 2002). Bei den punktuellen mHk3
Signalen konnte es sich um mHk3-positive Vesikel solcher Prozesswege handeln, die
iiber mHk3 mit Mikrotubuli assoziieren und durch die Interaktion zwischen IIGP und
mHk3 mit dem ER in Kontakt stehen. Auch in diesem Szenario ist es denkbar, dass
IIGP durch die Interaktion mit mHk3 einen wesentlichen Einfluss auf die Charakteristik
oder den Transport derartiger Vesikel nimmt. Moglicherweise nimmt die Interaktion
zwischen IIGP und mHk3 in der Zellperipherie Einfluss auf die ER-Struktur und
ER-Ausdehnung, die in der Zellperipherie in Abhédngigkeit von Mikrotubuli erfolgt
(Terasaki et al., 1986).

Die Interaktion zwischen IIGP und mHk3 konnte nicht nur die rdumliche Konfiguration
von Membrankompartimenten bestimmen, sondern auch die FEigenschaften beider
membranassoziierten Molekiile verindern und damit direkten Einfluss auf die
Physiologie der Membran nehmen. Es wurde bereits vorgeschlagen, dass die
Bindungseigenschaften von CLIP-Molekiilen wahrscheinlich durch die Interaktion mit
anderen Proteinen reguliert werden (Rickard und Kreis, 1996). Die detaillierten
Y2H-Interaktionsanalysen mit funktionell definierten Proteinbereichen von mHk3
zeigen, dass IIGP interessanterweise mit Anteilen der zentralen Coiled-Coil-Struktur
interagiert, die wahrscheinlich eine Dimerisierung von mHk3 vermittelt (Walenta et al.,
2001). Sollte die Ausbildung von Hk3-Dimeren eine physiologische Relevanz in-vivo
haben, dann konnte IIGP durch die Interaktion mit diesem Proteinbereich die

funktionellen Eigenschaften von mHk3 mafgeblich verdndern. Fiir [IGP lassen sich die
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Proteinbereiche, die eine Interaktion mit mHk3 vermitteln, nicht weiter eingrenzen.
Offensichtlich wird fiir die Ausbildung einer Konformation, die mit mHk3 interagieren
kann, mit Ausnahme eines 53 AS umfassenden kurzen N-Terminalen Bereichs die
Integritdt des gesamten IIGP Proteins benétigt. Jede weitere Verkiirzung von IIGP
flihrte zum Abbruch der Interaktion. Im Gegensatz zu den definierten
membranbindenden Dominen von mHk3 ist nicht bekannt, wie die
Membranassoziation von IIGP bzw. den anderen Mitgliedern der 47 kDa GTPasen
vermittelt wird. Sie verfligen nicht iiber bekannte Sequenzmotive, die eine direkte
Anbindung an Membranen ermdglichen wiirden, noch wurden kovalente
Sekunddrmodifikationen wie Myristoylierung (Farazi et al., 2001), die kleine GTPasen
an Membranen rekrutiert (Wedegaertner, 1998) oder Isoprenylierung (O'Connor, 1987)
nachgewiesen, durch die die differenticlle Membranassoziation der 65 kDa GTPasen
vermittelt wird (Nantais et al., 1996; Vestal et al., 1996). mHk3 scheint nicht der Faktor
zu sein, der eine Assoziation von IIGP mit Membranen ermdglicht. mHk3 konnte zwar
die Rekrutierung von IIGP zum bzw. die Lokalisation an den Golgi-Membranen
beeinflussen, scheidet jedoch aufgrund seiner eigenen Lokalisierung als
Verbindungsmolekiil von IIGP zu den ER-Membranen aus. Auch die Aufhebung der
Kolokalisation von IIGP und mHk3 in Nocodazol-behandelten Zellen verdeutlicht, dass

beide Molekiile auf unterschiedliche Weise mit den Membranen assoziiert sind.

5.3.5 Mogliche EinfluBnahme von membranassoziiertem IIGP

auf die Infektionsstrategien intrazellularer Erreger

Aufgrund der Assoziation von mHk3 mit den Membranen eines duferst dynamischen
Kompartiments wie die des Golgi-Apparates ist anzunehmen, dass die Funktionen von
mHk3 {iiber die postulierte Beteiligung am Aufbau und der Positionierung von
Organellen hinausgehen. Die membranabhédngigen intrazelluldren Transportprozesse, in
die mHk3 involviert ist, konnten im Rahmen der IFN-Antwort von IIGP moduliert
werden. Ein wesentliches Merkmal des ,,Abwehrmodus®, den IFN in einer Wirtszelle
gegen das Eindringen bzw. die Vermehrung intrazellulirer Erreger induziert, sind
fundamentale Umstrukturierungen und Modifizierungen von Membrankompartimenten
(Shurety et al., 2000; Sidhu et al., 1999), die zu einer drastischen Verdnderung der

Gesamt-Dynamik der intrazelluldren membranabhéngigen Prozesse fithren (Tsang et al.,



Diskussion 139

2000). Von zentraler Bedeutung ist dabei die Kontrolle und Aufrechterhaltung der
Degradationsmaschinerie von endosomalen und phagosomalen
Membrankompartimenten, die Erreger nach dem Eindringen in die Wirtszelle passieren
oder langerfristig als Nische zu ihrer Replikation nutzen (Meresse et al., 1999b). Die
nach der Internalisation eines Pathogens gebildeten friithen Phagosomen bzw. Vakuolen
unterliegen einem Reifungsprozess, der iiber eine Vielzahl sequenzieller
Fusionsereignisse mit frithen Endosomen, spdten Endosomen und schlieBlich
Lysosomen zur Ansduerung des Kompartiments und zur Freisetzung von hydrolytischen
Proteasen fiihrt, die die Pathogene abtdoten. Die Beteiligung einer GTPase an diesen
Reifungsprozessen konnte fiir Rab5a gezeigt werden. Diese GTPase katalysiert die
Fusion von endosomalen Vesikeln mit Phagosomen und fordert die Zerstérung von
darin enthaltenen Pathogene wie L. monocytogenes oder S. typhimurium (Meresse et al.,
1999a; Prada-Delgado et al., 2001). Offensichtlich steuern auch die 47 kDa GTPasen
zur Degradation von intrazelluldren Mikroben in infizierten Wirtszellen bei. IGTP ist in
Astrozyten eine essentielle Komponente des IFN-y-induzierten Infektionsschutzes
gegen 1. gondii (Halonen et al., 2001), wiahrend LRG-47 fiir die Degradation von
M. tuberculosis in Makrophagen erforderlich ist (MacMicking et al., 2003). Die
Befunde, dass in diesen Zellen LRG-47 mit den M. tuberculosis-haltigen Phagosomen
assoziiert ist, und in LRG-47 defizienten Zellen die Ansduerung der Phagosomen
beeintrachtigt ist, sind starke Indizien dafiir, dass diese 47 kDa GTPase die
Phagosomen- bzw. Vakuolenfunktionen moduliert. Die in dieser Arbeit identifizierte
Interaktion von IIGP mit mHk3, das als CLIP-Molekiill membranabhidngige
Transportprozesse steuert, spricht stark flir ein Modell, in dem die ER- bzw. Golgi-
assoziierten 47 kDA GTPasen nach der Infektion der Wirtszelle zu den Pathogen-
haltigen Phagosomen bzw. Vakuolen transportiert werden, wo sie entweder direkt oder
durch die Rekrutierung weiterer Effektormolekiile die Degradation der Pathogene
fordern. Diesem Modell zu Folge wiirde die Ausbildung der Phagosomen nicht nur von
Komponenten des endosomalen Systems gesteuert werden, sondern auch von den
47 kDa GTPasen als ER- und Golgi-gebundene Faktoren. Tatsdchlich wurde gezeigt,
dass das ER wesentlich in frithen Entwicklungsstadien des Phagosoms an dessen

Aufbau beteiligt ist (Gagnon et al., 2002).
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Intrazelluldre Pathogene induzieren in den Kompartimenten, in denen sie sich zur
Proliferation bzw. Replikation aufhalten, umfangreiche Modifikationen der
umgebenden Membran, um die Fusion mit Lysosomen zeitlich zu verzogern oder ganz
zu unterbinden (Dorn et al., 2002; Hackstadt, 2000; Kagan und Roy, 2002; Sinai und
Joiner, 1997). Parallel zur Blockierung des degradativen Lysosomennetzwerks werden
von den Erregern intrazelluldre Transportprozesse modifiziert und eine Umgestaltung
des umgebenden Zytoskeletts induziert, die eine enge Assoziation der pathogenhaltigen
Vakuole mit Wirtszell-Organellen ermoglicht, um die Versorgung der Erreger mit
Nahrstoffen zu gewéhrleisten (Sinai und Joiner, 1997). Die Wirkungsmechanismen der
47 kDa GTPasen konnten spezifisch gegen derartige Modifikationen der Wirtszelle
gerichtet sein und beispielsweise durch eine Unterbindung der Nihrstoffzufuhr die

Pathogene abtdten.

Die bisher bekannten Komponenten der phagolysosomalen Degradationsmaschinerie
agieren gegen ein breites Spektrum von Erregern, unabhingig von deren
phylogenetischen Ursprung. Moglicherweise handelt es sich bei den 47 kDa GTPasen
um neuartige Faktoren dieser Prozesswege, die distinkte, Spezies-spezifische
Resistenzmechanismen vermitteln. Beispielsweise sind IRG-47, LRG-47 und IGTP
essentielle Faktoren fiir eine Abwehr der intrazelluliren Parasiten 7. gondii und
L. major, jedoch scheint IGTP keinen Einfluss auf eine 7. cruzi-Infektion zu haben.
Diese drei Parasiten unterscheiden sich nicht nur beziiglich der von ihnen induzierten
Vakuolenmodifikationen, sondern auch in ihrer Replikationsstrategie: wéhrend sich
T. gondii und L. major Erreger in der Vakuole vermehren, verlésst 7. cruzi die Vakuole
und repliziert im Zytoplasma. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Effektormechanismen dieser 47 kDa GTPasen nur relevant sind, wenn die Parasiten
temporir in den Vakuolen verbleiben. Die unterschiedliche Einflussnahme der 47 kDa
GTPasen auf die Abwehr verschiedener Pathogene konnte darauf beruhen, dass sie mit
distinkten Komponenten interagieren, die fiir die unterschiedlichen Infektionsstrategien

bzw. Infektionsphasen der Pathogene spezifisch sind.

Fiir IIGP lassen sich derartige Uberlegungen nur begrenzt anstellen, denn es ist bisher
nicht bekannt, ob und gegen welche Pathogene diese GTPase einen Resistenzfaktor

darstellt. Gegen Ende der Anfertigung dieser Arbeit wurde verdffentlicht, dass das von
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Salmonella ins Zytoplasma sekretierte Protein SpiC mit dem IIGP-Interaktionspartner
mHk3 interagiert (Shotland et al., 2003). SpiC stellt einen essentiellen Virulenzfaktor
fiir Salmonella dar, indem es in infizierten Makrophagen die Fusion des Phagosoms mit
Lysosomen verhindert. Es wird postuliert, dass die Blockierung der Phagosomenreifung
in-vivo, ebenso wie die beobachtete Inhibition von Endosomen-Endosomen-Fusionen
in-vitro, auf der Inaktivierung von mHk3 durch SpiC basiert. Sollte die Pathogenitét
von Salmonella tatsdchlich auf einer Inhibition von mHk3 durch SpiC beruhen, dann
wiirde IIGP durch seine Interaktion mit mHk3 das Potential besitzen, direkt gegen
diesen Pathogenitdtsmechanismus zu agieren. Die Interaktion von IIGP mit mHk3
konnte kompetitiv zu SpiC erfolgen, in der funktionellen Inaktivierung von SpiC bzw.
der Reaktivierung von mHk3 resultieren und damit die Ausbildung eines
Phagolysosoms ermdglichen, in dem Salmonella schlieBlich von der Wirtszelle

abgetdtet werden kann.

5.4 Alternative Modelle fiir die molekularen
Wirkungsweisen der 47 kDa GTPasen

Bei der Analyse der cDNA-Genbibliotheken wurden neben mHk3 weitere Proteine
identifiziert, die mit IIGP bzw. mit anderen Familienmitgliedern der 47 kDa GTPasen
physikalisch im Y2H-System interagieren. Im Gegensatz zu der detailliert analysierten
Interaktion zwischen IIGP und mHk3 wurden diese Interaktionspartner noch nicht
durch unabhédngige Methoden verifiziert bzw. charakterisiert und miissen deshalb zum
jetzigen Zeitpunkt als putativ betrachtet werden. Trotz dieser Einschriankung stellen
diese Interaktionen konkrete Anhaltspunkte fiir mdgliche molekulare Funktionsweisen
der 47 kDa GTPasen dar. Wéhrend eine Interaktion mit den Proteinen p125 und VAP33
konzeptionell im Einklang mit der bisher favorisierten Hypothese steht, dass der
Wirkungsmechanismus der 47 kDa GTPasen auf der Modulation intrazelluldrer
membranabhédngiger Transportprozesse basiert, deuten andere Interaktionspartner wie
arc20 und PTP1B darauf hin, dass die GTPasen auf unterschiedliche Art und Weise zur
Resistenz des Wirtsorganismus gegeniiber Infektionen mit intrazelluldren Pathogenen

beitragen konnen.
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541 Die Interaktion zwischen IIGP und p125

[IGP interagiert im Y2H-System mit p125, einem neu identifizierten Protein, das
seinerseits mit der Komponente sec23p des COPII-Multiproteinkomplexes interagiert
(Tani et al., 1999). COPII ist ein essentieller Hiillproteinkomplex von Vesikeln, die
sekretorische und membranstindige Proteine vom ER zum Golgi-Apparat transportieren
(Antonny und Schekman, 2001; Gorelick und Shugrue, 2001). Abhéngig von den im
COPII-Komplex gebundenen Einzelkomponenten bzw. deren GDP/GTP-Bindung
werden alle Phasen dieses Vesikeltransports von COPII gesteuert, ausgehend von der
Abschniirung der Vesikel von den ER-Membranen iiber ihren Transport zwischen
beiden Kompartimenten bis hin zur Fusion mit den Zielmembranen des Golgi-
Apparates (Kirchhausen, 2000). Die genaue Funktion von p125 in diesen Prozessen ist
noch unbekannt, es wird postuliert, dass dieses Protein durch die Interaktion mit sec23p
die Funktionen von COPII modulieren und eine generelle Rolle in frithen sekretorischen
Proteinprozesswegen  spielen  konnte  (Mizoguchi et al, 2000). Die
Schliisselkomponenten zur Steuerung von COPII Komplexen repriasentieren GAPs und
GEFs (Barlowe, 2000), die teilweise membranstindig sind. Analog konnte ER-
assoziiertes IIGP einen derartigen Regulationsfaktor von COPII darstellen.
Moglicherweise steuert IIGP den Vesikelmetabolismus, indem es durch die Interaktion
mit p125 den GTP/GDP Bindungszustand von sec23p moduliert, das wiederum als
GAP-Protein gegeniiber der COPII-Komponente Sarlp wirkt. P125 weist eine
signifikante Sequenzédhnlichkeit zu Phospholipasen auf, eine ebensolche enzymatische
Aktivitdt wurde jedoch nicht nachgewiesen (Tani et al., 1999). Allerdings wurde erst
kiirzlich eine neue enzymatisch aktive Phospholipase des Typs Al identifiziert
(KIAAO0725p), die eine hohe Sequenzdhnlichkeit zu pl125 besitzt (Nakajima et al.,
2002). Phospholipasen sind vorwiegend essentielle Regulatoren des Phospholipid-
Metabolismus, daneben sind sie auch fiir Membranfusionen des Golgi-Apparates von
Bedeutung (Weigert et al, 1999) und nehmen signifikanten EinfluB auf die
Lipidkomposition von Phagosomen- und Vakuolenmembranen (Underhill und
Ozinsky, 2002). Auf eine mogliche Beteiligung von p125 in diesen Prozessen wurde
bereits hingewiesen (Huijbregts et al,, 2000). Sollte der relevante in-vivo

Interaktionspartner von IIGP nicht pl25, sondern die sequenzverwandte und
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enzymatisch aktive Phospholipase KIAA0725p sein, konnte IIGP direkten Einfluss auf
die Zusammensetzung der Vakuolenmembran nehmen und dementsprechend die

Vakuolenreifung bis zur Abtétung der Pathogene fordern.

