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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Der Parasit Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist ein obligat intrazellularer protozoischer Parasit, der erstmals
1908 von Nicolle und Manceaux beschrieben wurde und der Erreger der
Toxoplasmose ist. T. gondii gehért zum Stamm der Apicomplexa, deren Name von
einer charakteristischen Struktur am Vorderpol, dem Apikalkomplex, herrthrt, und die
alle Vertreter dieses Stammes besitzen. Des Weiteren besitzen diese Parasiten
neben den ublichen Zellorganellen noch ein besonderes plastid-ahnliches Organell,
den Apikoplast (FICHERA und Roo0s, 1997; MARECHAL und CESBRON-DELAUW, 2001;
SEEBER, 2003). Neben Eimera, Cryptosporidium, Neospora, Sarcocystis und
Theileria gehort auch Plasmodium, der Erreger der Malaria, zu diesem Stamm.
Wahrend die meisten apikomplexen Parasiten durch ihr enges Wirtsspektrum
entweder human- (Plasmodium) oder tierpathogen (Eimeria, Sarcocystis, Neospora,
Theileria) sind, kann T. gondii jede kernhaltige Zelle einer Vielzahl von warmblitigen
Wirbeltieren befallen (WERK, 1985). Dabei ist der Invasionsprozess bei allen
Apikomplexen sehr ahnlich und zeichnet sich dadurch aus, dass es ein aktiver
Prozess ist (MORISAKI et al., 1995). Angetrieben wird dieser durch das so genannte
Glidosome (OPITz und SOLDATI, 2002). Es besteht unter anderem aus Aktin, Myosin
und sezernierten Proteinen des Parasiten (DoBROwOLSKI und SIBLEY, 1996;
DoBRowoOLSKI et al., 1997; SOLDATI et al., 2001). Bei der Invasion der Apikomplexen
in eine Wirtszelle spielen vor allem drei charakteristische Organellen und ihre
Proteine eine grof3e Rolle: die Mikronemen, die Rhoptrien und die Dichten Granula
(CARRUTHERS und SIBLEY, 1997; DUBREMETZ et al., 1998). Diese drei Organellen
finden sich im apikalen Pol aller Parasiten dieses Stammes (DUBREMETZ et al., 1998).
Bei der Invasion kommt es zunachst zu einer Anheftung des Parasiten an die
Wirtszelloberflache und zur Ausrichtung des apikalen Pols zur Wirtszelle hin
(MITCHELL et al., 2004). AnschlieBend werden Mikronemen- und Rhoptrienproteine
aus dem apikalen Pol sezerniert (CARRUTHERS und SIBLEY, 1997; MORDUE et al.,
1999), die einen Proteinkomplex bilden und sich mit der ,Moving Junction®, einer
Verbindung zwischen Parasit und Wirtszellplasmamembran, verbinden (ALEXANDER

et al., 2005). Durch die Einstllpung der Wirtszellmembran kommt es zur Bildung
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einer parasitophoren Vakuole um den Parasiten, in deren Membran keine
Transmembranproteine der Wirtszelle eingelagert sind (MICHEL et al., 1980; JOINER,
1991; Suss-ToBy et al.,, 1996). Weitere Proteine aus den Rhoptrien werden
sezerniert und in die parasitophore Vakuole integriert (NICHOLS et al., 1983; JOINER,
1991; BECKERS et al., 1994). Zuletzt werden Proteine aus den Dichten Granula
freigesetzt, die durch Bildung eines tubularen Netzwerkes die parasitophore Vakuole
ebenfalls modifizieren (SIBLEY et al., 1986; SIBLEY et al., 1995).

Die parasitophore Vakuole verhindert einen direkten Kontakt zwischen Parasit und
Wirtszellzytoplasma, allerdings ist ein Austausch kleiner Moleklle durch passive
Diffusion Uber die Vakuolenmembran moglich (SCHWAB et al., 1994). Des Weiteren
wird durch die besondere Beschaffenheit der parasitophoren Vakuole eine
Verschmelzung mit Lysosomen, Endosomen und anderen Vesikeln der Wirtszelle,
sowie die Ansauerung der parasitophoren Vakuole, verhindert (JONES und HIRSCH,
1972; SIBLEY et al., 1985; JOINER et al., 1990; MORDUE et al., 1999; BEYER et al.,
2002). Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir das Uberleben des Parasiten

innerhalb der Wirtszelle.

1.2 Lebenszyklus von Toxoplasma gondii

Der Lebenszyklus von T. gondii wurde erstmals 1970 vollstandig beschrieben
(FRENKEL et al., 1970), nachdem neben der bereits bekannten asexuellen Phase
auch die sexuelle Phase des Lebenszyklus aufgedeckt wurde (DUBEY et al., 1970;
FRENKEL et al., 1970).

Der Lebenszyklus von T. gondii l1auft zwischen Endwirt, in dem unter anderem der
sexuelle Abschnitt des Lebenszyklus stattfindet und Zwischenwirt, in dem nur eine
asexuelle Vermehrung stattfindet, ab. Endwirte von T. gondii sind Katzen und andere
Mitglieder der Familie Felidae. Zwischenwirt kdnnen alle warmblitigen Vertebraten,
vor allem kleine Sauger, Vogel, Nutztiere und der Mensch, sein (TENTER et al., 2000).
Der Lebenszyklus von T. gondii schlie3t sich, wenn Mause, andere Kleinsauger oder
Vogel als Zwischenwirte fungieren, die dann von der Katze gefressen werden.

Im Lebenszyklus von T. gondii gibt es drei infektiose Stadien: Tachyzoiten,
Bradyzoiten und Sporozoiten (DUBEY et al.,, 1998), die wahrend der drei

Entwicklungsphasen des Parasiten (Schizogonie, Gamogonie und Sporogonie)
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entstehen und sowohl fur den Zwischenwirt, als auch fur den Endwirt infektids sind
(TENTER et al., 2000).

Der Endwirt von T. gondii infiziert sich durch die Aufnahme von zystenhaltigem
Fleisch des Zwischenwirts (Abb. 1). Diese Zysten sind Magensaft-resistent (JACOBS
et al, 1960) und beinhalten Bradyzoiten, die chronische und wenig

stoffwechselaktive Form des Parasiten. Die Bradyzoiten vermehren sich im Endwirt

Ausscheidung der

" 4 Oocysten Uber
Katzenkot

Sporulierte Oocyste

Gewebezysten werden
vom Endwirt
aufgenommen

Tachyzoit / Bradyzoit

Aufnahme der
Oocysten lber
Futter, Wasser Infektion Giber

oder Erde kontaminiertes
mm Essen oder

Wasser

0
) ——
Infektion Uber Transmission
Gewebezysten o\ durch Plazenta

Zwischenwirte

Abb. 1: Lebenszyklus des obligat intrazelluldren Parasiten Toxoplasma gondii.