5.4.2 Die Interaktion zwischen GTPI und VAP33

Die im Y2H-System detektierte Interaktion von GTPI mit VAP33 (VAMP assoziiertes
Protein, 33 kDa, auch als VAP-A bezeichnet) unterstiitzt ebenfalls die Hypothese, dass
47 kDa GTPasen in die Regulation von membranabhingigen Transportprozessen
involviert sind. VAP33 interagiert mit dem Protein VAMP (Vesikel-assoziiertes
MembranProtein), einem sog. SNARE Protein (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptors). Die SNARE Hypothese basiert auf den Analysen
von Vesikel-Fusionsprozessen in Neuronen, in denen durch die Fusion der
intrazelluldren synaptischen Vesikel mit der Plasmamembran die Neurotransmitter in
den synaptischen Spalt exozytiert werden (Sollner et al., 1993; Sudhof, 1995). Nach der
SNARE-Hypothese werden Vesikelfusionen generell durch die spezifische Interaktion
von Proteinen von ,,Donor“-Vesikelmembranen (v-SNARES) mit komplementiren
Proteinen von ,,Akzeptor*“-Zielmembranen (t-SNARES; ,,target*) vermittelt (Bonifacino
und Glick, 2004). Inzwischen ist allgemein anerkannt, dass durch die Interaktion von
SNARE-Proteinen  eine  Vielzahl  intrazellulirer =~ Membranfusions-  und
Transportprozesse gesteuert werden (Nichols und Pelham, 1998). Fiir die individuelle
Regulation der Fusionsprozesse unterschiedlichster Membranen muss nach diesem
Modell eine Vielzahl von distinkten SNARE-Proteinpaaren existieren, und es wird
angenommen, dass dieses System durch weitere SNARE-interagierende Komponenten
wie beispielsweise VAP33 reguliert wird. VAP33 wurde zunichst in Neuronen der
Nacktschnecke Aplysia Californica entdeckt (Skehel et al., 1995), inzwischen sind
Homologe in der Ratte (Skehel et al., 2000) und im Menschen (Nishimura et al., 1999;
Weir et al., 1998) identifiziert, die auch in vielen nicht-neuronalen Zelltypen exprimiert
werden. Die Funktion von VAP33 bei der Regulation von Vesikeltransporten ist nicht
klar definiert. In Neuronen von Ratten lokalisiert VAP33 am ER und an Mikrotubuli,
und es wurde postuliert, dass es wahrscheinlich nicht direkt an der Exozytose, sondern
generell am Transport der synaptischen Vesikel beteiligt ist (Skehel et al., 2000). In
polarisierten Zellen wie Endothelzellen (Lapierre et al., 1999) und Muskel- bzw.



Diskussion 144

Fettzellen (Foster et al., 2000) scheint VAP33 den Transport von verschiedenen
Plasmamembranproteinen an die Zelloberfldche zu vermitteln. Jiingste Untersuchungen
haben gezeigt, dass VAP33 in nicht polarisierten Zellen am ER- und Golgi-Apparat
lokalisiert und auBler zu VAMP auch eine Affinitdt zu anderen SNARE-Proteinen
besitzt (Weir et al., 2001). VAP33 interagiert zudem mit anderen Regulatoren von
ER-Exportprozessen wie beispielsweise OSBP (Oxysterol-bindendes Protein) (Wyles et
al., 2002). Aufgrund der Identifikation vieler VAMP-verwandter SNARE-Proteine in
nicht neuronalen Zellen (Cain et al., 1992; Ralston et al., 1994) ist es wahrscheinlich,
dass VAP33 einen generellen Regulator von SNARE-gesteuerten Vesikelfusionen
repriasentiert. GTPI konnte in einer mit IFN stimulierten Wirtszelle signifikant zur
Resistenz gegen intrazelluldre Pathogene beitragen, indem durch die Interaktion der
GTPase mit VAP33 beispielsweise die fiir die Vakuolenreifung typischen endosomalen
und Isosomalen Vesikelfusionen gesteuert werden. Die Wirtszellproteine VAMP und
VAP33 sind zudem Angriffsstrukturen unterschiedlicher Infektionsstrategien
intrazelluldrer Pathogene. Es wurde gezeigt, dass in-vitro VAMP durch das Tetanus-
Neurotoxin proteolytisch gespalten wird (Montecucco und Schiavo, 1993) und VAMP
in-vivo selektiv die IFN-induzierte, nicht jedoch die basale Lysozym-Sekretion von
Makrophagen inhibieren kann (Pitzurra et al., 1993). Auch die starke Beeintrachtigung
der Zytokin- und NO-Sekretion sowie die verminderte MHCII Expression ist
vermutlich auf die Inhibition von VAMP-regulierten vesikuldren Transportprozesse
durch das Tetanus-Toxin zuriickzufiihren (Pitzurra et al.,, 1999). VAP33 wird
offensichtlich von einem Phosphoprotein des Hepatitis C Virus als Ankerstruktur
genutzt, um den viralen Replikationskomplex mit den ER- und Golgimembranen der
Wirtszelle zu assoziieren (Tu et al., 1999). Moglicherweise wirkt die 47 kDa GTPase
GTPI diesem Infektionsmechanismus entgegen, indem sie die Interaktion der Pathogene
mit den VAMP/VAP33 regulierten Vesikelstrukturen und -prozessen stort oder

unterbindet.

Obwohl noch nicht nachgewiesen wurde, zu welchem Zeitpunkt nach der Infektion
einer Wirtszelle und an welchen intrazelluldren Strukturen die 47 kDa GTPasen in
Aktion treten, unterstiitzen die Interaktionen zwischen den GTPasen und pl125 bzw.

VAP33 das Konzept, dass die pathogenhaltigen Vakuolen bzw. Phagosomen die
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relevante Schnittstelle zwischen Wirtszelle und Pathogen darstellen, an der die GTPasen
antimikrobielle Effektormechanismen steuern. Bisher stiitzte sich diese Annahme auf
den Nachweis von LRG-47 in M. tuberculosis-haltigen Phagosomen (MacMicking et
al., 2003), und auf die Beobachtung, dass der Einfluss von IGTP und LRG-47 auf den
Infektionsverlauf mit intrazelluldren Parasiten offensichtlich damit korreliert, wie diese
Pathogene nach ihrem EinschluBl in Phogosomen bzw. Vakuolen der Wirtszelle diese
Kompartimente modifizieren. Beide GTPasen sind zwar essentielle Faktoren fiir eine
effiziente Infektionsabwehr gegen L. major und T. gondii, die nach der Infektion der
Wirtszelle die Phagosomenreifung verhindern und bis zur Replikation in der Vakuole
verbleiben, sie haben jedoch offensichtlich keinen Einfluss auf eine 7. cruzi-Infektion,
bei der die Pathogene nach einer unverdnderten Ansduerung der Endosomen ins
Zytoplasma entkommen und dort replizieren. Bei den 47 kDa GTPase-
Interaktionspartnern pl125 und VAP33 konnte es sich ebenso wie mHk3 um
entscheidende Faktoren von membranabhédngigen Prozessen handeln, die gegen die
Etablierung der Pathogene in den Phagosomen bzw. Vakuolen der Wirtszelle gerichtet

sind und die durch IFN-induzierte 47 kDa GTPasen gesteuert werden.

5.4.3 Die Interaktion zwischen IIGP und arc20

Es gibt ebenso Hinweise, dass 47 kDa GTPasen antimikrobielle Effektormechanismen
vermitteln, die nicht zwangslaufig mit einer Kontrolle der Vakuolenreifung assoziiert
sind. Im Gegensatz zu dem zuvor beschriebenen differentiellen Einfluss von LRG-47
auf intrazelluldre Parasiten scheint der Einfluss dieser GTPase auf bakterielle
Infektionen nicht mit den intrazelluliren Nischen zu korrelieren, in denen sich
intrazelluldre Bakterien etablieren konnen. LRG-47 defiziente Méuse zeigen einen
Resistenzverlust gegeniiber S. typhimurium, M. tuberculosis und M. avium, die durch
die Inhibition der Vakuolenreifung in diesem Kompartiment verbleiben kdnnen, jedoch
auch gegeniiber L. monocytogenes Erregern, die der phagosomalen Degradation
entkommen, indem sie dieses Kompartiment vor seiner Ansduerung sehr frithzeitig
verlassen und ins Zytoplasma entkommen (Cossart und Lecuit, 1998; Tilney et al.,
1990). Daraus folgt, dass LRG-47 entweder zu einem sehr frithen Zeitpunkt, d.h.
innerhalb der ersten 30 Minuten nach der Infektion der Wirtszelle, an der Vakuole

wirken miisste, oder aber ein essentieller Resistenzfaktor zu einem spéteren Zeitpunkt
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der Infektion darstellt, wenn sich die Erreger bereits im Zytoplasma befinden. In diesem
Zusammenhang ist die Identifikation des IIGP-Interaktionspartners arc20 ein erster
molekularer Hinweis darauf, dass die antimikrobielle Wirkung der 47 kDa GTPasen
darauf beruhen konnte, dass sie den Zugang zu zytoplasmatischen Komponenten der
Wirtzelle blockieren, die Pathogene fiir ihren Infektionszyklus nutzen.
L. monocytogenes und andere intrazelluldre Erreger haben verschiedene Mechanismen
entwickelt, einzelne Komponenten der Aktin-Polymerisations-Maschinerie von
Wirtszellen auszunutzen, um sich in deren Zytosol zu bewegen und die noch intakte
Wirtszellmembran aktiv durchdringen zu kénnen, um angrenzende Nachbarzellen zu
infizieren (Frischknecht und Way, 2001; Welch et al., 1998). Die treibende Kraft in
Eukaryonten fiir Bewegungen peripherer Zellbereiche oder Verdnderungen der Zellform
ist der ausgesprochen dynamische Metabolismus von Aktin-Filamenten (Machesky et
al., 1997). Die Generierung von physikalischen Kréften fiir derartige Bewegungen
erfordert eine extrem prizise rdumliche und zeitliche Koordination der Aktin-
Polymerisierung. Eine Schliisselstellung fiir die Kontrolle dieser Prozesse nimmt in
Eukaryonten der hoch konservierte Arp2/3 Proteinkomplex ein, der die Aktin-
Polymerisierung an den Enden der Filamente katalysiert und ihre Verzweigung steuert
(Machesky und Gould, 1999; Welch et al., 1997). Die Struktur des Arp2/3 Komplexes
wurde zundchst durch Bindungsanalysen seiner Einzelkomponenten (Gournier et al.,
2001) und Y2H-Analysen (Zhao et al., 2001) untersucht und spéter durch die
Kristallstruktur aufgekldrt (Robinson et al., 2001). Arc20 reprédsentiert die zentrale
Strukturkomponente des Komplexes und koordiniert die sequenzielle Assemblierung
der anderen sechs Proteine zum Arp2/3 Gesamtkomplex. Der Arp2/3 Komplex selbst ist
enzymatisch inaktiv und wird durch weitere Faktoren wie die Mitglieder der Wiskott-
Aldrich-Syndrom-Proteinfamilie (WASp) (Higgs und Pollard, 2001; Kreishman-
Deitrick et al., 2002; Welch, 1999) oder der kleinen GTPase Cdc42 (Ma et al., 1998)
aktiviert. Das Oberfldchenprotein ActA von L. monocytogenes wirkt auf den Arp2/3
Komplex ebenfalls als Aktivator und rekrutiert zusétzlich weitere Faktoren, die die
Aktin-Polymerisation an der Zelloberfliche des Bakteriums fordern (Welch et al.,
1998). Durch die gerichtete Aktin-Polymerisation entstehen Aktin-,,.Schweife, die das
Bakterium &hnlich einem Riickschubprinzip durch das Zytoplasma bis zum Erreichen

der Zellmembran vorantreiben. IIGP hat durch die Interaktion mit der zentralen arc20-
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Komponente des Arp2/3 Komplexes moglicherweise das Potenzial, die Pathogen-
induzierte = Aktin-Polymerisation zu unterbinden und die Bewegung von
L. monocytogenes im Zytoplasma der Wirtszelle zu stoppen. Dadurch wiirde IIGP die
Ausbreitung der Erreger auf Nachbarzellen unmittelbar verhindern und die

eingedrungenen Bakterien degenerativen Prozessen der Wirtszelle zugénglich machen.