Der Endwirt scheidet unsporulierte Oocysten aus, die anschlieBend sporulieren und Uber
verschiedene Wege vom Zwischenwirt oder dem Menschen aufgenommen werden. Im Zwischenwirt
vermehrt sich der Parasit im Zuge einer akuten Infektion sehr schnell in Form von Tachyzoiten.
Reagiert das Immunsystem des Wirtes auf die Infektion, bilden sich bei einer chronischen Infektion
stoffwechselinaktive Bradyzoiten, die Zysten im Gewebe und im Gehirn bilden. Durch die Aufnahme
zystenhaltigen Fleisches infiziert sich wiederum der Endwirt, wodurch der Zyklus geschlossen wird.
Allein im Endwirt findet die sexuelle Vermehrung des Parasiten statt. Die Infektion des Menschen Uber
nicht ausreichend gegartes Fleisch des Zwischenwirtes oder durch mit Oocysten infiziertes Wasser
oder Essen kann bei Schwangeren mittels Transmission Uber die Plazenta zu einer Infektion des
Fotus flhren. Dies kann mehr oder weniger starke Krankheitsverlaufe und sogar den Tod des Fotus
bzw. Babys auslésen.
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zunachst asexuell durch Endodyogenie, gefolgt von einer Endopolygenie in
Dinndarm-Epithelzellen, es entstehen Merozoiten. Daran schliefdt sich die sexuelle
Phase der Gamogonie mit Oocystenbildung im Dunndarm an. Wahrend der
Gamogonie entstehen Mikro- und Makrogamonten innerhalb von 3 - 15 Tagen nach
dem Verzehr von zystenhaltigem Fleisch (QUINN und McCRrAw, 1972).
Mikrogamonten (mannliche Form) bilden wiederum 10 — 21 Mikrogameten, die je
zwei Flagellen besitzen (DUBEY et al., 1998). Mit Hilfe der Flagellen konnen sie sich
fortbewegen und die Makrogamonten (weibliche Form) zur Befruchtung erreichen
(FERGUSON et al., 1975). Wahrend der Befruchtung verschmilzt ein Mikrogamet mit
einem Makrogameten und aus der Zygote entwickelt sich eine Oocyste. Die
Epithelzellen zerplatzen und entlassen die Oocysten ins Darmlumen. Zu Beginn der
Sporogonie werden unsporulierte Oocysten Uber den Kot ausgeschieden und diese
sporolieren aulerhalb des Wirtes in 1 - 5 Tagen (FERGUSON et al., 1979; DUBEY et al.,
1998). Jede Oocyste enthalt jeweils zwei Sporozysten, von denen jede wiederum 4
Sporozoiten besitzt (FERGUSON et al., 1979). In dieser Form ist die Oocyste hoch
infektios und kann relativ lange aul3erhalb eines Wirtes Uberdauern.

Werden die Oocysten nun vom Zwischenwirt aufgenommen, kommt es zu einer
asexuellen Vermehrung der Sporozoiten, der Schizogonie, durch Endodyogenie und
es entstehen Tachyzoiten. Diese vermehren sich in der Wirtszelle durch wiederholte
asexuelle Teilung (SHEFFIELD und MELTON, 1968). Durch die starke intrazellulare
Vermehrung der Tachyzoiten platzt die Wirtszelle nach einigen Teilungszyklen und
die freigesetzten Tachyzoiten kdnnen umliegende Wirtszellen infizieren. Wahrend der
akuten Infektion kommt es so zur Bildung einer grolien Anzahl von Tachyzoiten. Im
Zuge einer sich entwickelnden adaptiven Immunantwort ist der Wirt zunehmend in
der Lage, die Replikation des Parasiten zu behindern und dies schitzt den
immunkompetenten Wirt meist vor starken klinischen Symptomen. Tachyzoiten
wandeln sich dann in Bradyzoiten um (KNOLL und BOOTHROYD, 1998; BOHNE et al.,
1999), die wahrend der chronischen Form der Infektion Zysten vor allem im Gehirn
und Muskelgewebe bilden (DUBEY et al., 1998; TENTER et al., 2000). Diese sehr
widerstandsfahigen Zysten, mit sehr langsam replizierenden und weitgehend
stoffwechselinaktiven Bradyzoiten, fiuhren zu einer lebenslangen Persistenz des

Parasiten (DUBEY et al., 1998).
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1.3 Klinische Relevanz von Toxoplasma gondii Infektionen

In den spaten 30er Jahren wurde die Toxoplasmose erstmals als Krankheit erkannt,
die auch beim Menschen auftreten kann (TENTER et al., 2000). Weltweit sind ca. 30
% der Bevdlkerung mit Toxoplasma gondii infiziert (JACKSON und HUTCHISON, 1989),
wobei die Seroprevalenz stark vom jeweiligen Land, den ethnischen Gruppen und
dem Alter des Menschen abhangt (JOYNSON and WREGHITT, 2005). Infektionen
konnen hauptsachlich durch den Verzehr von rohem oder ungentugend gegartem,
zystenhaltigem Fleisch, durch den Kontakt mit Fakalien infizierter Katzen, durch
transplazentale Ubertragung von Tachyzoiten (JACKSON und HUTCHISON, 1989;
DuBey, 1991; DuBEY et al., 1998) oder seltener durch Muttermilch (BONAMETTI et al.,
1997) oder unpasteurisierte Milch (RIEMANN et al., 1975) verursacht werden. In
immunkompetenten Menschen verlauft eine Infektion mit T. gondii meist
asymptomatisch, seltener kommt es zu leichten Erkaltungssymptomen oder
Retinochorioditiden. Schwere Verlaufe sind sehr selten (TENTER et al., 2000), aber
nicht auszuschliel3en.

Bei immunsupprimierten Patienten, wie z.B. AIDS-Patienten (LUFT et al., 1984),
Patienten nach Organtransplantation (LUFT et al.,, 1983), oder bei Erstinfektion
wahrend der Schwangerschaft kann es jedoch zu besonders schweren Verlaufen
kommen, die auch zum Tod fUhren kdnnen.

Bei immunsupprimierten Patienten kann die Reaktivierung einer chronisch
persistierenden Toxoplasmose oder - in seltenen Fallen - die Neuinfektion zu einer
Toxoplasma-Enzephalitis mit anschlieendem Tod fuhren (LUFT und REMINGTON,
1992). Bei bis zu 40% der HIV-infizierten Patienten kommt es zu diesem Verlauf und
10 - 30% dieser Patienten sterben daran (LUFT et al., 1984; LUFT und REMINGTON,
1992). Haufig flhren zusatzliche Infektionen neben der Toxoplasmose zu
schwerwiegenden Komplikationen. Mittlerweile kann die Reaktivierung einer
chronischen Toxoplasmose durch dauerhafte Therapie mit entsprechenden
Chemotherapeutika weitgehend verhindert werden (TENTER et al., 2000).