L. monocytogenes verfligt weiterhin {iiber einen speziellen Mechanismus, um
Nachbarzellen, die direkt an die Membran der Wirtszelle angrenzen, zu infizieren und
so Epithelien zu passieren (Greiffenberg et al., 1998). Beim Eindringen in die
Nachbarzelle sind die Erreger noch von der Zytoplasmamembran der Wirtszelle
umgeben, wodurch offensichtlich Parazytophagie-dhnliche Prozesse in der Zielzelle
aktiviert werden, die die Aufnahme des Erregers aktiv fordern (Robbins et al., 1999).
Bei der Internalisierung ist das Bakterium transient von zwei Membranen
unterschiedlicher Herkunft umschlossen und es entsteht eine Konstellation, die der
zuvor beschriebenen Internalisierung von Transmembranliganden in Drosophila
signifikant dhnelt (Robbins et al., 1999). Analog zum EinfluB von dHk3 auf diese
multivesikuldren Strukturen in Drosophila konnte mHk3 bzw. der mHk3-
Interaktionspartner IIGP direkt in die Membran-Fusionsprozesse an der Zelloberfldche
eingreifen, die L. monocytogenes zur Zell-zu-Zell-Infektion ausnutzt. In diesem
Zusammenhang ist interessant, dass ektopisch exprimiertes IIGP in den Immun-EM-
Analysen nicht nur in Kernnédhe, sondern auch in Vesikeln und an der Zellmembran
detektierbar war. Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch ungekldrt, ob die antimikrobielle
Wirkung anderer 47 kDa GTPasen mdglicherweise darauf beruhen konnte, das
Eindringen von Pathogenen in die Wirtszellen zu verhindern. Der differentielle Einfluss
von IRG-47 und LRG-47 auf Infektionen mit intrazelluldren Parasiten scheint nicht
damit zu korrelieren, ob die Pathogene aktiv in die Wirtszelle eindringen (wie z.B.
T. gondii) oder die Rezeptor-vermittelte Phagozytose von Makrophagen fiir ihre
Aufnahme nutzen (wie z.B. L. major). Experimentell wurde in-vitro nicht gezeigt, ob
die protektive Wirkung von IGTP fiir Astrozyten gegeniiber Infektionen mit 7. gondii
auf einer verstirkten Abtotung bzw. einer Unterbindung der Replikation der
eingedrungenen Erreger beruht oder IGTP einen Schutz vor dem Eindringen der

Parasiten in die Wirtszelle vermittelt (Halonen et al., 2001).
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5.4.4 Die Interaktion zwischen GTPI und PTP1B

Neben den Modellen, die die 47 kDa GTPasen als essentielle Faktoren mit moglichen
Effektorfunktionen fiir die Abtotung von intrazelluliren Pathogenen beschreiben,
scheinen sie weiterhin zur Resistenz des Wirtsorganismus beizutragen, indem sie das
Uberleben von Wirtszellen fordern. Diese Hypothese stiitzt sich auf die Befunde der
in-vitro Uberexpressionen von TGTP und IGTP. Die Uberexpression von TGTP in
Fibroblasten fiihrt zu einer verringerten Anfilligkeit gegeniiber dem Vesicular
Stromatitis Virus (VSV) (Carlow et al., 1998). Die erhohte Resistenz von HeLa Zellen,
die ektopisch IGTP exprimieren, gegeniiber der Lyse durch den Cocksackie Virus
basiert offensichtlich auf der Transkriptionsinhibition der viralen mRNA und der
Aktivierung des AKT-Kinase-Phospatidylinositol-3-Kinase (PI-3K)
Signaltransduktionswegs. Diser inhibiert die virus-induzierte Zellapoptose und fiihrt zu
einer erhdhten ,,Vitalitit™ der Wirtszelle (Zhang et al., 2003). In diesem Zusammenhang
ist interessant, dass in dieser Arbeit die Protein Tyrosin Phosphatase PTPIB als ein
moglicher Interaktionspartner von GTPI identifiziert wurde. PTP1B ist der Prototyp von
tiber 40 verschiedenen PTPasen mit unterschiedlichen Substrat-Spezifititen (Tonks und
Neel, 2001), die eine Schliisselrolle bei der Regulation von
Signaltransduktionsprozessen einnehmen (Hunter, 2000). PTP1B wurde zunéchst als
negativer Regulator des Insulin-Rezeptors beschrieben (Elchebly et al., 1999).
Inzwischen wurde gezeigt, dass PTP1B an der zytosolischen Seite des ER lokalisiert ist
und die Signaltransduktion von verschiedenen membranstindigen Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTK) terminiert (Haj et al., 2002). Nach der Bindung eines Liganden an
RTKs werden die Liganden-Rezeptorkomplexe endozytiert und zum ER transportiert,
dort zum Abbruch der Signaltransduktion von PTPIB dephosphoryliert und
anschlieend wieder zur Zelloberfliche rekrutiert (Haj et al., 2003). Die Interaktion von
GTPI mit PTP1B konnte darauf hindeuten, dass die 47 kDa GTPasen durch eine
Interaktion mit PTPasen deren enzymatische Aktivitit oder Spezifidit modulieren und so
Einfluss auf Signaltransduktionswege wie PI-3K nehmen, um die Uberlebenschancen
einer infizierten Zelle zu erhdhen. Die Beobachtung, dass die bisher generierten 47 kDa
GTPase defizienten Maiuse keine erhohte Anfilligkeit gegeniiber Viren in-vivo

aufweisen, belegt nicht, dass sie fiir eine erfolgreiche virale Infektionsabwehr
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entbehrlich sind, sondern konnte auf redundante Wirkungsmechanismen der GTPasen

bei viralen Infektionen hindeuten.

Aufgrund der signifikanten Reduktion der T-Zell Population in LRG-47 defizienten
Maiusen nach einer M. avium-Infektion wurde bereits ein Modell vorgeschlagen (Feng et
al., 2004), in dem die 47 kDa GTPasen nicht die Vitalitit der infizierten Zellen, sondern
die Proliferation und Expansion von T-Zell-Effektorpopulationen fordern, um die
Infektion zu kontrollieren. Das hohe Expressionsniveau von IGTP und LRG-47 in CD4"
Effektor-/Gedéchtnis-T-Zellpopulation (N.-P.-Wang, unveroffentlicht) konnte einen
generellen Einfluss der 47 kDa GTPasen auf die Regulation der T-Zell-Dynamik
reflektieren. Damit im Einklang stehen die Ergebnisse der Y2H-Analysen dieser Arbeit,
denn die erfolgte Identifikation von 47 kDa GTPasen aus der verwendeten CD4 " T-Zell-
cDNA-Bibliothek ist ein Indiz dafiir, dass in diesen Zellen die 47 kDa GTPase-
Transkripte in einer hohen Frequenz vorliegen miissen, wie sie fiir deren Detektion in

Y2H-Analysen benotigt wird.

5.5 Charakterisierung der von IIGP ausgebildeten
intrazellularen Proteinaggregate

Die Verteilung von IIGP in der mit IFN-y stimulierten Maus-Fibroblastenzellinie
NIH/3T3 entsprach der publizierten Assoziation von IIGP mit den Membranen des ER
und des Golgi-Apparats in [IFN-y stimulierten primiren Maus-Makrophagen (Zerrahn et
al., 2002). Bei der ektopischen Expression von IIGP in NIH/3T3 wurde jedoch die
Assoziation mit dem ER und dem Golgi-Apparat scheinbar aufgehoben, und die
GTPase bildete iiberwiegend in unmittelbarer Ndhe zum Nukleus groBe, banderartige
Strukturen aus, deren ungewohnliche Form keinen erkennbaren Bezug zu anderen
intrazelluldren Organellen oder Strukturen hatte. Der iiberwiegend lineare Charakter
dieser  IIGP-Strukturen = wurde  offensichtlich  nicht von intrazelluldren
Stukturkomponenten wie Aktin, Tubulin, Keratin oder Filamenten bestimmt, denn eine
Assoziation von IIGP mit diesen Komponenten konnte in der konfokalen Mikroskopie
nicht nachgewiesen werden. Es ist daher anzunehmen, dass es sich bei diesen

Strukturen um makromolekulare IIGP-Proteinaggregate handelt.
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Generell konnen sich grof3e Proteinaggregate ausbilden, wenn die bei der Proteinfaltung
anfallenden Zwischenprodukte vor ihrer Assemblierung zum nativem Protein
untereinander interagieren und oligomere Proteinkomplexe bilden (Wetzel, 1994).
Zellen verfiigen iiber effiziente Mechanismen, um die Entstehung dieser potentiell
toxischen Proteinaggregate verhindern (Bonifacino und Weissman, 1998; Kopito, 1997;
Wickner et al., 1999). Eine Hauptkomponente dieser Maschinerie sind die Chaperone,
die die korrekte Faltung von Proteinen fordern, indem sie durch ihre Anbindung an neu
synthetisierte, partiell gefaltete Polypeptide eventuelle intra- und intermolekulare
Interaktionen der Zwischenprodukte verhindern und eine Riickfaltung von nicht-nativen
Proteinen zu nativen Konformationen begiinstigen (Hartl, 1996; Netzer und Hartl,
1998). Proteine, die trotz des Chaperon-Systems falsch gefaltet werden, werden durch
das Ubiquitin-Proteasomensystem degradiert (Hershko und Ciechanover, 1998; Hirsch
und Ploegh, 2000). Neueren Berichten zufolge sind diese Prozesse ein fundamentaler
Teil der Basismaschinerie zur Proteinsynthese, denn der prozentuale Anteil von
Proteinen, die zur korrekten Faltung Chaperone bendtigen (Thulasiraman et al., 1999;
Weissman et al., 1996) oder die durch das Proteasomen-System degradiert werden
(Schubert et al., 2000), ist unter normalen physiologischen Bedingungen erstaunlich
hoch (30-45 % der de-novo Proteinsynthese). Es ist zwar denkbar, dass die Synthese
von nativem IIGP eine enge Assoziation mit Chaperonen erfordert, eine Uberlastung
des Chaperonen- bzw. Proteasomensystems durch die ektopische Expression von IIGP
erscheint jedoch unwahrscheinlich, denn in NIH/3T3 Zellen wurde eine identische
Proteinmenge an ektopischem und endogenem (nach IFN-y Stimulation) IIGP
nachgewiesen. Zudem tendieren Proteinaggregate aus nicht-nativen Konformeren dazu,
metabolisch duBerst stabil zu sein und sich in wissriger Losung selbst in Gegenwart von
starken Detergenzien nur schlecht zu 16sen (Fink, 1998). Ektopisch exprimiertes I[IGP
war jedoch bereits unter sehr milden Bedingungen komplett 16slich und bei dem
IIGP-Aggregat handelte es sich um eine reversible Struktur, die die Zellen durch eine
Stimulation mit IFN-y signifikant umstrukturieren bzw. komplett auflosen konnten.
Zudem verfiigt IIGP nicht iiber ausgedehnte hydrophobe oder stark polare
Proteinbereiche, die Ausbildung eines klassischen inerten Protein-Aggregats

begiinstigen.



Diskussion 151

Es ist nicht vollstdndig verstanden, wie Zellen mit aggregierten Proteinen verfahren. In
Prokaryonten akkumulieren Proteinaggregate diffusionsabhingig zu sogenannten
"inclusion body*-Strukturen, die von der Zelle nicht weiter prozessiert werden konnen
und selbst gegen eine Degradation durch Proteolyse inert sind (Speed et al., 1996). Fiir
Eukaryontenzellen schlagen neuere Studien ein Modell vor, wonach in peripheren
Zytoplasmabereichen gebildete kleinere Proteinaggregate entlang von Mikrotubuli zum
MTOC unter Beteiligung des Motorproteins Dynein aktiv transportiert werden (Garcia-
Mata et al, 2002; Kopito, 2000). Dort akkumulieren die Einzelaggregate in
unmittelbarer Ndhe zum Zellkern zu einem groflen Aggregat, dem so genannten
Aggresom (Johnston et al., 1998). In konfokalen mikroskopischen Analysen wurde
untersucht, ob sich die ungewdhnliche Gestalt des IIGP-Aggregats auf die Ausbildung
eines derartigen Aggresoms zuriickfiithren ldsst. Eine Assoziation der IIGP-Struktur mit
dem MTOC war nicht offensichtlich. Die Ausbildung von Aggresomen ist hdufig mit
dramatischen Umstrukturierungen der Intermedidrfilamente des Zytoskeletts assoziiert.
Ein typisches Merkmal von Aggresomen ist eine duBlere Begrenzung des Protein-
Aggregats durch Vimentin (Lee et al, 2002), die fiir die IIGP-Struktur nicht
nachgewiesen wurde. Auch das Auseinanderbrechen des Golgi-Apparats sowie eine
partielle  Desorganisation  der  Mikrotubuli-Strukturen  als  Folge  einer
Aggresomenausbildung (Garcia-Mata et al., 1999) war in den IIGP liberexprimierenden
Zellen nicht zu erkennen. Fiir die IIGP-Aggregate konnten keine charakteristischen
Komponenten von Aggresomen nachgewiesen werden, ihre Gestalt dhnelte jedoch der
Form von bénderartigen Aggresomen (Garcia-Mata et al.,, 2002). Da die
[IGP-Aggregate von den Zellen toleriert wurden und keinerlei Einfluss auf
Zellwachstum bzw. Zellmorphologie zeigten, wird angenommen, dass diese Aggregate
keine Aggresomen im klassischen Sinn von akkumuliertem, inertem Protein, sondern
moglicherweise Aggresomen-dhnliche Strukturen mit intakter Funktionalitdt darstellen.
Die Ausbildung von Aggresomen als Resultat fehlerhafter Proteinprozessierungen gilt
als Ursache zahlreicher degenerativer Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativen
Erkrankungen wie die Parkinson oder Huntington Krankheit (Sherman und Goldberg,
2001; Tran und Miller, 1999). Inzwischen gibt es jedoch auch Hinweise dafiir, dass in
einem normalen physiologischen Kontext Aggresomen-dhnliche Strukturen ausgebildet

werden, die offensichtlich wichtige physiologische Prozesse steuern (Lelouard et al.,
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2002). Auch fiir ein IFN-reguliertes Protein wurde die Ausbildung von groflen
Proteinaggregaten sowohl nach endogener als auch ektopischer Expression beschrieben

(Meyerdierks et al., 1999).

Es wird kontrovers diskutiert, ob Aggresomen aktiv Komponenten des Chaperon-,
Ubiquitinylierungs- und Proteasomensystems rekrutieren, um die aggregierten Proteine
zu prozessieren (Fabunmi et al., 2000; Lee et al., 2002), oder in der Ndhe des MTOC
spezialisierte degradative Zentren existieren, die Proteine in Aggresomen abbauen
(Wigley et al., 1999). Aggresomen scheinen sich unabhingig von der Ubiquitinylierung
der aggregierenden Proteine auszubilden (Kopito, 2000). Die IIGP-Struktur zeigte in
den konfokalen mikroskopischen Analysen ein deutliches Ubiquitin-Signal, das sich
allerdings nicht auf ubiquitinyliertes IIGP zuriickfiihren lie3, sondern offensichtlich die
Ubiquitinylierung anderer, noch nicht identifizierter Komponenten in dieser Struktur
reflektierte. Demzufolge scheint IIGP an dieser Struktur nicht selbst proteasomal
degradiert zu werden, sondern konnte auf noch unbekannte Weise den Abbau anderer
Komponenten steuern. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Aggresomen
neben ihrer Funktion als zentrale ,,Sammelstelle” fiir aggregierte Proteine scheinbar eine
Schnittstelle zur Autophagie darstellen (Fortun et al., 2003; Lee et al., 2002).
Autophagie bezeichnet die Degradation von groBlen partikuldren Strukturen wie
Zellorganellen (z.B. Mitochondrien und Peroxisomen) durch den molekular noch nicht
verstandenen Einschluss dieser Partikel in Autophagosomen, der anschlieBenden Fusion
mit Lysosomen und der Degradation durch lysosomale Hydrolasen (Mortimore et al.,
1996). Ausgehend von der aufgestellten Hypothese, dass IIGP mit membranabhédngigen
Prozessen an pathogenhaltigen Vakuolen assoziiert ist und zudem in degradative
Prozesse von Aggresomen-dhnlichen Strukturen involviert sein konnte, ldsst sich
spekulieren, dass diese GTPase der Wirtszelle ermdglicht, intrazelluldre Pathogene den
Prozesswegen der Autophagie zuzufiihren und sie innerhalb des lysosomalen Systems
abzutdten und zu degradieren. Neuere Forschungsarbeiten zeigen, dass intrazelluldre
Pathogene wie L. monocytogenes tatsachlich liber Autophagie abgetdtet werden konnen
(Kirkegaard et al., 2004; Rich et al., 2003). Der Befund der konfokalen
mikroskopischen Analysen, dass ektopisch exprimiertes IIGP in unstimulierten

NIH/3T3 Zellen nicht mit den Strukturen des lysosomalen Prozessweges kolokalisierte,
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spricht nicht notwendigerweise gegen diese Hypothese, sondern konnte darauf
hinweisen, dass IIGP eine Degradation durch Autophagie im Zusammenspiel mit

weiteren Komponenten vermittelt, die durch IFN-y induziert werden.