Nach einer Erstinfektion der Frau wahrend der Schwangerschaft kann der Parasit
durch vertikale Transmission durch die Plazenta auf den Fotus ubertragen werden
(TENTER et al., 2000). Diese so genannte kongenitale Toxoplasmose kann zu Abort,
zu neonatalem Tod oder zu schweren Missbildungen fihren. Dabei hangt die
Schwere der kongenitalen Toxoplasmose vom Zeitpunkt der Infektion ab: je friher im

Verlauf der Schwangerschaft die Infektion erfolgt, desto schwerwiegender sind die
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klinischen Folgen. Etwa 10% der pranatalen Infektionen enden mit Abort oder
neonatalem Tod, 10 - 23% der Kinder zeigen bei der Geburt schwere Symptome wie
Encephalomyelitis, Hydrocephalus, Retinochoroiditis und unspezifische Symptome
(FELDMAN, 1968; KOSKINIEMI et al., 1989; LEBECH et al., 1996), und 12 - 16% der
infizierten Neugeborenen sterben daran. Kommt es im letzten Trimester der
Schwangerschaft zu einer Erstinfektion der Mutter sind die Neugeborenen meist
asymptomatisch bei der Geburt, entwickeln aber spater Defekte an Augen, Ohren
und am Zentralen Nervensystem, wobei etwa ein Drittel dieser Kinder deutliche
Beeintrachtigungen aufweist (TENTER et al., 2000).

Neben der Infektion von Menschen stellt die Toxoplasmose in Nutztieren ein weiteres
Problem dar. Durch Abort oder neonatalen Tod von Nutztieren, verursacht durch die
Aufnahme der Oocysten aus der Umwelt und transplazentale Ubertragung (QUINN
und McCRrAw, 1972; DuBEY und ROMMEL, 1992), kommt es weltweit zu hohen
Okonomischen und finanziellen Verlusten, vor allem bei der Schaf-, Ziegen- und

Schweinezucht (BUXTON, 1993).

1.4 Parasit-Wirt-Interaktionen

FUr T. gondii als obligat intrazellularem und lebenslang persistierendem Parasiten ist
es, wie fur andere derartige Pathogene, wie Bakterien und andere Parasiten,
unerlasslich, die eigene Nahrstoffversorgung nach der Invasion des Wirtes sicher zu
stellen. T. gondii ist z.B. fur Arginin und auch fur Cholesterol, welches aus
Lipoproteinen niedriger Dichte freigesetzt wird, auxotroph und daher auf den Wirt
angewiesen (Fox et al., 2004; SEHGAL et al., 2005). AuRerdem muss der Parasit
bestimmte Abwehrmechanismen der Wirtszelle entweder umgehen oder
manipulieren konnen. Dies ist notwendig um ein Gleichgewicht zu schaffen, dass
sowohl das Uberleben des Wirtes gewahrleistet als auch Uberleben, Wachstum und
Replikation des Parasiten ermdglicht (LANG et al., 2007). Zu den wichtigen bisher
bekannten Immunevasions-Strategien von T. gondii gehdren: Veranderung der
parasitophoren Vakuole in ein geeignetes Wirtszell-Kompartiment, Modulation von
Wirtszell-Signalwegen, Beeintrachtigung der Wirtszellapoptose und die Inhibierung

von fur den Parasiten toxischen Metaboliten.
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Durch die besondere Beschaffenheit der parasitophoren Vakuole (PV), die den
Parasiten nach der Invasion umgibt, ist T. gondii in der Lage, den lysosomalen
Verdau durch die Wirtszelle zu verhindern. Hierbei spielen vor allem der Aufbau der
Membran der PV (PVM) aus der Wirtszellmembran (Suss-ToBY et al., 1996) und das
Fehlen von Wirtszelltransmembranproteinen eine wichtige Rolle (JOINER et al., 1990;
MORDUE et al., 1999). Dadurch wird ein Verschmelzen der PV mit Endosomen und
Lysosomen, sowie die Ansauerung der PV verhindert (SACKS und SHER, 2002),
indem die Wirtszelle die PV nicht als Endosom oder Phagosom erkennt und keine
Protonenpumpen und Elektronenkanale einlagert.

Durch die Infektion mit T. gondii in Makrophagen kommt es aullerdem zu einer
starken Inhibierung des NF-kB-Signaltransduktionsweges, was wiederum zu einer
reduzierten Menge an IL-12 und einer erniedrigten Produktion von TNF-a fuhrt
(DENKERS et al., 2004). Bei einer pro-inflammatorischen Reaktion auf Infektionen
spielen zwei Signalkaskaden, die nukleare Faktor kB- (NF-kB) und Mitogen-aktivierte
Proteinkinase- (MAPK) Signalkaskaden zentrale Rollen. Diese aktivieren die
Expression von verschiedenen pro-inflammatorischen Genen, wie IL-12, TNF-a, IL-6
und iNOS. T. gondii inhibiert direkt die NF-kB-Signalkaskade, unter anderem indem
die Translokation von NF-kB zum Nukleus verhindert wird (SACKS und SHER, 2002;
DENKERS et al., 2004). Auch bei der MAPK-Signalkaskade greift T. gondii direkt ein,
indem die Aktivierung vor allem der p38 MAPK verhindert wird (DENKERS et al.,
2004). Dadurch kommt es wahrend einer T. gondii-Infektion zu deutlich verminderten
Mengen von IL-12 und TNF-a, zwei wichtigen regulatorischen und Effektorzytokinen
einer effektiven Immunantwort gegen intrazellulare Infektionserreger.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass T. gondii die MHC Klasse Il Expression
und die Antigen-Prasentation inhibiert (LUDER et al., 1998; LUDER et al., 2001b;
LUDER et al., 2003b; LANG C et al.,, 2006). Bei der Einleitung einer adaptiven
Immunantwort als Reaktion auf einen Infektionserreger prasentieren Antigen-
prasentierende Zellen, wie z.B. Makrophagen, dendritische Zellen und B-Zellen,
Antigen-Peptide des Erregers auf ihrer Oberflache. Diese Fremdpeptide sind unter
anderem mit MHC Klasse |l Molekilen assoziiert und aktivieren CD4" T-
Lymphozyten. Die MHC Klasse ll-assoziierte Antigenprasentation kann durch IFN-y
auf einer Reihe von Zelltypen induziert werden. Viren, sowie intrazellulare Bakterien
und Parasiten interagieren auf unterschiedliche Weise mit der MHC Il-vermittelten