Die ektopische Expression der in der GDP-Konformation arretierten Mutante
IIGP[S83N] fiihrte in den in NIH/3T3-Transfektanden zu keiner Ausbildung von
Aggregaten, obwohl in den Zellen eine im Vergleich zu IIGP-Transfektanden dhnliche
Proteinmenge vorlag. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Assemblierung von IIGP zu
groBBen Aggregaten in-vivo eine strukturelle Eigenschaft dieser GTPase darstellt und in
Abhingigkeit vom ihrem GDP/GTP-Bindungszustand und der daraus resultierenden
Konformation erfolgt. Diese Hypothese steht im Einklang mit der kiirzlich publizierten
biochemischen Charakterisierung von IIGP, in der die Ausbildung von

IIGP-Oligomeren in-vitro nachgewiesen wurde (Uthaiah et al., 2003).

Mit der Fahigkeit, strukturierte Proteinaggregate in-vivo ausbilden zu konnen, besitzt
IIGP eine auffillige Parallele zu den Mx-GTPasen, die ebenfalls in Abhéngigkeit ihres
GDP/GTP-Bindungszustands  aggregieren = (Nakayama et al, 1993). Die
Oligomerisierung von Mx1 wird dabei durch eine Selbstassemblierungsdoméne (SAS)
vermittelt (Nakayama et al., 1993), fiir IIGP und die anderen 47 kDa GTPase
Familienmitglieder konnten Doménen mit analoger Funktion bisher nicht identifiziert
werden. Die Féahigkeit der Mx-GTPasen zur Oligomerisierung ist unmittelbar mit ihrer
antiviralen Aktivitdt verbunden (Kochs et al., 2002). Ein Modell fiir die Wirkungsweise
der GTPase MxA schlédgt vor, dass in nicht-infizierten Wirtszellen die Aggregate aus
MxA-Homo-Oligomeren einen Speicherort fiir die funktionell inaktive Mx-GTPase
bilden. Aus diesen Aggregaten 16sen sich in Virus-infizierten Zellen funktionell aktive
Monomere, die an viralen Komponenten wie dem Nukleokapsid binden. Durch die
Rekrutierung weiterer MxA-Monomere zu diesem GTPase-Virus-Komplex wird der
intrazellulare Transport des Virus und demzufolge seine Replikation unterbunden. Eine
derartige direkte Interaktion mit Komponenten von Pathogenen wurde bisher fiir die
47kDa GTPasen nicht gezeigt. Es ist wahrscheinlicher, dass der molekularer
Wirkungsmechanismus dieser GTPase Familie in unmittelbarem Zusammenhang mit

ithrer Membranassoziation steht. Die durchgefiihrten Untersuchungen von
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angereicherten intrazelluliren Membranen zeigen, dass das ektopisch exprimierte IIGP
in seiner GTP-gebundenen Form an die Membranen bindet. Die Immun-EM-Analysen
der NIH/3T3-Transfektanden konnten eine Membranssoziation von IIGP aufgrund der
schwachen Strukturerhaltung zwar nicht eindeutig nachweisen, die streng lineare
Anordnung der IIGP-Signale in Angrenzung zum Nukleus sind jedoch ein deutlicher
Hinweis auf eine Assoziation mit den ER- bzw. Golgi-Membranen, wie sie in den

konfokalen Analysen von endogenem IIGP detektiert wurde.

In den konventionellen EM-Analysen der [IGP-Transfektanden wurde eine signifikante
grofBlumige Expansion des ER detektiert. Ektopisches IIGP scheint in diesen Zellen eine
Subkompartimentalisierung des ER zu induzieren. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
dass die mit Membranen assoziierten IIGP-Aggregate als ,,Mechano-Enzyme* wirken
konnten, dhnlich den fiir Dynamine vorgeschlagenen Wirkungsmechanismen (Praefcke
und McMahon, 2004). Humanes Dynamin 1 (hDynl) und das Dynamin verwandte
Homolog Protein 1 (hDrpl) werden konstitutiv exprimiert und sind in Prozesse des
intrazelluldren Membrantransports und der Membranumstrukturierung involviert
(Danino und Hinshaw, 2001; Schmid et al., 1998). Obwohl der genaue molekulare
Wirkungsmechanismus von Dynaminen noch ungeklért ist, ist anhand der verfiigbaren
Daten anzunehmen, dass sie die treibende physikalische Kraft fiir die Ausbildung von
Vesikeln erzeugen, indem sie nach ihrer Bindung an die Membranen in Abhdngigkeit
ihrer GTPase-Aktivitdt oligomerisieren und die Membranen zusammendriicken und
durchtrennen (McNiven et al., 2000). Moglicherweise verfligt die membranassoziierte
GTPase IIGP iiber eine dhnliche Funktionalitit, sobald sie oligomerisiert und Aggregate
ausbildet.

Der scheinbare Widerspruch, dass in NIH/3T3 Zellen nur das ektopische IIGP, nicht
jedoch das nach IFN-y Stimulation exprimierte endogene IIGP, eine Fiahigkeit zur
Oligomerisierung zeigte, konnte sich auf den unterschiedlichen Immunstatus dieser
Zellen zuriickfiihren lassen. Offensichtlich benétigt die normalerweise durch IFN-y
induzierte GTPase IIGP fiir die Rekrutierung an ER- und Golgi-Membranen weitere
IFN-y abhéngige Faktoren, die in den nicht stimulierten IIGP-Transfektanden fehlen. In
dieser Situation konnte dann die biochemische FEigenschaft von IIGP zur

Oligomerisierung iiberwiegen und zur beobachteten Aggregatbildung fithren. Diese
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Hypothese wird durch den Befund gestiitzt, dass die Stimulation der
IIGP-Transfektanden mit IFN-y die IIGP-Aggregate in kleine, vesikuldre Strukturen
aufloste und neu verteilte, ohne dass sich die in den Zellen vorhandene
[IGP-Proteinmenge  verdnderte. =~ Die in  dieser  Arbeit identifizierten
[IGP-Interaktionspartner konnen diejenigen Faktoren, die fiir die Verteilung von IIGP in
IFN-stimulierten Zellen erforderlich sind, nicht reprdsentieren, denn ihre Expression
wird zum jetzigen Kenntnisstand nicht durch Interferone reguliert. Demzufolge
existieren moglicherweise weitere, noch nicht identifizierte IFN-regulierte

[IGP-Interaktionspartner fiir [IGP.

Offensichtlich besitzen auch andere 47 kDa GTPase Familienmitglieder das Potenzial,
Aggregate auszubilden. In konfokal-mikroskopischen Analysen von IFN-y stimulierten
IIGP-Transfektanden konnten IGTP-Aggregate detektiert werden, mit den vesikuldren
[IGP-Aggregaten partiell kolokalisierten. Diese Kolokalisation konnte auf eine
physikalische Interaktion beider GTPasen zuriickzufiihren sein, die im Einklang mit
dem postulierten interfamilidren Interaktionspotential der 47 kDa GTPasen stehen
wiirde. Die kolokalisierenden IIGP und IGTP Aggregate konnten auch ein Hinweis
darauf sein, dass beide GTPasen mit identischen intrazelluliren Komponenten

interagieren oder sich intrazelluldre Prozesswege teilen.

Die beobachtete Ausbildung von IIGP-Aggregaten in IFN-y stimulierten und mit
T. gondii infizierten NIH/3T3 Fibroblasten belegt, dass auch endogenes IIGP
grundsitzlich oligomerisieren kann. In den mit 7. gondii infizierten Fibroblasten
akkumulierten IIGP-Aggregate in der Ndhe der parasitophoren Vakuolen und schienen
mit deren Membranen zu assoziieren. Die Grofle und Form dieser Einzelaggregate
dhnelte den  aufgelosten IIGP-Aggregaten in den IFN-y  stimulierten
[IGP-Transfektanden. Dieser Befund ist ein signifikanter Hinweis darauf, dass die
Aggregatbildung nicht nur eine generelle strukturelle Charakteristik von IIGP ist,
sondern in infizierten Wirtszellen eine Funktionalitit in-vivo besitzen konnte.
Moglicherweise reflektiert oligomerisiertes IIGP die funktionell aktive und fiir die
Abwehr intrazelluldrer Pathogene relevante Form von IIGP. IIGP als ER-assoziierte
GTPase ist pradestiniert fir die Ausiibung von antiparasitiren Effektormechansimen

gegen den intrazelluldren Parasiten 7. gondii, denn die parasitophoren Vakuolen sind
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von ER-Membranen umhiillt und stehen mit diesem Organell in direktem Kontakt
(Sibley, 2003). Die Akkumulation von IIGP an diesen Vakuolen kann nicht auf eine
Kontraktion des ER zuriickgefiihrt werden, denn die Struktur des ER bleibt wéhrend der
Infektion der Wirtszelle strukturell unverdndert (L. Sibley, personliche Mitteilung).
Eine rdumliche Verdriangung des ER durch die Vakuolen erscheint als Ursache fiir die
Ausbildung der detektierten IIGP-Signale nicht plausibel. Moglicherweise beruht der
Effektormechanismus von IIGP darauf, dass zu ER-assoziiertem IIGP-Protein an den
Kontaktstellen zwischen ER und der parasitophoren Vakuole sukzessive weiteres
IIGP-Protein aktiv rekrutiert wird, dort akkumuliert und funktionell aktive
IIGP-Oligomere ausbildet, die schlieflich mit den Vakuolenmembranen interferieren.
Die Beobachtung, dass nach 24 Stunden einer 7. gondii Infektion von Fibroblasten kein
IIGP detektiert werden konnte, ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass der
Erreger mit den IFN-y-Signalwegen interferiert und die Neusynthese von IIGP
verhindert. Denkbar ist auch, dass 7. gondii noch nicht bekannte Prozesse aktiviert, die
eine spezifische Degradation des immunrelevanten IIGPs induzieren. Die
[IGP-Transfektanden wurden ebenso effizient mit 7. gondii infiziert wie normale
NIH/3T3 Fibroblasten, woraus sich schliefen ldsst, dass IIGP seclbst ohne weitere
intrazelluldare Faktoren keinen Infektionsschutz gegen diesen Erreger etablieren kann.
Die Etablierung eines zelluldren Resistenzmodus scheint in Fibroblasten (im Gegensatz
zu Makrophagen; personliche Mitteilung von L. Sibley) neben IFN-y weitere Faktoren
wie z.B. TNF-a zu benétigen, denn die alleinige Stimulation der Fibroblasten mit IFN-y
zeigte weder einen Einfluss auf die Infektionsrate, noch auf die Replikationszeit von

T. gondii in den infizierten Zellen.
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6 Zusammenfassung

Innerhalb der angeborenen Immunabwehr gegen intrazelluldr replizierende Erreger
induzieren Interferone in nahezu jeder Korperzelle spezifische Resistenzprogramme, die
unabhéngig von extrazelluliren Komponenten des Immunsystems agieren, sozusagen
»zellautonom® erfolgen. Es gibt inzwischen signifikante Belege dafiir, dass die
Mitglieder der vorrangig durch Interferon-y induzierten 47 kDa GTPase Familie
wesentliche Komponenten dieser zellautonomen Abwehrprogramme darstellen und
essentiell zur Resistenz des Wirtsorganismus gegen intrazelluldre bakterielle und

parasitére Erreger beitragen.

Die molekularen Mechanismen, die der antimikrobiellen Wirkung der 47 kDa GTPasen
zugrunde liegen, sind bislang unbekannt. Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand deshalb
darin, mit einer molekularen Charakterisierung der 47 kDa GTPasen Einblicke in ihre
Wirkungsweise und diejenigen Prozesse zu erlangen, innerhalb der sie ihre Funktion

ausuben.

Ausgehend von der Annahme, dass 47 kDa GTPasen analog zu klassischen GTPasen
mit anderen Proteinen interagieren, wurden in dieser Arbeit mit einem Hefe-
Interaktionssystem erstmals Protein-Interaktionspartner filir einzelne Mitglieder der
47 kDa GTPasen identifiziert. Exemplarisch wurde die Interaktion des in unserem
Labor klonierten Familienmitglieds IIGP und dem erst vor kurzem identifizierten
hook3 Protein (mHk3) detailliert untersucht. Mit unterschiedlichen biochemischen
Methoden konnte die physikalische Interaktion zwischen IIGP und mHk3 bestdtigt
werden und die fiir die Interaktion relevanten Bereiche beider Proteine identifiziert
werden. Es zeigte sich, dass mHk3 spezifisch mit IIGP und keinem anderen Mitglied
der 47 kDa GTPase Familie interagiert und die Interaktion in Abhéngigkeit des
GTP-gebundenen, aktiven Zustands von IIGP erfolgt.

Hook3 vermittelt eine Assoziation von Organellmembranen mit Mikrotubuli und wird
als ein Faktor diskutiert, der membranabhidngige Transportprozesse steuert und
offensichtlich in den gerichteten intrazelluldren Vesikeltransport involviert ist. Die
Befunde der konfokal-mikroskopischen Analysen deuten darauf hin, dass die
Interaktion zwischen IIGP und mHk3 an den Strukturen des Golgi-Apparats bzw. an

noch nicht ndher charakterisierten vesikuldren Strukturen in der Zellperipherie
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stattfindet. Diese Befunde legen nahe, dass die 47 kDa GTPasen generell am Transport
oder der Modifikation von Membranen beteiligt sein konnten. Damit hitten sie das
Potential, gegen die Erreger gerichtete, immunrelevante Abwehrmechanismen an der
Vakuolenmembran zu vermitteln, die die Schnittstelle zwischen dem internalisiertem
Erreger und der Wirtszelle darstellt. Im Einklang mit diesem Konzept konnte nach einer
in-vitro Infektion von Mausfibroblasten mit dem Erreger Toxoplasma gondii an den

Pathogenvakuolen die GTPase IIGP detektiert werden.

In Mausfibroblasten, die IIGP ektopisch exprimieren, bildet [IGP in Abhangigkeit der
GTPase-Aktivitit groBe perinukledre Proteinaggregate aus, bei denen es sich
offensichtlich nicht um typische Aggresomen aus aberrant gefaltetem Protein handelt.
Interessanterweise l0st eine Stimulation dieser Zellen mit Interferon-y die IIGP-
Aggregate auf, was nahe legt, dass fiir die Rekrutierung oder Bindung von IIGP an die
Membranen des ER und des Golgi-Apparats weitere IFN-abhingige Faktoren bendtigt
werden. Elektronenmikroskopische Analysen zeigten, dass die ektopische Expression
von IIGP zu einer Deformation bzw. Kompartimentalisierung des ER fiihrt. In IFN-y
stimulierten Fibroblasten, die mit Toxoplasma gondii Erregern infiziert wurden, konnte
in der frilhen Infektionsphase eine dhnliche Aggregatbildung von endogenem IIGP
beobachtet werden. Die Ausbildung dieser makromolekularen Strukturen steht im
Einklang mit dem Oligomerisierungspotential von IIGP. Zum jetzigen Zeitpunkt ist
jedoch ungeklért, inwieweit die Fahigkeit von IIGP zur Oligomerisierung fiir eine
Vermittlung von Resistenzmechanismen gegen intrazelluldre Erreger von Relevanz sein

konnte.