Antigenprasentation, um das eigene Uberleben und die Replikation im Wirt zu
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sichern. Fur T. gondii konnte gezeigt werden, dass in IFN-y-stimulierten
Makrophagen (LUDER et al., 2001b; LANG C et al., 2006) und in Zellen des Zentralen
Nervensystems (ZNS) (LUDER et al.,, 2003b) die Expression von MHC Klasse I
Molekulen nach einer Infektion mit dem Parasiten stark reduziert ist. Dies fuhrt
wiederum zu einer reduzierten CD4" T-Lymphozyten Aktivierung auf Grund der
verminderten Antigen-Prasentation (LUDER et al., 2001b). Je nachdem, ob es sich um
lebende Parasiten oder um ein Parasiten-Lysat handelt, sind zwei verschiedene
Mechanismen fur die Reduzierung der Expression von MHC Klasse Il Molekulen
verantwortlich (LANG C et al., 2006). Dabei reduziert T. gondii die Transkriptionslevel
des durch IFN-y regulierten Transkriptionsfaktor Klasse Il Transaktivators (CIITA),
dem Hauptregulator der MHC Klasse || Expression (LUDER et al., 2001b; LUDER et al.,
2003b). AuRerdem induziert T. gondii die Expression von SOCS (suppressor of
cytokine signaling)-1 in Makrophagen, was zu einer Inhibierung der IFN-y-induzierten
STAT-1 Tyrosinphosphorylierung, mRNA Expression von Zielgenen und der
Stickoxid (NO) Sekretion fihrt (ZIMMERMANN et al., 2006). Von 127 Genen, die durch
IFN-y reguliert werden, konnte keines in mit T. gondii infizierten Fibroblasten durch
IFN-y aktiviert werden, wie Mikroarray-Analysen zeigten (Kim et al., 2007). Der
Parasit hat auf diese Weise gleich mehrere Moglichkeiten das Immunsystem des
Wirtes zu modulieren und ein Uberleben zu gewéhrleisten.

T. gondii ist in der Lage, die Apoptose von Wirtszellen auf verschiedenen Ebenen zu
inhibieren (GOEBEL et al., 1998; NAsSH et al., 1998; GOEBEL et al., 1999; GOEBEL et al.,
2001; HEUSSLER et al., 2001; LUDER et al., 2001a; PAYNE et al., 2003; KELLER et al.,
2006; SCHAUMBURG et al., 2006; VUTOVA et al., 2007), aber auch zu induzieren
(LUDER et al., 2001a; SCHAUMBURG et al., 2006). Die Art der Apoptosemodulation
scheint dabei von verschiedenen Faktoren wie Parasitenvirulenz, Wirtszelltyp,
Anfalligkeit des Wirtes u.a. abzuhangen (LANG et al., 2007). Die Apoptose, eine Form
des ,programmierten Zelltodes“ von Wirtszellen, ist ein wichtiger antimikrobieller
Mechanismus, um infizierte Zellen effektiv zu eliminieren und eine Ausbreitung des
Pathogens zu verhindern. Daruber hinaus ist die Apoptose ein fundamentaler
Mechanismus in Entwicklung und Gewebehomobostase von mehrzelligen
Organismen. Die Apoptose kann durch drei Hauptwege induziert werden, durch den
Granzym B/Perforin Weg, den ,Todesrezeptor® vermittelten Weg und den
mitochondrialen Weg (HEUSSLER et al., 2001). Bei allen drei Signalwegen kommt es

zur Aktivierung bestimmter Proteasen, den so genannten Caspasen. Diese wiederum
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spalten bestimmte Zielproteine (z.B. die Poly(ADP-ribose) Polymerase-1 (PARP-1)).
Die Caspaseaktivierung fihrt dann letztendlich zur Chromatin-Kondensation,
Zellschrumpfung und Abschnirung in apoptotische Vesikel, die von Phagozyten
aufgenommen werden (LANG et al., 2007). Es ist bekannt, dass T. gondii an
mehreren Punkten der Apoptose-Signalwege eingreifen kann. Zunachst interagiert
der Parasit bei der Apoptoseinduktion, indem der Todesrezeptor-vermittelte Weg
durch Inhibierung der Caspase 8 unterbunden wird (VUTOVA et al., 2007). Beim
mitochondrialen Weg greift der Parasit gleich an mehreren Punkten ein: zum einen
verursacht T. gondii die Inhibierung der Cytochrom-c Freisetzung, wodurch es zu
einer verminderten Caspase 3 und 9 Spaltung kommt. AulRerdem zeigt sich eine
Reduktion des PARP-1-Proteinlevels sowohl in apoptotischen und infizierten Zellen,
als auch in nicht-apoptotischen infizierten Zellen (GOEBEL et al., 2001). Zum anderen
inhibiert der Parasit die Cytochrom-c vermittelte Aktivierung der Caspase 3/7 (KELLER
et al., 2006). Auch ist die Effektorkinase B des Phosphoinositid 3-Kinase
Signalweges in mit T. gondii infizierten Mausmakrophagen in vitro und in vivo
aktiviert und verhindert dadurch die Apoptose in infizierten Zellen (KiMm und DENKERS,
2006). Zudem fuhrt eine Infektion mit T. gondii in Mausfibroblasten zu einer
Aktivierung von NF-kB Uber die nukledre Translokation der p50 und p65
Untereinheiten von NF-kB, zu einer Phosphorylierung von IkB und dessen
Konzentration an der PVM und einer Induktion der Expression antiapoptotischer
Gene. Dies fuhrt ebenfalls zu einer T. gondii-vermittelten Blockade der Apoptose
(MOLESTINA et al., 2003).

Ein weiterer antimikrobieller Abwehrmechanismus der Wirtszelle, die induzierbare
NO Synthase (iINOS) und die Freisetzung von NO in aktivierten Makrophagen, wird
ebenfalls durch T. gondii inhibiert (LUDER et al., 2003a). Die induzierbare NO
Synthase produziert nach Aktivierung von Makrophagen mit LPS oder IFN-y NO und
verhindert so Wachstum und Replikation von intrazellularen Pathogenen. T. gondii
greift auf transkriptioneller Ebene in diesen Prozess ein, indem mRNA Level und
Proteinlevel von iNOS reduziert werden (LUDER et al., 2003a). Dadurch ist der NO-
Gehalt in der Wirtszelle niedrig genug, um dem Parasiten Uberleben und Replikation
zu sichern. Allerdings fuhrt das Vorhandensein von NO in der Zelle auch dazu, dass
sich der schnell replizierende Tachyzoit in den langsam replizierenden Bradyzoiten
umwandelt (BOHNE et al., 1994).
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Auch die Freisetzung von Wasserstoffperoxid (H2O2) und anderen reaktiven
Sauerstoffintermediaten  (,oxidativ  burst®) durch den Wirt als weiterer
Abwehrmechanismus umgeht T. gondii, da der Parasit eine Katalase und
verschiedene Peroxidasen besitzt, die detoxifizierend wirken (DOBROWOLSKI und
SIBLEY, 1996; DING et al., 2004).

Diese Modulationen der Abwehrmechanismen des Wirtes durch T. gondii stellen eine
empfindliche Balance dar, um das Immunsystem des Wirtes soweit zu schwachen,
dass das Uberleben und die Replikation des Parasiten gewahrleistet sind ohne dabei
den Wirt zu téten. Auch wird dadurch die enge Adaption von T. gondii an seine Wirte

deutlich, die letztendlich zu einer lebenslangen Persistenz flhrt.