Die Befunde der Hefe-Interaktionsanalysen deuten darauf hin, dass neben IIGP auch
andere Familienmitglieder der 47 kDa GTPasen oligomerisieren konnen und
offensichtlich auch zu interfamilidren Protein-Interaktionen befdhigt sind.
Moglicherweise existiert zwischen den 47 kDa GTPasen ein komplexes

Interaktionsnetzwerk, das ihre immunrelevanten Funktionen bestimmt.

Neben der detailliert untersuchten Interaktion zwischen IIGP und mHk3 lassen sich von
den weiterhin identifizierten Protein-Interaktionspartnern Funktionsmodelle fiir die
47 kDa GTPasen ableiten, die in dieser Arbeit eingehend diskutiert werden. Diese
Molekiile konnten den Ausgangspunkt fiir zukiinftige Forschungsarbeiten zum

molekularen Wirkungsmechanismus der 47 kDa GTPasen darstellen.
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Summary

Innate immunity against intracellular pathogens is
critically determined by an as yet unknown interferon
(IFN)-inducible mechanism exerted by members of the 47
kDa GTPase family. The association of IGTP and IIGP
with  membranous compartments, the endoplasmic
reticulum and, in addition in case of IIGP, the Golgi,
implicate these GTPases in intracellular membrane
trafficking or processing. We identified the cytoplasmic
linker molecule hook3 as an interactor for IIGP by yeast
two-hybrid screening. The physical complex between these
molecules was present in lysates of IRNstimulated
macrophages as demonstrated by co-immunoprecipitation.
Only a minor subfraction of total cellular IIGP or hook3
was co-purified, indicating that this interaction is either
transient and/or involves distinct subpopulations of the

total cellular pools of these molecules. Binding of IIGP to
hook3 depends on a GTP-bound conformation. Hook3 is
a microtubule-binding protein which participates in the
organization of the cis-Golgi compartment. Both proteins
were detected in the Golgi-membrane-enriched fraction
upon subcellular fractionation. Apart from the Golgi
localization of both proteins, hook3 was detected in
perinuclear regions in close spatial proximity to lIGP,
associated with the endoplasmic reticulum. Our
experiments identify hook3 as the first cooperation partner
of a member of the 47 kDa GTPase protein family and
indicate that hook3 links in an IFNy-inducible fashion to
cytoskeleton-based membrane trafficking.

Key words: GTPase, Innate immunity, Golgi, Microtubule

Introduction

resistance to a variety of RNA viruses, influenza being one of

Multiple effector mechanisms of the innate immune system aféle most prominent examples (Samuel, 2001; Haller and
directed against pathogens present in the extracellular spat&@chs, 2002). Antiviral activity has recently been attributed to
Neutralization by antibodies, complement mediated lysis, ofuman GBP1, a member of the 65 kDa GBP family (Anderson
opsonization, restrict pathogen number and spread (Janewglal., 1999). The 47 kDa GTPase family comprises, to date,
et al, 2001). However, successful cellular invasion an@ix genes, namely IGTP, TGTP, LRG-47, IRG-47, GTPI and
subsequent productive replication are inherent to intracelluldtGP, which are strongly induced by IFNs in hematopoietic as
pathogens as are multiple intracellular defense mechanisms ¥l as non-hematopoietic cells (Gilly and Wall, 1992; Carlow
the side of the host cells. In this regard, the profound role ¢t al., 1995; Lafuse et al., 1995; Sorace et al., 1995; Taylor et
nitric oxide (Bogdan, 1997; Nathan and Shiloh, 2000), an@l., 1996; Boehm et al., 1998; Zerrahn et al., 2002). The
reactive oxygen intermediates (Kaufmann, 1999; Nathan argignificance of some members of this GTPase protein family
Shiloh, 2000), iron availability (Lieu et al., 2001), indoleaminein immunity against intracellular pathogens has been revealed
2,3-dioxygenase (IDO) mediated tryptophan starvation (Tayloby analysis of knockout (KO) mouse strains. Deficiency of
and Feng, 1991), activation of the double-stranded RNAIGTP or LRG-47 renders mice highly susceptible to infection
dependent protein kinase (PKR) (Stark et al., 1998; Samusljth Toxoplasma gondiiuring the acute phase, while IRG-47
2001) or of the 2,5-oligoadenylate synthetase/RNaseL-systepontributes to defense during the chronic phase (Taylor et al.,
(Stark et al., 1998; Samuel, 2001) in antimicrobial or antiviraR000; Collazo et al., 2001). Interestingly, LRG-47-deficient
defense at the cellular level are well acknowledged. Thed6O mice succumb to sublethal infection withisteria
intracellular effector mechanisms are not constitutively activenonocytogeneswhile IGTP or IRG-47 are apparently not
but rather are induced upon recognition of pathogen-specifessential to resolve this infection. In contrast, all 47 kDa
structures or stimulation by interferons (IFN) (Boehm et al. GTPase-deficient KO mice display normal resistance to murine
1997). CMV (Taylor et al., 2000; Collazo et al., 2001). This
Among the numerous genes that are induced by IFNs arbfferential contribution to defense against different
members of three protein families with GTPase activity, whichntracellular pathogens suggests that the 47 kDa GTPases (i)
participate in distinct intracellular defense mechanisms: thperform distinct functions, (ii) exert them in a cell type-specific
Mx proteins, the 65kDa guanylate-binding proteins (GBP), anfashion or (iii) underlie differential regulation. So far, type |
the 47kDa GTPase protein family. The Mx proteins confeand type Il IFNs seem to be the prime inducers of expression
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(Gilly and Wall, 1992; Carlow et al., 1995; Lafuse et al., 1995Materials and Methods

Sorace et al., 1995; Taylor et al., 1996; Boehm et al., 1998ells, reagents and antibodies

Zerrahn et al., 2002). Consistent with this IIGP is onlyBone marrow-derived macrophages (BMM) from C57BL/6 mice
transiently expressed in the spleen during the early phase Wére prepared as described elsewhere (Falk and Vogel, 1990) and used
infection with L. monocytogenegZerrahn et al., 2002). for all experiments at days 6-9. The BMM were cultured in
Marginal metallophilic macrophages and endothelial cell®ulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Biochrom, Berlin,
throughout the spleen strongly express IIGP. A cell typeGermqny) supple.mented with 10% heat-inactivated FCS, 20% L cell-
specific aspect of the effector mechanism mediated by IGT#enditioned medium, 610> M 2-ME, 20 mM Hepes, 2 mM L-

was recently revealed by analysis of IGTP-deficient astrocyteutamine, 1 mM sodium pyruvate and antibiotics. BMM were
infected withT. gondii(Halonen et al., 2001). While growth of stimulated overnight with 1000 U /ml recombinant murine JFN

e n D RS . . (Strathmann Biotech, Hannover, Germany). For microtubule
T. gondiiis significantly inhibited in wild-type cells upon IFN depolymerization, cells were treated withu§/ml nocodazole (NZ)

stimulation, the pathogen multiplies almost unrestrictedly inor 1 hour. Antibodies used were: anti-lIGP mAb 5D9 (Zerrahn et al.,
IGTP-deficient astrocytes (Halonen et al., 2001). This i$002), ER-specific anti-calnexin rabbit serum (Stressgene, Victoria,
consistent with previous results, that cellular resistance afanada), anti-Golgi 58K mAb 58K-9 (Sigma, Missouri, USA), anti-
murine astrocytes is independent from nitric oxide, reactive-tubulin mAb DM1A (Sigma, Missouri, USA), anti-IGTP mAb
oxygen and tryptophan metabolism, which contributeclone 7 (Becton Dickinson, #610880), cis-Golgi-specific anti-GM130
efficiently to inhibition ofT. gondiiin other cell types (Halonen (BD Transduction Lab., Heidelberg, Germany), rabbit anti-
and Weiss, 2000). Furthermore, IGTP function in noninannosidase (kindly provided by Dr A. Haas, University of Bonn,
hematopoietic cells is essential for immunity agaihgiondii ~ Sermany) and affinity-purified rabbit anti-hook3 serum  (kindly
(Collazo et al., 2002)Conceptually, these findings suggest a'orov'deOI by Dr H. Krahmer, University of Texas, USA).

cell type-specific role of IGTP or its cognates in defense

against intracellular pathogens. The effector mechanism(§onstructs

mediated by these 47 kDa GTPases are apparently operativerae full-length, and the deletion variants, encoding cDNAs of the 47
the intracellular level. This is in line with uncompromised overtkDa GTPases IIGP, IGTP, GTPI, LRG-47, IRG-47 or of murine hook3
immune parameters (IL-12, NO, TNF- T and NK cell Wwere generated by PCR using cDNA derived fromyHshimulated
function) in 47 kDa GTPase-deficient KO mice upon infectionC57BL/6 BMM and gene-specific primers including restriction sites
(Taylor et al., 2000; Collazo et al., 2001). suited for subcloning into the yeast binding domain vector pGILDA

. lontech) or activation domain vector pB42AD (Clontech),
th HOW?Ver’l th? actgal natu:cetr(])f theGe_If_fgctor mechgnlsmlgs) a respectively. A GTPase-negative [IGP mutant was generated that was
e molecular function(s) of these ases remain unknoWlyijar 1o a variety of described and well-characterized GTPase

T. gondiiresides permanently in ahd monocytogenegery  ptants. A serine/threonine to asparagine exchange in the last position
rapidly transits, membranous compartments within the hosj the P-loop sequence leads to the generation of variants that are
cell. The 47 kDa GTPases seem to localize to intracellulagssumed to be locked in a GDP-bound conformation (Dugan et al.,
membranes: IGTP is associated with the endoplasmit995; Taylor et al., 1997; Feig, 1999). Accordingly, the mutant
reticulum (ER) (Taylor et al., 1997) and for IIGP, a significantlGP_S83N, was generated by site-specific mutation introduced by
subcellular fraction localizes to the Golgi apparatus irpverlap extension PCR using wild-type IGP cDNA as substrate. The
addition (Zerrahn et al., 2002). Hence it is tempting tgPverlap extension primers were-BCAGGGAAGAACAGCTT-
speculate that these GTPases patrticipate in the modulation g@TCAATACCCTGAG and SATGAAGCTGITCTTCCCTGAT-

; : . CGTCTCC with the altered sequences underlinedE.lrcoli
intracellular membrane-dependent processes, like vesicul lpressed recombinant IIGP._S83N protein proved fo be GTPase

trafficking, vesicular cargo specification, or interactions Wlthnegaﬁve in contrast to wild-type IIGP protein (data not shown). The

components of the pathogen-containing vacuolar membrangeqrity of all constructs was verified by sequencing. The following
In general, GTPases act as molecular switches that adagimmercial control plasmids were used: pRHFM1, encoding a LexA-

either a GTP- or GDP-bound conformational state, therebyomeodomain of bicoid fusion (OriGene, Rockville, USA), pEG202-
modulating downstream events by differential interactionsvax, encoding a LexA-Max fusion (Origene, Rockville, USA),
with other effector proteins (Vetter and Wittinghofer, 2001).pLexA-Lam, encoding a lexA-lamin fusion (Clontech), pLexA-53,
Elucidation of the actual molecular processes will provideencoding a lexA-p53 fusion (Clontech), p4A2AD-T, encoding a acidic
deeper insights into the role of the 47 kDa GTPases in tH¢tivator B42-SV40 large T antigen fusion (Clontech).
innate immune defense against intracellular pathogens on the
subcellular level. Yeast-two hybrid screen

We report here, that IIGP physically interacts with theror the yeast-two hybrid screening the Matchmaker LexA-system
partially Golgi-associated murine hook3 protein, a member ofClontech, Palo Alto, USA) was used. In principle, technical procedures
the recently identified family of microtubule-binding proteinswere performed as recommended by the manufacturer. The yeast
(Walenta et al., 2001). The interaction of IIGP with a potentiateporter strain EGY48(p8op-lacZ), which contains the independent
cytoplasmic linker protein, which dynamically connectsreporter genefacZ andLEU2 downstream of a binding sequence for
defined membrane compartments to microtubules, is not 0n|.y3>.<A, was transformec_l with the pGilda-lIGP construct. Th.e Igvel of
consistent with previous notions about a role of the 47 kDSion protein expression, autonomous reporter gene activation, and
GTPases in membrane-associated processes (Taylor et XA operator binding indicative for nuclear transport of the fusion

i . . protein were validated prior library screening as described by the
1997; Zerrahn et al,, 2002) but it also represents the fir anufacturer. A murine CB4T cell cDNA library constructed in the

evidence that GTPase family members participate in processgsor piG4-5 (kindly provided by Dr V. R. Prasad, Albert Einstein
underlying differential membrane trafficking. This mechanismcojlege of Medicine, New York) was transformed by standard lithium
could form the basis for the functions exerted by IIGP, whichacetate technique into pGILDA IIGP harboring EGY48(p8op-lacZ)
lead to defense against intracellular pathogens. yeast. Plasmid amplification was achieved by incubation of the
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cotransformants in glucose containing synthetic medium lacking?BS for 15 minutes, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS
histidine, uracil and tryptophan for 2 hours at 30°C. To get rid of tracéor 10 minutes, and blocked with 10% goat serump@nl anti-Fc
amounts of glucose the double transformants were extensively washegteptor mAb 2.4G2, 1% BSA, 0.05% Tween 20 in PBS for 30
and afterwards plated on galactose/raffinose-containing synthetiminutes. The cells were then incubated for 30 minutes with anti-lIIGP
induction medium lacking histidine, leucine, tryptophan and uracilmAb 5D9 and rabbit anti-hook3 serum in blocking solution.
Leut colonies were propagated on glucose-containing selective mediuBubsequently, the cells were incubated with Cy2-conjugated goat anti-
and tested for Leu prototrophy aledZ activity by replica-plating on  rabbit IgG/IgM or Cy3-conjugated donkey anti-mouse IgG/IgM
galactose/raffinose-containing selective medium with X-gal and BUDianova, Hamburg, Germany). Between these individual steps the
salts (25 mM NgHPQ4, 25 mM NaHPQs, pH 7.0) for3-galactosidase  cell were extensively washed with 0.05% Tween 20 in PBS. After
activity detection. Plasmids from L&+gal® colonies were isolated and mounting in mowiol, the cells were analyzed with a Leica TCS-SP
transformed intd. colistrain KC8 to rescue the pJG4-5-derived library confocal laser scanner (Leica, Deerfield, USA) equipped with a
plasmids. The recovered plasmids were used to retransfor@MIRB microscope (Leica). Individual scans were analyzed using the
EGY48(p8op-lacz)-containing pGILDA_IIGP and the transformantsTCS-NT software and Adobe Photoshop (Adobe Systems, Mountain
were validated for interaction by plating on selective mediumView, USA).
monitoring growth on leucine-deficient medium ghdalactosidase
activity. The cDNA inserts from specific clones confirming the*Beu Su]bcellular fractionation

Ii

gal* phenotype upon re-analysis, were sequenced. Subsequent con'&o | d i BMM stimulated
experiments, for analysis of the specificity of interaction in yeast, a5 po_st-r?uc .eﬁ“ 1gggebnalt't:ant |W§|l's|'1 prhepare drom“ stlmuhatoel
well as further analytical experiments were performed accordingly. AIPVErnight wit Mml. The harvested cells were washe
pGILDA-, pJG4-5- or pB42AD-based constructs were controlled tgwice with ice-cold .PBS' Upon cen_trlfugatlon the cell pellet was
drive expression of the respective fusion proteins in yeast EGY48 nlt\l/lyl\r/lesgspendequ 38 rgghyagté’“éc buffer (10 mclj\/l r']"epe”s’ pH 7.5,
western blot analysis using either an anti-LexA or an anti-HA mAb- ™ I gCh), cegtr:ﬂu_ge 2( I@J ' T]lnutes),. aT) ]Ef e cel ﬁ"f{go
(Clontech, Palo Alto, USA)[-Galactosidase activities, reflecting gently r_eSLgs_pen e#AlgﬂgmM_lce-cq Usﬁjotor}lc”u er wit d
strength of the interactions, were determined by a liquid culture assa ni:lol\tlorF]’ll\rJl é;%rzg’incdbate p fo:rsgomuirrl{utes 3;ﬁgem Cgﬁgem?enrrg @rs]e d by
ing ONP rtho-nitrophenf3-D-gal ranosi r . X " : . :
using ONPG (ortho-nitrophenf3-D-galactopyranoside) as substrate as -20 strokes with a tight-fitting Dounce homogenizer until

recommended by the manufacturer (Clontech yeast protocol handbook): . v 90% of th I broken. A iously d ibed
Briefly, 5 ml galactose/raffinose-containing induction medium lacking?PProximately 90% of the cells were broken. A previously describe
histidine, tryptophan and uracil were inoculated to ansd@.3-0.5 modified fractionation protocol was applied, suited for enrichment of

with individual cotransformants which were grown on plates withSOIUbIe cytosolic, plasma, Golgi and ER membrane protein fractions

e : ; ; St idugiriene and Menon, 1993). The lysate was cleared by
glucose-containing selective medium lacking histidine, tryptophan an/1du ) ; o
uracil. After incubation for 5 hours at 30°C with shaking, suspension§€ntrifugation at 100@ for 5 mlnoutes at 4°C and the post-nuclear
in mid-log phase were normalized to @B=0.5 and 1 ml aliquots were supernatant was adjusted to 8.5% sucrose followed by centrifugation

assaved at 30°C in triplicatB-qalactosidase activity was expressed in &t 10,0009 for 15 minutes at 4°.C. The resulting supernatant was
Msille?/Units (Mille: 153'?2') ;ﬁ? assayssl were repl)\geﬁgtvi t?Nichp. S ! layered on a sucrose step gradient of 20%, 30% and 38% sucrose

solution layers. The sucrose solutions contained 10 mM Hepes, pH
7.5, and 1 mM MgCl Subcellular fractionation was achieved by
Immunoprecipitation ultracentrifugation at 100,0Qffor 2 hours at 4°C. Five fractions were

IFNy-stimulated and non-stimulated BMM were dislodged from petritaken: fraction |, the 8.5% sucrose layer, fraction II, the 20% sucrose

dishes by incubation in cold PBS with 0.5 mM EDTA. The cells wer ayer, fraction lll, the interphase between the 20% and 30% sucrose
washed twice with ice-cold PBS and after centrifugation the cell pellef@Yers: fraction 1V, the interphase between the 30% and 38% sucrose
were resuspended in lysis buffer (120 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, p ayers and the pellet was d(_aS|gnate_d fraction V. The |nd_|V|duaI

7.4, 1.5 mM MgC4, 1 mM EGTA, 10% glycerol 1’0 mM CHAPS ar’wd fractions were subsequently diluted with 8.5% sucrose solution and

protease inhibitors). After incubation on ice for 30 minutes the insolublgf% rcglLLga:sn;?ffigl _‘If‘;]"’gprgfgt‘ée\zlz‘iebé;‘lljt;g‘;?%tg;ﬁlﬁiﬁ?ﬁ;;toﬁi(lo'OOO
material was pelleted by centrifugation at 16 r 30 minutes at . ! . .
b Y 9 0o uffer and the protein content was determined with the BCA Protein

4°C. The purified lysates were divided into the number of aliquots (0.‘% X ]
ml/aliquot) needed. The lysates were pre-cleared by incubation withSS2y Réagent (Pierce, Bonn; Germany). For subsequent SDS-PAGE
and western blot analysis, 1@ total protein of each fraction were

either 10ug irrelevant murine Ig&k antibody or rabbit pre-immune . - o
serum and 100l protein-G Sepharose (Pharmacia, Uppsalla, Swedeﬂfaded per lane. The blots were probed with primary antibodies

for 30 minutes at 4°C. After centrifugation, individual lysates wereSP€Cific against IIGP, IGTRtubulin, mHk3, Golgi-58K or calnexin.
left on ice or incubated for 30 minutes at 32°C with 1 mM (f_C.)Secondary reagents used were either peroxidase-conjugated goat anti-

GTPy-S or GDPB-S (Sigma, Missouri, USA) prior to specific mouse IgG or goat anti-rabbit IgG (Dianova, Hamburg, Germany).
immunoprecipitation. Subsequently, murine hook3 or IIGP proteins

were immunoprecipitated from the pre-cleared lysates by addition qfiesults

10 pug anti-IGP mAb 5D9 or affinity purified rabbit anti-hook3 serum, L . . .

respectively, and 10l protein-G Sepharose slurry. After incubation !dentification of hook3 as IIGP interacting protein

for 1 hour at 4°C the beads were pelleted and washed five times with order to identify cellular proteins that interact with the 47
lysis buffer and once with PBS. Immune complexes were eluted witkDa GTPase IIGP we employed a yeast two-hybrid screen with
0.5 ml 6.25 mM Tris-HCI, pH 6.8, SDS, 5% 2-ME at 37°C for 45the complete protein sequence of IIGP fused to the lexA-
minutes. Subsequently, the eluates were lyophilized, resuspendedyfhding domain as bait and a CDZ cell-derived cDNA

wégtgﬁlnhﬁmi’;% ;%’sg\,‘yg‘g%égz‘r’ rr%el\c?ic 22;3#:;"?3-Saaséfﬁﬁié‘g%brary as prey. After re-transformation into the yeast reporter
(Harlow and Lane, 1988) and the blots were developed with ECL-fraln and positive indication of interaction (Etpal’), the

western blot detection reagents (Amersham, Buckinghamshire, UK)_scre_ening led to f{he identificatior_l of a cDNA encoding a
portion of the murine hook3 protein. The human homologue

of hook3 (hHk3) was recently described as a constitutively
Microscopy expressed, microtubule-binding protein (Walenta et al., 2001).
IFNy-activated BMM were fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde in The conserved N-terminal domain is involved in binding to
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A. Fig. 1. Yeast two-hybrid interaction between

BD AD Leu/lacz | BD ‘ AD Leu/lacz IIGP and mHk3. A, The interaction between
IIGP, the GTPase negative mutant IGP_S83N,

IGP mHK3 ¥ LRG-47 mHk3 B} controls (laminProsophilaBicoid) or the other
IGP S&BN | mHK3 B, IRG-47 mHk3 _ members of the 47 kDa GTPase protein family
nGp - - TGTP mHk3 - and full-length mHk3 were analyzed by growth
- mHk3 - IGTP mHK3 - on selective medium lacking leucine or facZ
lamin mHk3 - GTPI mHk3 - reporter activity. A Let-gal* (Leutlacz")
dros.bicoid | mHk3 - phenotype is indicated by +, while — indicates no

detectable reporter activity. (B) Schematic
depiction of the domains in mHk3. The N-

B. mHk3 terminal region (hatched) harbors a microtubule
binding domain. The four putative central coiled-
_ ) coil regions are indicated (dark gray) and the C
- - Interation terminus (dotted) depicts the region involved in
library_164573  + Golgi membrane association (Walenta et al.,
mHK3_166-671 + 2001). Truncated mutants of mHk3 were
mHK3 16645 R generated and analyzed for interaction with [IGP.
K ds06TL 4 B-Galactosidase activities, reflecting strength of
- the interactions, were determined by a liquid
I mHk3 166239 - culture assay and values are given in Miller
_—— mHk3_239-450 - Units. (C) Schematic depiction of IGP with the
— mHK3_450-625  + localization of the guanylate-binding domain
m— mHK3_625-671 - (black) indicated. Deletion variants of IGP were
200+ tested for interaction with full-length mHk3 by

=) growth on selective medium lacking leucine or

L for lacZ reporter activity. All analytical

= experiments were repeated twice with almost

;% 100 identical results.

[
o N ';' N ? j N T inactive GDP-bound conformation (Dugan et
SO S R al., 1995; Taylor et al., 1997; Feig, 1999), a
e T K seringz to asparagine exchange was

Aok (o introduced into the (phosphate-binding) P-

loop of IIGP. Analysis of the LexA-
C. GP IGP_S83N fusion revealed that this subtle

point mutation in the first of the three
characteristic elements of GTP-binding
interaction

proteins abrogated detectable interactions

11 GP_178415 - between IIGP and mHk3 (Fig. 1A). Thus,
I GP_54-415 + [IGP interacted in a conformation-dependent
I1GP_1-377 - fashion with mHk3, most likely when
1 GP_1-351 - present in a GTP-bound conformation.
Il GP_1-252 - Furthermore, analysis of the other 47 kDa

GTPase family members for interaction with

the hook3 protein revealed their inability to
microtubules. An extended coiled-coil motif characterizesind to mHk3 (Fig. 1A) demonstrating the specificity of the
the central domain of this molecule, which mediatednteraction between mHk3 and IIGP.
homodimerization, while the C-terminal part of this molecule Next, we tried to define more precisely the regions of mHk3
contributes to the subcellular localization. The cDNA sequencand IIGP involved in binding. The library-derived cDNA of
of murine hook3 (mHk3) was inferred by analysis of availablenHk3 encodes most of the central part of the molecule
EST and genomic sequence databases (NCBI; Celera) andnaluding the first three out of four putative coiled-coil
full-length mHk3 cDNA was cloned based on the databasdomains. Therefore, various deletion variants of mHKk3,
sequence information for further analysis (accession numbeepresenting the individual or consecutive putative coiled-coil
AY?223806). The complete hook3 protein and IIGP stronglydomains were tested for interaction with IIGP. Fusions
interacted with each other (Fig. 1A,B). In contrast, prototrophiharboring the third putative coiled-coil domain revealed
growth on induction medium lacking leucine dhdal activity  significant interactions (aa 450-625), while all other variants
was not observed when mHk3 or IIGP were expressed alonemained negative (Fig. 1B). This result points to the third
or mHk3 in combination with unrelated control bait proteins,putative coiled-coil domain of mHk3 as an integral part of the
such as lamin ProsophilaBicoid, p53 or Max (Fig. 1A). In interface that mediates binding to IIGP. Conversely, we
analogy to other well-characterized point mutations, lockingnalyzed terminal deletion variants of IIGP, because the
small GTPases such as p21 ras, rab proteins or IGTP into presence of functional modules distinct from the conserved
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guanylate-binding region within IIGP have not been reveale A.

so far. Deletion of the first 53 aa of IIGP had no effect. This

indicates that the N-terminal portion of the protein preceding WB: Hk3

the actual GTPase domain is irrelevant for mHk3 binding (Fig none  IFNy
1C). In contrast, increasing deletions of the C-terminal region - - GTPyS GDPPS total
of IIGP, including one comprising as few as the last 38 ac

completely abrogated the interaction with mHk3. However IP :ctrl

the complete region distal to the guanylate-binding domai :

failed to associate with mHI_<3, demon_strating that the last 3 IP :IIGP S o
aa of IIGP are not involved in mHk3 binding. Based on thes

results we assume that conformation-dependent binding

IIGP to mHk3 requires integrity of the complete GTPase B

protein, with the exception of its N-terminal 53 aa. Taker :

together, yeast-two hybrid analysis provides strong evidenc WB: IIGP

that the 47 kDa GTPase IIGP interacts in a specific an none  IFNy
conformation-dependent fashion with the central region o - -

mHk3. _
IP :ctrl. Caie J

Interaction between mHk3 and IIGP in vivo
— =

. . . ) . . IP :HK3
To verify that the interaction identified in yeast reflects
association between IIGP and mHk3 in vivo, we performeql—'ig. 2.Physical interaction of endogenous IIGP and mHKkS3.

co-immunoprecipitations to determine whether a physicajmmunoprecipitation of endogenous IIGP or mHk3 from lysates of
complex of endogenous [IGP and mHk3 is detectable in lysatésny-stimulated or non-stimulated BMM. (A) The lysates were pre-
of IFNy activated BMM. Western blot analysis revealed thecleared by immunoprecipitation with isotype matched control mAbs.
presence of mHk3 in immunoprecipitates from yF¢tivated  Subsequently, IIGP was immunoprecipitated with the anti-IIGP mAb
BMM using the anti-IIGP mAb 5D9 (Fig. 2). In contrast, the 5D9 either prior or after incubation for 30 min at 32°C with addition
constitutively expressed mHk3 was not detectable iPf GTRS or GDBS. Purified proteins were subjected to SDS-PAGE
immunoprecipitates from unstimulated BMM indicating thatand western blotting. Co-immunoprecipitated mHk3 was revealed
the protein was not unspecifically pulled down in lysates fron{Vith an affinity-purified rabbit anti-hook3 serum. (B) The lysates
IFNy-stimulated cells. Likewise, neither IIGP nor mHk3 were V'€ pre-cleared by use of a non-immune rabbit serum and mHk3

detected leari f the Ivsat ith irrel was subsequently purified from lysates of BMM stimulated with
etected upon pre-clearing of the lysates with irrelevanicy, or not. 11GP was revealed on western blots using the anti-lIGP

but isotype ~matched antibodies prior to  specificyap 5p9. To determine the total amount of IIGP (B) or mHK3 (A)
immunoprecipitation  (Fig. 2A,B). Reciprocal analysis recovered by specific immunoprecipitation, 1/5 of the samples that
confirmed the physical in vivo interaction between IIGP andvere probed for co-purification were analyzed in parallel by western
mHk3 in IFNy-activated BMM (Fig. 2B). The GTPase was co- blotting with the respective antibodies.
purified employing a polyclonal rabbit antiserum against
mHKk3. In comparison to the total amount of IGP or mHk3 o
present in the lysates, in both cases only a minor fraction wasibcellular localization
recovered in complexed form. We have previously shown that IIGP localizes to the ER of
Our interaction analysis in yeast provided evidence that IGIFFNy-stimulated cells (Zerrahn et al.,, 2002). In addition, a
binds to mHk3 in a conformation-dependent fashion. Bindingsignificant subcellular fraction is associated with the Golgi.
of the non-hydrolysable analogs GV#& or GDPB-S locks  The typical subcellular distribution of [IGP in Ifyhctivated
GTPases in distinct conformational states. FrequenthBMM analyzed by two-color confocal microscopy is shown in
adopting either a GTP-bound or GDP-bound conformatiorrig. 3A,D, revealing the reticulate distribution of IIGP
correlates with different functional properties. Therefore, wehroughout the cell reflecting its association with the ER.
assessed the influence of either GF®-or GDPB-S on the Colocalization of IIGP with the Golgi resident protein
interaction between IIGP and mHk3. Prior to specificmannosidase is evident in the perinuclear region (Fig. 4A-C).
immunoprecipitation, an excess of either non-hydrolysablé markedly defined accumulation of mHk3 in the same area is
analog was added to the lysates followed by incubation apparent (Fig. 3B,C,E,F), which is reminiscent of the position
32°C. Addition of GDPB-S induced complete dissociation of the microtubule organizing center (MTOC) and the Golgi
of the complex composed of mHk3 and IIGP (Fig. 2A). In(Fig. 4D-F). Furthermore, mHk3 was detected proximal to this
contrast, a comparable amount of mHk3 complexed to IIGP, aecumulation and in perinuclear regions in a fine reticulate to
revealed in untreated lysates, was detected upon addition wésicular pattern. Identical distribution and staining intensity
GTP+y-S (Fig. 2A). Hence a fraction of IIGP associated withof mHk3 was observed in BMM not stimulated with NA(data
mHk3 in IFNy-stimulated cells. The dissociation of the not shown), indicating that neither the expression level nor its
complex induced in the presence of GP#S-suggests, that the subcellular distribution overtly change upon stimulation with
interaction of IIGP with mHk3 is conformation dependent.IFNy. A fraction of hHk3 was found to be associated with the
This finding is consistent with our initial observation that thecis-Golgi compartment, and accumulated in a microtubule-
GTPase negative IIGP_S83N mutant did not interact witllependent way around the MTOC after disruption of the
mHk3 in the yeast-two hybrid analysis. Golgi compartment by brefeldin A (Walenta et al., 2001).