1.5 Poly(ADP-Ribose) Polymerase

Die Poly(ADP-Ribose) Polymerasen (PARP) sind eine Familie von Proteinen, die fur
die post-translationale Modifizierung von Proteinen verantwortlich sind (AME et al.,
2004). Bei dieser Modifizierung handelt es sich um die Bildung von ADP-Ribose
Polymeren, die unter Verbrauch von NAD® gebildet und auf Glutamat- oder
Aspartatreste von verschiedenen Zielproteinen, wie z.B. Histone, Topoisomerasen,
HMG (high mobility group)-Proteine und PARP selbst, Ubertragen werden. Dabei
kénnen sich lange, verzweigte poly(ADP-Ribose) Ketten bilden und man spricht von
einer poly(ADP-Ribosyl)ierung der Zielproteine (BURKLE et al., 2005). Diese
Modifizierung dient als Signal fur diverse zellulare Prozesse. Angehorige der PARP
Proteinfamilie finden sich in allen hdheren Eukaryonten, mit Ausnahme von Hefe
(HERCEG und WANG, 2001). Unter den 18 bisher bekannten Angehdrigen dieser
Familie (AME et al., 2004) ist PARP-1 das zuerst entdeckte (MULLER et al., 1974) und
am besten untersuchte Protein. PARP-1 ist ein nukleares Protein, welches eine
Molekularmasse von 113 kDa besitzt und in groRer Menge in der Zelle vorkommt (0.5
— 5 x 10° Molekiile / Nukleus) (DURIEZ und SHAH, 1997). Es konnten verschiedene
Domanen des Proteins identifiziert und bestimmten Funktionen zugeordnet werden.
N-terminal befindet sich eine DNA-bindende Domane mit zwei Zinkfinger-Motiven.
Daran schlieRen sich die Caspase 3-Spaltungsstelle (DEVD-Motiv) und ein nukleares
Lokalisierungssignal (NLS) an. Besonders wichtig ist die Automodifizierungsdomane

mit BRCT (BRCA1-caboxyterminus)-Motiv, welches fir Protein-Protein-Interaktionen
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wichtig ist. Carboxy-terminal liegt die katalytische Domane (AME et al., 2004), die bei
allen Mitgliedern der PARP-Familie eine hohe Homologie aufweist. Sie ist die einzige
Domane, die in allen PARPs vorkommt. Die Angehorigen der PARP Familie besitzen
neben dieser gemeinsamen Domane aufgrund ihrer unterschiedlichen zellularen
Funktionen noch weitere unterschiedliche Domanen (SMiTH, 2001), allerdings zeigen
einige Familienmitglieder untereinander grol3e Homologien.

PARP-1 spielt eine zentrale Rolle bei der DNA-Reparatur nach DNA-Einzel- oder
Doppelstrangbrichen (Abb. 2). Es liegt im Nukleoplasma in inaktiver Form vor und
wird durch DNA-Strangbriche aktiviert (SMITH, 2001). Ausléser fur DNA-
Strangbriche kénnen Strahlung, alkylierende Agentien oder freie Radikale z.B. im
Zuge des ,oxidativen Bursts“ sein. PARP-1 bindet an die geschadigte DNA Uber die
DNA-bindende Doméne und bildet mit NAD" als Substrat, mittels der katalytischen
Domane, ADP-Ribose-Einheiten. Diese fuhren dann uber die
Automodifizierungsdomane zur Modifizierung von PARP-1 selbst. Die poly(ADP-
Ribosyl)ierung von PARP-1 dient als Signal fir die Aktivierung der DNA
Reparaturmaschinerie. Durch die zunehmend hohe negative Ladung I6st sich
poly(ADP-Ribosyl)iertes PARP-1 von der DNA. Die poly(ADP-Ribose)
Glykohydrolase (PARG), der Antagonist von PARP, spaltet die poly(ADP-Ribose)

Einheiten anschlieRend wieder ab.

Strahlung, freie Radikale 0
% u.a. :ooo

E“m-

MARAN — Vil
- DNA-RM

Abb. 2: Funktion von PARP-1 bei der DNA-Reparatur.

PARP-1 wird durch DNA Schaden aktiviert und bildet unter Verbrauch von NAD+ ADP-Ribose
Polymere, die in diesem Fall zur Automodifikation von PARP-1 fuhren. Dies dient als Signal fur DNA
Reparaturmechanismen (DNA-RM). PARP-1 16st sich durch die negative Ladung der ADP-Ribose
Polymere von der DNA und PARG spaltet die ADP-Ribose Einheiten.
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Dieser ganze Prozess lauft innerhalb weniger Minuten ab (HERCEG und WANG, 2001).
PARP-1 wurde als erstes Protein beschrieben, welches wahrend der Apoptose durch
Effektorcaspasen, z.B. Caspase 3 und 7, gespalten wird (KAUFMANN, 1989;
KAUFMANN et al.,, 1993; HERCEG und WANG, 2001). Die Spaltung von PARP-1 ist
dadurch als eine der wichtigsten Indikatoren eines apoptotischen Zelltodes bekannt.
PARP-1 wird dabei zu einem frihen Zeitpunkt im Verlauf der Apoptose an der DEVD-
Spaltungsstelle in ein 89 kDA und ein 24 kDa Fragment proteolytisch gespalten
(KAUFMANN, 1989; KAUFMANN et al., 1993). Auch durch Granzym B und Perforin kann
PARP-1 im Verlauf der Apoptose gespalten werden (FROELICH et al., 1996),
allerdings mit abweichenden Grélien der Fragmente. Es wird vermutet, dass die
frihe Caspase-vermittelte Spaltung von PARP-1 wahrend der Apoptose eine Art
,Point of no Return® darstellt, an dem die Zelle die Mdglichkeit verliert ihre
ursprungliche Vitalitat zurick zu erlangen (DURIEZ und SHAH, 1997). Dartber hinaus
wurde auch angenommen, dass die frihe PARP-Spaltung wahrend der Apoptose
wichtig ist, um den Verbrauch von NAD" und die ATP-Depletierung zu verhindern
und so spatere apoptotische Reaktionen zu ermoglichen (SMULSON et al., 2000).
AuRerdem spielt PARP-1 eine Rolle in einem Caspase-unabhangigen Apoptoseweg.
So kommt es durch eine Uberaktivierung von PARP-1 zur Freisetzung des Apoptose-
induzierenden Faktors (AIF) aus den Mitochondrien. AIF induziert im Nukleus
Chromatinkondensation, Fragmentierung der DNA und Zytotoxizitat (HONG et al.,
2004).