total
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Fig. 3. Subcellular localization of IIGP and mHk3 in
IFNy-stimulated BMM. The cells were stained with
the anti-lIGP mAb 5D9 revealing the typical
distribution of IIGP, which associates with the ER
and the Golgi (A,D). The localization of mHk3 was
revealed by employing an affinity-purified rabbit
anti-hook3 serum (B,E). Cy2- (mHk3) and Cy3-
(IIGP) labeled secondary reagents were used. In
murine BMM mHk3 strongly accumulated in a
juxtanuclear region reminiscent of the position of th
MTOC and Golgi. In addition, a reticulate staining
for mHk3 was observed in the perinuclear region.
Close spatial proximity of IGP and mHk3, which
partially colocalized, was evident in the merged
images (C,F).

Furthermore, cytoplasmic vesicles of unknown identity werewuclear lysate was fractionated on a 8.5, 20, 30, and 38%
labeled with hHk3-specific antibodies (Walenta et al., 2001)sucrose step gradient and individual fractions were analyzed
The strong juxtanuclear accumulation of mHk3 (Fig.by western blot analysis (Fig. 5). IGP was detected in fractions
3B,C,E,F) does not completely colocalize with IIGP. Rather, itl-IV, being most prominent in the fractions Il and IV. The
seems to be distinct from the defined localization of [IGP irGolgi enriched fractions, namely fraction Il and lll, were
this confined subcellular region. However, the alignment of thelentified with the anti-Golgi 58K mAb, detecting the Golgi-
reticulate and vesicular pattern of mHk3 in the perinucleaassociated protein formiminotransferase cyclodeaminase
region resembles the subcellular distribution of 1IGP(FTCD) (Bashour and Bloom, 1998; Gao et al., 1998). The ER-
suggesting close spatial proximity of both proteins (Fig. 3)enriched fractions IV and V were revealed by detection of the
Upon depolymerization of microtubules by nocodazole mucleR-resident membrane protein calnexin. Enrichment of IGP
of the hHk3 distributes throughout the cytoplasm (Fig. 4K,L)in fraction Ill and IV is in line with our previous finding that
and, as has been reported previously, is associated with tH&P not only associates with ER membranes but also with the
dispersed Golgi compartment (Walenta et al., 2001). IliGolgi (Zerrahn et al., 2002). The mHKk3 overlapped with 1IGP
contrast, association of IIGP with the Golgi seems to depend the dense Golgi-enriched fraction Il but was also present in
on an intact microtubule architecture, because colocalizatiosignificant amounts in the light Golgi-enriched fraction Il
of IGP with the Golgi markea-mannosidase was abrogated where only minute amounts of IIGP were found. In contrast to
by nocodazole (Fig. 4G-1). These findings suggest that thkGP, the 47 kDa GTPase cognate IGTP was identified only in
mode of Golgi association of IIGP and mHk3, is distinct andthe ER-enriched fractions, which is consistent with a previous
furthermore, that IIGP recruitment to the Golgi requiresreport (Taylor et al., 1997). Although both, IIGP and IGTP,
integrity of the microtubule network. Alternatively, but not associated with the ER, IIGP was not detected in fraction V.
mutually exclusively, IIGP and mHk3 interact in the moreThe reason for this differential distribution has not been further
distal perinuclear regions were the staining pattern of bothddressed, but it could reflect differential association of the
proteins significantly alignment to one another. While theseespective GTPases with ER membranes, the association with
observations provide further evidence for an interactiolER membranes with differing properties, or the association
between IIGP and mHk3, they are also consistent with ourith other non-ER dense membranes. Tdwubulin was
finding that only a minor fraction of mHk3 co-purifies in detected in almost all fractions, being most prominent in the
complex with [IGP. cytosolic/plasma membrane fraction I. While the latter most
likely includes soluble cytoplasmic and/or plasma membrane
associateda-tubulin, the presence in the other fractions
Subcellular fractionation except fraction V, indicates association with membranous
IIGP, IGTP and most likely the other 47 kDa GTPase cognatesompartments enriched in these fractions. Taken together,
associate with intracellular membranes, such as the ER aadalysis of the membrane-dependent subcellular distribution of
Golgi in case of IIGP (Zerrahn et al., 2002). Likewise, allGP and mHk3 reveals a subpopulation of both proteins in
fraction of hHk3 interacts with Golgi membranes and is preserGolgi membrane-enriched subcellular fractions.
in association with, as yet unidentified, vesicles (Walenta et al.,
2001). To gain further insights into the membrane-dependent )
subcellular localization of both proteins we analyzed theiPiscussion
distribution in enriched fractions of plasma, Golgi and EROur data demonstrate that IIGP, a member of the 47 kDa
membranes prepared from liFstimulated BMM. A post- GTPase family, which participates in defense against
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Fig. 4. Microtubule-dependent localization of
IIGP to the Golgi. (A) subfraction of IIGP (A,C)
localizes to the Golgi in IFdstimulated murine
BMM revealed by co-localization with the Golgi-
resident proteim-mannosidase (B,C). Imaging
specifically the juxtanuclear accumulation of
mHk3 (E,F) reveals co-localization with the cis-
Golgi matrix protein GM130 (D,F) as well as
nearby accumulation which is reminiscent to the
position of the MTOC (data not shown). The
IFNy-stimulated BMM were treated for 1 hour
with nocodazole to disrupt microtubules (G-L).
The fine reticulate localization of IIGP in
untreated cells (A and Fig. 3), appears contracted
upon nocodazole treatment, most probably
reflecting the loss of the microtubule-dependent
extension of the ER into the cellular periphery
(G,1,J,L) (Terasaki et al., 1986). Dispersion of the
a-mannosidase staining reflects the formation of
Golgi-like structures at transitional ER exit sites
(H,I) and colocalization with IIGP is not evident
(G,). Likewise, nocodazole treatment induces a
scattered distribution of mHk3 staining (K,L).

the cis-Golgi in the case of hHk3, and
consequently contribute to the ordered
dynamic  formation, maturation and
trafficking of these entities (Walenta et al.,
2001). A common feature of all human hook
proteins is the presence of an amino-terminal
microtubule binding domain. The carboxy-
terminal region of hHk3 confers association
with Golgi membranes (Walenta et al., 2001),
suggesting that hHk3 tethers endomembranes
to microtubules. In accordance with these
analyses, we observed a strong juxtanuclear
accumulation of mHk3 and partial
localization with the Golgi. In close
proximity to the Golgi, the distinct
accumulation of mHk3 reflects an association
around the MTOC (data not shown). A
intracellular pathogens, interacts with the microtubule-bindingubfraction of IIGP is also associated with the Golgi (Zerrahn
linker protein mHk3. The association of these GTPases witat al.,, 2002). Therefore, it is conceivable that the
intracellular membranes suggests that these molecul@hysiologically relevant interaction between IIGP and mHk3
modulate membrane-dependent processes (Taylor et al., 19%9d@kes place at the Golgi. This notion is consistent with the
Zerrahn et al., 2002). The herein identified interaction betweedistribution of both IIGP and mHk3 in the Golgi enriched
IIGP and mHk3 provides the first evidence for a participatioriractions upon fractionation of subcellular membranes. In
of IIGP in intracellular trafficking which could form the terms of the dynamics underlying the continuous formation and
molecular basis for effector mechanisms directed againstrganization of the Golgi (Allan, 1996; Thyberg and
intracellular pathogens. Moskalewski, 1999), we assume that binding of IIGP to mHk3
The recently described human hook protein familyis transient rather than permanent. An alternative, not mutually
comprises three members that associate differentially witbhxclusive, hypothesis is based on our observation that mHk3
compartments of the secretory and endocytic pathways. Also localizes in the perinuclear region in a fine reticulate
single hook protein (dHK) is expressed Drosophila  and/or punctuate pattern. Recent reports indicate profound
Localized to endosomes, dHk participates in the formation dnteractions between the ER and endocytic or phagosomal
maturation of multivesicular bodies (MVB) (Kramer and compartments (Haj et al., 2002; Gagnon et al., 2002).
Phistry, 1996), and loss of function results in a markedrurthermore, the ER resides in close contact with the
reduction in the number of these intermediate compartmentsicrotubule cytoskeleton and its extension into the cellular
within the endosomal pathway (Sunio et al., 1999). It has begreriphery is microtubule dependent (Terasaki et al., 1986;
proposed that hook proteins in general participate in propellan, 1996). Since small vesicles of unknown identity have
assembly and/or positioning of membranous compartmentbeen stained with antibodies against hHk3 (Walenta et al.,
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Fraction : L L. 11 v. V. 2001). Likewise, mHk3 did not co-immunoprecipitate with
IIGP if non-hydrolysable GDB-S was added. We assume that
-— the interaction of IIGP with mHk3 requires a specific

nGp 5 conformational state of the GTPase. Interestingly, the other

members of the 47 kDa GTPase protein family failed to interact
with mHk3. This not only emphasizes specificity of the

mHk3 — - interaction between IIGP and mHK3, but also provides further
evidence that these GTPases mediate distinct effector
functions.

IGTP — The mHK3 protein is constitutively expressed and neither its

expression level nor its subcellular location are significantly

altered upon IFM stimulation. We conclude that mHk3
S8K e — : constitutes a basic element of the endomembrane trafficking
(Golgi) pathways and/or the organization of the Golgi complex.

However, a mere architectural function of mHk3 is unlikely,

. because the Golgi is a dynamic, steady-state system
((;3”]]{;“'” — (Lippincott-Schwartz et al., 2000; Ward et al.,, 2001). One
consequence of IRNencounter for the cell is to establish a
common intracellular defense mode by inducing effector
mechanisms that restrict intracellular pathogen replication.
These IFN-induced mechanisms are in part reflected by
profound changes in the dynamics and functional properties of
Fig. 5. Subcellular fractionation of IFNstimulated BMM. distinct intracellular vesicles (Sldhu et al.,, 1999; Alvarez-
Membrane enriched fractions from post-nuclear supernatants &ominguez and Stahl, 1998; Tsang et al., 2000; Shurety et al.,
IFNy-stimulated BMM were prepared by separation on a sucrose2000). For example, the IFMNegulated GTPase Rab5a causes
step gradient. Fraction | is the 8.5% and fraction Il the 20% sucros@modeling of the phagosomal environment, resulting in
layer. The 20-30% and the 30-38% sucrose layer interphasgsteriocidal activity (Prada-Delgado et al., 2001). In analogy,
constitute fraction Ill and 1V, respectively. The pellet was designateip could modulate processes of vesicular trafficking in which

as fraction V. Golgi and ER membrane-enriched fractions wer Hk3 is involved. IIGP need not re R
a2 e i ; . . . gulate mHk3 function itself,
identified upon SDS-PAGE and western blotting with mAbs agains ut alternatively could be recruited by mHK3 to initiate

Golgi-associated FTCD and the ER resident protein calnexin. The . = - . A -
differential distributions of IIGP, IGTP, mHk3, andubulin were antimicrobial effector mechanism at specific sites. The function

analyzed with specific antibodies as described in Materials an@f constitutively expressed small GTPases is often tightly
Methods. regulated by an interplay between GTPase-activating proteins
(GAPs) and GTP-exchange factors (GEFs) (Vetter and
Wittinghofer, 2001). In contrast, functions of IIGP and its
cognates could be primarily regulated at the transcriptional level
2001), the question arises whether these mHk3-associatbgl mere IFN stimulation. Subsequent interactions with cellular
vesicles, potentially tethered to microtubules, contact the ERarget molecules, such as mHk3, could promote expression of
associated IIGP. This would be consistent with the close spatieffector functions by I[IGP. However, the exact functional
proximity of these proteins in perinuclear, cytoplasmic regionsignificance of hHk3 for ordered vesicular trafficking or Golgi
as revealed by microscopic analysis. Future studies are beingganization is not fully understood yet. Treatment of cells with
directed to unraveling this issue in more detail. brefeldin A induces disruption of the Golgi complex and
Analysis of the primary amino acid sequence of IIGP andedistribution of Golgi resident membrane proteins back to the
also of the other cognates does not provide valid informatioBR (Dinter and Berger, 1998). Under these conditions hHk3
about the presence of distinct functional domains besides tlhemains mainly localized in a juxtanuclear accumulation close
guanylate binding domain. Our attempts to define moréo the MTOC (Walenta et al., 2001). In contrast, disruption of
precisely the region of IIGP that is involved in binding tomicrotubules by nocodazole induces Golgi fragmentation and
mHk3 revealed that the amino-terminal region preceding thfarmation of scattered Golgi-like structures in close proximity
guanylate binding domain is dispensable. Any other deletioto transitional ER exit sites (Dinter and Berger, 1998). In
abrogated interaction with mHk3 in yeast. Apparently, bindinghocodazole-treated cells most of hHk3 is recruited to these
of IIGP to mHk3 depends on a specific conformation whichGolgi fragments (Walenta et al., 2001). We observed an
seems to require integrity of the protein. Commonly, relaying@nalogous dispersion of mHk3 staining in {Fdimulated and
of an effector function by GTPases goes along wittmocodazole-treated BMM. In contrast to mHk3, we found that
conformational changes mediated by binding of GTP anthe association of IIGP to the Golgi depends on microtubule
subsequent hydrolysis (Vetter and Wittinghofer, 2001). Théntegrity. Apparently, IGP association with mHk3 at the Golgi
introduction of a subtle point mutation (S83N) in the guanylateequires an intact microtubule network. The reason for this is
binding domain of IIGP rendered the GTPase inactive and moanhknown, but interactions between these proteins may depend
likely induced conformational alterations. Consequently, then microtubule-dependent recruitment of IIGP to the Golgi. Our
binding potential of the IIGP S83N mutant to mHk3 wasanalysis provides no evidence for colocalization of IIGP with
abrogated in yeast, which is in accordance with the commamarkers of the ER-to-Golgi intermediate compartment (data not
scheme of GTPase functionality (Vetter and Wittinghofershown). Hence, a conventional ER-Golgi transport of IGP

o-tubulin -_"
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along the secretory pathway seems unlikely. The way [IGP is Ras-related GTP-binding protein, Rab1B, regulates early steps in exocytic

being recruited to the Golgi as well as the nature of its ggasi)ggggnfogg%wssing of beta-amyloid precursor prateBiol. Chem.

aSSOCIa.tl.On Wlth the ER remains FO b.e addre.ssed' Falk, L. A. and Vogel, S. N(1990). Differential production of IFN-alpha/beta
Identification of mHk3 as the first interaction partner for a ",/ sr.1. and GM-CSF-derived macrophages.euk. Biol 48, 43-49.

47 kDa GTPase strongly emphasizes involvement in IFNEeig, L. A. (1999). Tools of the trade: use of dominant-inhibitory mutants of

stimulated modulation of intracellular trafficking processes. Ras-family GTPasedat. Cell Biol.1, E25-E27.

Intracellular pathogens either pass through phagosoma@ﬁl\%ggi%;’guggisénfé’n?%”dgzlrl’gancge‘segn%bceas’_g%?;‘s' T\h(gb’oszt)eele_

gndosolmal compart_ments for CytOpla.SmIC repllpatmn or regde Endoplasmic reticulum-mediateg phagocytosis is a rTJ1echanism of entry into

in specnﬁcally modified vacu_oles. Whilst providing protection  macrophagesCell 110, 119-131.

against lysosomal degradation, provision of nutrients for theao, Y.-S., Alvarez, C., Nelson, D. S. and Sztul, £1998). Molecular

pathogen in these vacuoles need to be ensured (Sinai andloning, characterization, and dynamics of rat formiminotransferase

Joiner, 1997). Close association of cellular organelles with the%cs'gge%”;g‘jse' a Golgi-associated 58-kDa proteirBiol. Chem 273

membrane of the pathogen-conta|_n|ng VaCUO|eS_ or mterseCt'Q.ﬂlly, M. and Wall, R. (1992). The IRG-47 gene is IFN-gamma induced in B

of cellular transport pathways are likely mechanisms employed celis and encodes a protein with GTP-binding motifsimmunol.148

by intracellular pathogens (Hackstadt, 2000; Dorn et al., 2002; 3275-3281.

Kagan and Roy, 2002). Interfaces between the host cell and tHéC|t<STad|:, lT- (2000)t- §9d]jfreclti%n3 g; host vesicle trafficking pathways by

H H H Intracellular parasites.rarnic 1, -99.

!ntracellular pathogen are W.ell _swted target_s for host prOteCtlolfilaj, F. G, Ver?/eer, P. J., Squire, A., Neel, B. G. and Bastiaens, P. |. H.

induced by IFNs. The association of IIGP with mHK3 suggests  5002). "imaging sites of receptor dephosphorylation by PTP1B on the

that the antimicrobial effector mechanisms are exerted in thesurface of the endoplasmic reticulugtience295, 1708-1711.

context of modulation of intracellular trafficking by IFN. It is Haller, O. and Kochs, G.(2002). Interferon-induced mx proteins: dynamin-
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Modifikation des MCS von pGilda und pB42AD zu ..smartMCS*

EcoRI (del) Sfil BamHI Sall Sall (del)

G *  Ndel Ncol XmalI/Smal EcoRI Xhol NotI *TC GAC
smartMCS 1 57 AA TTG CAT ATG GCC ATG GAG GCC GGG ATC CCG GGT CGA CAC GAA TTC CTC GAG TAG CGG CCG C 3’
smartMCsS_2 3’ C GTA TAC CGG TAC CTC CGG CCC TAG GGC CCA GCT GTG CTT AAG GAG CTC ATC GCC GGC GAG CT 57

E F H M A M E A G I P G R H E F L E Stop

e FEinklonierung des DNA-Linkers in den EcoRI / Sall restringierten Vektor pGilda,
bzw. in den EcoRI / Xhol restringierten Vektor pB42AD

e Allg. Klonierungsstrategie fiir 47 kDa GTPasen bzw. interagierender Proteine :
Ligation der mit Xhol restringierten PCR (Pfu-Pol)-Produkte in die Smal / Xhol restringierte smartMCS

¢ nach der Einklonierung sind folgende Restriktionsschnittstellen mit anderen Expressionsvektoren kompatibel:

EcoRI: pGilda (BD), pB42AD (AD)

Ndel: pET(a)

Ncol: pET(a)

Sfil: pCMV

Xhol: ohne Stop; in pET mit C-terminalen 6xHis-tag

Notl: mit Stop



Tabelle 1: Ubersicht des Y2H-Screens fiir [IGP

Angegeben ist jeweils die Nummer des isolierten cDNA-Inserts der Genbibliotheken aus
Milzzellen (Klon # 1-34) bzw. aus CD4" T-Zellen (Klon # 35-63) sowie die
Genreporteraktivitit nach der Kotransformation mit dem IIGP-Volldngenprotein (F), einer
C-terminal verkiirzten IIGP-Deletionsmutante (dC) sowie der Fusion LexA-Lam als
Negativkontrolle (Lam). Als reale, spezifische Interaktionen gelten LEU ~ und lacZ "
Interaktionen mit IIGP-F und gleichzeitiger Absenz von Interaktionen mit Lam.
Sequenzierte Genbibliothek-Inserts sind grau unterlegt.

Die Zahlen geben denjenigen Tag nach dem Ausplattieren der Transformanden auf
Festmedien an, an dem eindeutige Genreportersignale detektiert wurden. Geklammerte
Zahlen verweisen auf schwer detektierbare Signale.

a (auto) = Signal entspricht einem unspezifischen Autoaktivierungspotential an Tag 4/5,

das der Signalstirke der bait/prey-Kombination LexA-IIGP/AD42-MOCK entspricht.

Tabelle 2: Ubersicht der Y2H-Screens fiir GTPI und IRG-47

Insgesamt 29 LEU" Klone wurden aufgrund ihres starken lacZ-Signals (lacZ" an d2) weiter
analysiert. Nach Auswertung der Haelll-Restriktionsmuster wurden die cDNA-Inserts von
17 Klonen ansequenziert. Als Toxizitatskontrolle wurde die Interaktionsanalyse fiir GTPI
parallel auf Festmedien mit bzw. ohne X-Gal durchgefiihrt. Weiter analysierte
cDNA-preys sind grau hervorgehoben.



LEU lacZ Sequenzierergebnis
Klon # F dC Lam F dC Lam
1 a - - a - -
[ 2 s - - | 2z - - ffemn
3 a - - a 3 -
4 a - - a - -
5 a - - a(3) -
6 a - - a - -
7 a - - a - -
8 3 - (5) 1 3 2 false positive
9 3 - (5) 2 - 5) false positive
10 a - - 2 - 2
11 a - - 1 1 1
12 a - 2 3 3 3 false positive
13 a - 3 2 2 2 false positive
| ¥ =2 - - | 3 3 - |5aminovulnic acid synthase ALAS-E(mitoch.) |
15 a - (5) 2 - 2
16 a - - a - -
17 a - - 2 - (5)
18 a - (5) 3 5 5
19 a 5 3 3 3 3
20 a - - a - -
| 2 nd¢ - - | nd 3 (5 [COP9Osubunt4 |
22 n.d. - - n.d. (5) -
23 a - - a - -
| 2 a2 - - | 2 - - femtn
25 a - - a - -
26 a - - a - -




Rekonstitution: false positive ?1?

reprasentiert Klon-Nr. Insertgrofie o . .
bait  XGal plate# K|§#;§?am (Position in ;E:BFE& t/)] Identitat (Blast-N / P) kodierter Bereich (AS)
Mikrotiterplatte)
+ 9 1 C 1.1 1,6 | mouse IRG-47 23 - 420 vollstandig (+UTR)
- 1 G 2.61 EFL ... NVA - Stop
+ 10 9 C 5.4 15 mouse TGTP 45 - 415 vollstandig (+UTR)
- 1 G 4.64 IEK... WEA - Stop
- 8 1 G 1.58 1,5 |mouse TGTP 40 — 415 vollstdndig (+UTR)
5 A 4.96 KAV ... WEA — Stop
5 E 10.132
+ 11 1 D 4.31 1§ |Mmouse TGTP 1 - 415 vollstdndig (+UTR)
9 C 2.114 ’ MAW... WEA + Stop
E - 1 G 9.71
— 1 -69 1,7 | (mouse Sialyltransferase SIAT8D) PLASMIDSEGREGATION
) + 4 D 5.34 0,6 | mouse cytochrome-b5 (common false positive) 34-133 (96%)
- 8 1 F 10.55
.57
14 E 1.126
4 1 A 3.93 VAP33/VAMP-A | VAP-A
vesicle associated membrane protein A
7 1 B 2.102 similar to ER-resident ubiquitin-like domain member 1 protein
- 1 3 E 6.46 0,65 | mouse protein tyrosine phosphatase (PTP-1B / PTPN1) 328-432, vollstandig
1 G 2.72 1,5 |similar () to mouse TGTP (=cIGP 9) 42-258 (55%)
B 3.105
N~ 4 F 12.75 1,4 | Envelope protein [Porcine endogenous type C retrovirus / 24-57 (94%)
ﬁl' human CSEI / MHCII reg / complement C4/ cytochrome P450
) hydroxylase
oY - ;g 1,5 | mouse novel; similar to Xenopus laevis SOJO (p170) 278-457 (90%)
1 F 9.82 0,85 | Xenopus E3 ubiquitin ligase (Greull), zinc-finger-containing 305-428 (100%)




cIGP9

XM_137576. Mus musculus simi...[gi:38091361]

LOCUS XM 137576 1484 bp mRNA linear ROD 30-0CT-2003
DEFINITION Mus musculus similar to Ac2-233 (LOC215405), mRNA.
ACCESSION XM 137576

VERSION XM 137576.2 GI:38091361
KEYWORDS
SOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISM Mus musculus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.

COMMENT MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated computational
analysis. This record is derived from an annotated genomic sequence
(NT 039515) using gene prediction method: GNOMON, supported by EST
evidence.
Also see:

Documentation of NCBI's Annotation Process

On Oct 30, 2003 this sequence version replaced gi:20883251.
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1484
/organism="Mus musculus"
/mol type="mRNA"
/strain="C57BL/6J"
/db_xref="taxon:10090"
/chromosome="11"

gene 1..1484
/gene="L0C215405"
/note="Derived by automated computational analysis using
gene prediction method: GNOMON."
/db_xref="GeneID:215405"
/db xref="InterimID:215405"

cDs 231..1484
/gene="L0C215405"
/codon_start=1
/product="similar to Ac2-233"
/protein id="XP 137576.2"
/db xref="GI:38091362"
/db_xref="GeneID:215405"
/db_xref="InterimID:215405"
/translation="MGQSSSKPDAKAHNMASSLTEFFKNFKMESKIISKETIDSIQSC
IQEGDIQKVISIINAALTDIEKAPLNIAVTGETGAGKSTFINALRGIGHEESESAESG
AVETTKDRKKYTHPKFPNVTIWDLPGVGTTNFKPEEYLKKMKFQEYDFFLTIISSARFR
DNEAQLAEAIKKMKKKEFYFVRTKIDSDLWNEKKAKPSSYNREKILEVIRSDCVKNLQON
ANAASTRVFLVSSFEVAQFDFPSLESTLLEELPAHKRHIFVQCLPTITEPAIDRRRDV
LKQTIWLEALKAGASATIPMMSFENDDIEEFEKILSHYRACFGLDDESLENMAKEWSM
SVEELESTIKSPHLLSSEPNESVADKLVKTMEKIFAVTGGFVATGLYFRKSYYMONYF
LDTVTEDAKVLLKKKVFLQDSVDSE"

misc feature 267..713
/gene="10C215405"
/note="C0G3596; Region: Predicted GTPase [General function
prediction only]"
/db_ xref="CDD:COG3596"

misc feature 285..854
/gene="L0C215405"
/note="C0G1161; Region: Predicted GTPases [General
function prediction only]"
/db_xref="CDD:COG1161"

misc feature 441..785
/gene="10C215405"
/note="Era; Region: GTPase [General function prediction
only]"
/db_xref="CDD:COG1159"



ORIGIN

//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

aggacagggc
tgtggtagtc
ggtctgtgtg
ctgccagaaa
cttcttctaa
agaatttcaa
gtatccaaga
ttgagaaagc
tcattaatgc
tggagacaac
gggatctccc
agttccagga
cccagctggce
ttgacagtga
tcctggaggt
ctcgtgtcectt
ccaccctttt
ccattactga
aggctctgaa
ttgaggaatt
cgctggaaaa
agtcacccca
ccatggagaa
agagttacta
ttaagaaaaa

agcagctaga
acacagtgca
catttgctgt
cctctttctce
acccgatgca
gatggaaagc
aggagacatc
ccccctgaac
ccttcgggga
caaggacagg
tggggttggg
gtatgatttt
tgaagcaatc
tttgtggaat
gatccgaagt
cttagtctca
ggaagagctg
gcctgctatt
ggctggagceg
tgagaagatc
catggccaag
tttgctgtca
aatttttgcc
tatgcaaaat
agtctttttg

gataaacctc
gcacacttgg
tcctggtgcea
aaaggagctg
aaggctcaca
aaaatcattt
cagaaggtga
atcgctgtga
ataggacatg
aagaaataca
acaactaact
ttcctgatca
aaaaaaatga
gagaagaaag
gactgtgtaa
agctttgagg
ccagcacaca
gatcgcagga
tcggccacca
ctgagccact
gagtggtcca
agtgagccga
gtcactggcg
tattttcttg

caggacagtg

agagctcttt
acttccaagt
gacggaagct
tgtcctgtgt
atatggcctc
ctaaggagac
tttctataat
caggggagac
aggaaagtga
cccaccctaa
tcaaaccaga
tctcatctgce
aaaagaagtt
ctaaacccag
agaatctgca
tagcacagtt
agcgccacat
gagatgtcct
tccccatgat
acagggcttg
tgtctgtgga
atgaatctgt
gattcgtagc
acacagtgac
tggactctga

atacacagca
agcaaacgcc
cttcactgga
gcccacaacc
cagccttact
catcgattca
caatgctgcc
aggggcaggg
gtcagctgag
gttccctaat
agaatatctg
tcgctttaga
ctactttgtt
ttcctacaat
gaatgctaac
tgattttcct
cttcgtgcag
gaaacagaca
gtcattcttc
ctttgggcta
ggagctggag
ggcggacaag
cactggcctt
agaggatgct
gtaa

cagtctcttc
ggtctgtaca
ctcaaggctt
atgggtcagt
gaattcttca
attcagtcat
ttgacagaca
aagtccacgt
agtggagcgg
gtgaccatct
aagaaaatga
gataatgaag
cggaccaaaa
agggagaaaa
gcagcctcta
agcctggagt
tgcctcccta
atctggctgg
aatgacgaca
gatgatgagt
tccaccatta
ctggtgaaaa
tactttagaa
aaagttctac
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