Wahrend es sich bei der Apoptose, einer Form des so genannten programmierten
Zelltodes, um eine strikt kontrollierte zellulare Reaktion von endogenen Proteasen
handelt, zeichnet sich die Nekrose durch akute zellulare Verletzungen aus, die eine
Lyse der Zelle unter Auslosung einer Entzindungsreaktion hervorruft. Kommt es
durch DNA-Schaden zu einer Uberaktivierung von PARP-1 und damit auch zu einem
starken Verbrauch von NAD" und zu ATP-Depletierung (PIEPER et al., 1999; BoULU et
al., 2001; YING et al., 2005), kann die Zelle aufgrund des hohen Energieverlustes
nekrotisch werden (Sims et al., 1983; BERGER, 1985; HERCEG und WANG, 2001).
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1.6 PARP-1 und die Pathogenese entziindlicher
Erkrankungen

Aufgrund der Bedeutung von PARP-1 fir zentrale Prozesse der Zellphysiologie spielt
PARP-1 auch bei der Pathogenese verschiedener Krankheiten eine wichtige Rolle
(ZHANG et al., 1994; SzaBo und DAWSON, 1998; HASSA und HOTTIGER, 2002; CLARK
und COWDEN, 2003; CLARK et al., 2004; HAssA et al., 2005). Verschiedene
Arbeitsgruppen konnten an Hand von Versuchen mit PARP-1 knockout Mausen
zeigen, dass diese Tiere gegen induzierbare chronische Entziindungskrankheiten,
wie z.B. Typ-1 Diabetes, Septischer Schock, Multiorganversagen und Schlaganfall,
bei denen NF-kB als Transkriptionsregulator eine zentrale Rolle spielt, resistent sind
(HASSA und HOTTIGER, 2002; HASSA et al., 2005). Tatsachlich konnte anhand dieser
PARP-defizienten Mause die Rolle von PARP-1 als Koaktivator der NF-kB-
regulierten Transkription belegt werden, da in ihnen auch die pro-inflammatorischen
Molekile des NF-kB-Signalweges stark reduziert waren (HASSA et al., 2005). Der
Koaktivator der NF-kB-regulierten Genexpression scheint dabei den entscheidenden
Ausschlag zu geben, ob die NF-kB-Aktivierung zum Uberleben der Zelle, zum
nekrotischen Zelltod oder zur Apoptose fuhrt. Der genaue molekulare Mechanismus
ist bisher unbekannt, allerdings bildet PARP-1 einen Komplex mit den beiden
Untereinheiten p65 und p50 von NF-kB (HASSA et al., 2005).

Obwohl die Grunderkrankungen sehr verschieden sind, weisen mehrere entztindliche
Erkrankungen deutliche pathogenetische Parallelen auf. Dabei kommt es zur
Aktivierung von NF-kB und der Produktion von pro-inflammatorischen Mediatoren,
wie z.B. IL-12, TNF-a oder IL-6, die die Bildung von freien Sauerstoffradikalen
anregen. Dies fiihrt zu DNA-Strangbriichen, die eine Uberexpression von PARP-1
und einen hohen Verbrauch von NAD" und darauf hin eine ATP-Depletion ausldsen
(SzaBO et al., 1996; SzaBo und DAWSON, 1998; BouLu et al., 2001; YING et al., 2005).
Die Folgen sind nekrotischer Zelltod und Gewebeschaden, die mit den
Krankheitsbildern von septischem Schock, Schlaganfall, Multiorganversagen und
Diabetes verbunden sind. PARP-1 greift in die Pathogenese dieser Prozesse an zwei
Stellen ein, erstens als Koaktivator von NF-kB und zweitens durch Auslésung eines
hohen Energieverlustes und ATP-Depletierung (HASSA et al., 2005).

Plasmodium, der Erreger der Malaria, gehort ebenso wie T. gondii zu den

apikomplexen Parasiten. Plasmodium falciparum verursacht, vor allem bei Kindern,
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die meist lebensbedrohlich verlaufende Malaria tropica, wahrend P. vivax, P. ovale
und P. malariae zu milderen Krankheitsverlaufen fiihren (KAYSER et al., 2001).
Makrophagen und Monozyten setzen TNF-a und andere Cytokine als Antwort auf
eine Infektion mit Plasmodium frei. Der TNF-a Gehalt im Blut von akut infizierten
Patienten korreliert dabei mit dem Schweregrad der Malaria (KAYSER et al., 2001).
PARP-1 ist beteiligt an der Pathogenese der zerebralen Malaria und es wird
vermutet, dass durch die TNF-a-stimulierte NO-Freisetzung Einzelstrangbriche der
DNA entstehen und dies zur starken Aktivierung von PARP-1 fuhrt (CLARK et al.,
2004). Dadurch kénnte es zu einem Verlust von NAD" und zur ATP-Depletierung
kommen, wodurch Sauerstoff, der durch die eventuell auftretende Anamie wahrend
der Malaria tropica nur noch in niedrigen Konzentrationen im Blut vorkommt, nicht
effektiv verarbeitet werden kann. Dies konnte unter anderem fir schwere Verlaufe
bei Malaria, bis hin zu Sepsis und Tod, mitverantwortlich sein. Zusatzlich durfte
PARP-1 aufgrund seiner Funktion als Koaktivator auch die NF-kB-vermittelte
Genexpression verstarken und dadurch vermehrt zur Bildung pro-inflammatorischer
Cytokine fuhren, was eine Entzundungsreaktion unter anderem auch im
Zentralnervensystem von Malariapatienten zur Folge hatte (CLARK und COWDEN,
2003; CLARK et al., 2004).

1.7 Zielsetzung

Fir T. gondii als obligat intrazellularen Parasiten, dessen Ubertragung von
Zwischenwirt auf Endwirt und von Zwischenwirt auf Zwischenwirt von der Etablierung
persistierender Infektionen abhangt, ist es von grolter Bedeutung, das eigene
Uberleben und die Vermehrung innerhalb der Wirtszelle zu sichern, ohne dabei die
Wirtszelle zu toten (SACKs und SHER, 2002). Eine wichtige Voraussetzung spielen
dabei strikt regulierte Parasit-Wirt-Interaktionen, die ein balanciertes Gleichgewicht
zwischen Parasit und Wirt bilden. Neben Veranderungen von Wirtszell-
Kompartimenten, Inhibierung von Wirtszell-Signalwegen und Inhibierung der
Produktion von toxischen Metaboliten spielt die Interaktion des Parasiten mit
verschiedenen Apoptosewegen eine wichtige Rolle (LANG et al., 2007). In vorherigen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass T. gondii die Expression der Poly(ADP-Ribose)
Polymerase-1 (PARP-1) in humanen HL-60 und U937-Zellen, bei denen Apoptose
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induziert worden war und auch bei nicht-apoptotischen Zellen, sehr deutlich inhibiert
(GoEBEL et al., 2001). PARP-1 besitzt neben Funktionen bei der Apoptose auch
wichtige Aufgaben in anderen zellularen Prozessen, wie poly(ADP-Ribosyl)ierung,
DNA-Reparatur, Nekrose und Koaktivatorfunktion bei der Transkription
verschiedener Gene (SMULSON et al., 2000; HAsSsA et al., 2005). Daneben wurde
PARP-1 auch eine wichtige Rolle im Verlauf entzindlicher Erkrankungen, u.a.
Malaria tropica, verursacht durch Plasmodium falciparum, zugeschrieben (CLARK et
al., 2004).

Da die Inhibierung der PARP-1 Expression durch T. gondii sowohl in apoptotischen
als auch in nicht-apoptotischen Zellen nachgewiesen wurde (GOEBEL et al., 2001),
konnte es sich um einen generellen Mechanismus der Parasit-Wirt-Interaktion
handeln. Ziele dieser Arbeit waren deshalb

e die PARP-1 Expression in nicht-apoptotischen Zellen nach Infektion mit dem
Parasiten T. gondii eingehend zu charakterisieren,

e Untersuchungen zu moglichen Auswirkungen eines veranderten PARP-1
Gehaltes nach Parasiten-Infektion auf die Physiologie der Wirtszelle zu
bestimmen,

e eine Charakterisierung des Mechanismus der Modulation von PARP-1 durch
T. gondii vorzunehmen, sowie

e die Auswirkungen der veranderten PARP-1 Expression auf die Parasit-Wirt-

Interaktion zu untersuchen.

Die Identifizierung und Charakterisierung der PARP-1-Inhibierung durch T. gondii als
moglichen weiteren Mechanismus der Parasit-Wirt-Interaktion konnte dabei neue

Einsichten in die Pathogenese der Toxoplasmose liefern.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Fluoreszenzmikroskop
Konfokales Laserscan-
Mikroskop
LightCycler

Waagen

Zellkulturmikroskope

Zentrifugen

2.1.2 Zellkultur

Leica DMR, Leica, Heidelberg
Modell TCS SP2, Leica, Heidelberg

LightCycler®2.0 Real-Time PCR System, Roche,
Mannheim

Feinwaage: CP 224S, Satorius, Gottingen

SAC 62, Satorius, Gottingen

Leica DM IL, Leica, Heidelberg

Zeiss Axiostar Plus, Zeiss, Goéttingen

Omnifuge 2.0 ORS, Heraeus, Hanau

Modell 5417 R, Eppendorf, Hamburg

Modell 5417 C, Eppendorf, Hamburg

Alle Zellkulturmedien, -reagenzien und -zusatze stammten von Biochrom (Berlin),

falls nicht anders beschrieben.

Reagenzien und Additive

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Saline (PBS)

EDTA, 1%

FCS (fotales Kalberserum)
G418 Sulfat, 50mg/ml (w/v)
Glukose, 10% (w/v)
HEPES Puffer, 1M
Natriumpyruvat, 100 mM

Nicht-essentielle Aminosauren, 100x
Penicillin-Streptomycin, 10.000 U/ml - 10.000 ug/ml
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Trypanblau, 0.5% in PBS
Trypsin, 0.25%

Medien

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

RPMI 1640 Instantpulver (Instamed T121-10) mit 300 mg/I L-Glutamin, erganzt mit
2000 mg/l NaHCOg, eingestellt auf pH 7.2, sterilfiltriert.

DMEM (Dulbecco’s MEM)
DMEM Instantpulver (Instamed T 043-10) mit 4.5 g/l Glukose, 580 mg/I L-Glutamin,
erganzt mit 3700 mg/l NaHCOg3, eingestellt auf pH 7.2, sterilfiltriert.

SOC Medium (super optimal broth medium + Glukose):

Zur Transformation von TOP10 E. coli:
2% Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSQy4, 20 mM Glukose

Primare Zellen und Zelllinien

Murine L929 Fibroblasten

Murine Leukamie Monocyten/Makrophagen, RAW 264.7 (TIB 71; ATCC, Rockville
MD)

Primare humane Vorhaut-Fibroblasten (HFF)

Murine NIH 3T3 Fibroblasten (ECACC, Salisbury, UK)
Humane Jurkat T-Zellen

Humane Monocyten, THP-1

Toxoplasma gondii BK Stamm (Maus-virulent)
Toxoplasma gondii RH Stamm (Maus-virulent)
Toxoplasma gondii NTE Stamm (Maus-avirulent)
Toxoplasma gondii DX Stamm (Maus-avirulent)
Toxoplasma gondii CEP Stamm (Maus-avirulent)
Toxoplasma gondii C56 Stamm (Maus-avirulent)

Toxoplasma gondii PRUhxgprt
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Toxoplasma gondii PRUcat™ (beide freundlicherweise von D. Soldati, Genf, Schweiz
zur Verfigung gestellt)

Toxoplasma gondii P Stamm

Toxoplasma gondii SAG1 defizient (A) (beide freundlicherweise von S. Tomavo,
Villeneuve d'Ascq, Frankreich, zur Verfugung gestellt)

Toxoplasma gondii RH/HX/UPRT/Sag1/lacZ

Verbrauchsmaterial fur die Zellkultur wurde von Nunc (Roskilde, Denmark),
Corning/Costar (Bodenheim), Greiner (Frickenhausen), Falcon (Becton Dickinson,

Heidelberg) oder Eppendorf (Hamburg) bezogen.

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Ac-DEVD-AMC Bachem, Heidelberg
Agarose Roth, Karlsruhe
6-Aminocapronsaure Fluka, Neu-Ulm
Ammonium Persulfat (APS) BioRad, Munchen
3-Aminobenzamide Alexis Biochemicals, San Diego, Kalifornien,
USA
Aprotinin Boehringer, Mannheim
6-Biotin-17-NAD Biozol, Eching
Bromphenolblau Natriumsalz Merck, Darmstadt
1-Butanol Merck, Darmstadt
Chlorophenolred-R-D- Sigma, Mlnchen

galactopyranoside (CPRG)
3-[(3-cholamidopropyl)- Roth, Karlsruhe

dimethylammonio]-1-

Propan-Sulfonat (CHAPS)

Colchicin Sigma, Minchen
Digitonin Sigma, Minchen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Mlnchen
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Mlnchen

Einmach-Folie Deti, Meckesheim



2. Material und Methoden

19

Enhanced Chemiluminescence

(ECL)-kit
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Formaldehyd
Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Hochst-Farbstoff 33258
Hyperfilm ECL
Immersionsdl fur Mikroskopie
Isopropanol / 2-Propanol
Kaliumchlorid (KCI)
Lactacystin

Leupeptin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCly)
Methanol

MG-132

Mowiol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumacetat
Natriumazid (NaNs3)
Natriumcarbonat

Natriumcitrat

Natrium-Deoxycholat (NaDOC)

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Natrium-Othovanadat

Natriumthiosulfat

Nickel-Diaminobenzidine (Nickel-DAB)

Nonidet P-40
Ortho-Phenylendiamin

Amersham Biosciences, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Minchen
Amersham Biosciences, Freiburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Munchen,
Sigma, Mldnchen
Sucofin, Zeven

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Munchen,
Calbiochem, Miunchen,
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miunchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Mlinchen
Sigma, Minchen
Sigma, Miunchen
Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Minchen
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Paraformaldehyd
PBS (phosphate buffered saline)
Pepstatin A
Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF)
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)
PJ34 [N-(6-ox0-5,6-
dihydrophenanthridin-2-yl)-
N,N-dimethylacetamide.HCI]
Ponceau S-Lésung
Prestained Protein Marker,
Broad Range
Propidiumjodid
Proteinase-Inhibitor-Cocktail (PIC)
Rinderserum-Albumin
(bovine serum albumin, BSA)
RNAse A
Rothiphorese Gel 30
Acrylamid/Bisacrylamid
Saccharose
Saponin
Silbernitrat
SOC Medium
(super optimal broth + Glukose)
Staurosporin
Temed
Trichloressigsaure (TCA)
Tris-(Hydroxymethyl)Aminomethan
(=Tris)
Triton X-100
Triton X-114
Tween-20

Urea

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Sigma, Miunchen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen

Calbiochem, Darmstadt

Sigma, Mldnchen

New England Biolabs, Frankfurt

Sigma, Mldnchen
Roche, Mannheim

Sigma, Minchen

Sigma, Miunchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Midnchen
Sigma, Minchen

Invitrogen, Hilden

Sigma, Minchen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlruhe

Sigma, Mldnchen
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt

Calbiochem, Minchen
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2.1.4 Enzyme

Pfu DNA Polymerase von Pyrococcus furiosus (Promega, Mannheim)

Restriktionsenzyme Hind Il und Not | (New England Biolabs, Frankfurt)

Taq Polymerase von Thermus aquaticus (Roche, Mannheim)

2.1.5 Kits

DNA Isolierung
Light Cycler PCR

Transfektionsreagenz

Klonierungskit

PCR Aufreinigung
Plasmid Isolierung
Proteinbestimmung
Ligation

Reverse Transkription
RNA Isolierung
RNase Inhibitor

Mycoplasmentest

E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit (Peqlab, Erlangen)
LightCycler FastStart DNA Master™* SYBR Green |
(Roche, Mannheim)

Metafectene™ (Biontex, Martiensried)
pcDNA3.1/V5-His°TOPO®TA Expression Kit (Invitrogen,
Karlsruhe)

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
GenElute™ Plasmid Mini Prep Kit (Sigma, Miinchen)

BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, USA)

Quick Ligation™ Kit (New England Biolabs, Frankfurt)
Omniscript reverse transcriptase (Qiagen, Hilden)
GenElute Mammalian Total RNA Kit (Sigma, Minchen)
RNasin 40 U/ul (Promega, Mannheim)

Venor GeM, Mycoplasma PCR detection kit (Minerva

biolabs, Berlin)

2.1.6 MolekulargroRenmarker

DNA Standard:

GeneRuler 100bp-DNA Leiter: 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000
bp (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

GeneRuler 1kb-DNA Leiter: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500,
4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Protein Standard:

High molecular weight marker (HMW): 212, 170, 116, 76, 53 kDa (Amersham

Bioscience, Freiburg)
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Prestained protein marker: 175, 83, 62, 47.5, 32.5, 25, 16.5, 6.5 kDa (New England

Biolabs, Frankfurt)

21.7

Membranen und Filter

Sterile 0.22um PES 500 ml Flaschenaufsatz-Filter (Corning/Costar, Bodenheim)

Sterile 0.20 ym Spritzen-Filter (Corning/Costar, Bodenheim)

3.00 um Isopore, Membranfilter (Millipore, Bedford, USA)

10 kDA Centriprep YM-10 Centrifugal Filter Devices (Millipore, Bedford, USA)
Nitrocellulose Membran, Hybond ECL (Amersham Biosciences, Freiburg)

0.4 pm Transwell Membraneinsatze (Corning/Costar, Bodenheim)

2.1.8 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys (Darmstadt) hergestellt.

Oligonukleotide
3'PARP+Stop
3'PARP
5°Start*neud*

-actin_for

3-actin_rev
Cyclin-B2up
Cyclin-B2low
ICAM-1 forward
ICAM-1 reverse
IL-6up*2*
IL-6low*2*

iINOS forward
INOS reverse
MM_HMG2_for
MM_HMG2_rev
MM_IGFBP4_for
MM_IGFBP4_rev

Sequenz 5°-3°

tta cca cag gga tgt ctt aaa att gaa ctt gag
cca cag gga tgt ctt aaa att gaa ctt gag ttt
cca cca tgg cgg agg cct cgg aga

gag acc cag atc atg ttt gag a

tgc tcg aag tct aga gca aca tag

tat ccg gcg ggc agt ttt aga

tca ggg gcg gga gga cga t

gac cca gct ctc agc agt gct gct

aca gag tca ctg ctg ttt gtg ctc

gac ttc cat cca gtt gcc ttc ttg

gtt tct gta tct ctc tga agg act c

tct gga gga gct cct gec tca t

cat ccc ctc tga tgg tgc cat c

gaa gca tcc cga ctc gtc

cca gtt tct tcg cag tat ctc ¢

gag gag aag ctg gca cgc

ggc cat atg ctt ctg cag
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mmMIP2_for
mmMIP2_rev
MM_TROPO_for
MM_TROPO_rev
Oligo dT
PARP-861/for
PARP-861/rev
PARP-1779/for
PARP-1779/rev
PARP-2511/for
PARP-2511/rev
PARP-3054/for
PARPup
PARPlow

TNF-a forward
TNF-a reverse
V5-Epitop*2*

2.1.9 Antikorper

Primare Antikorper:

Kaninchen anti-Toxoplasma, Serum

Kaninchen anti-T. gondii Katalase

Maus anti-Aktin, Klon C4

Maus anti-PARP, Klon C2-10 (m)
Maus anti-SAG1, Klon DG 52

Maus anti-V5-Epitop (m)
Maus anti-His (m)
Ziege anti-Aktin, Klon [-19 (p)

cat tgg tcc tgc tgc tgc

gcc ttg cct ttg ttc agt atc ttt

cca cct act cat cca tcc atc cat

gtg aga cat gct ctg taa gag tg

ttt ttt ttt ttt it

tga cct gaa gga gct gct cat

atg agc agc tcc ttc agg tca

gaa ctc cta tta caa act gca

gct gca gtt tgt aat agg agt

ggc cga ggt cat cag gaa

ttc ctg atg acc tcg gcc

ctc aaa tac ctg ctg aaa ctc aag
cca gga cga aga ggc agt aaa gaa
cat ggg gga tca gag tgt aga agc
tcg agt gac aag cct gta gcc ca
cag agc aat gac tcc aaa gta gac c

CcCcg agg aga ggg tta ggg at

(Ak)

Eigenherstellung

freundlicherweise von D. Soldati, Genf,
Schweiz, bereitgestellt

freundlicherweise von J. Lessard, Cincinnati,
OH, USA, bereitgestellt

BD Phamingen, Hamburg

freundlicherweise von F. Seeber, Marburg,
Deutschland, bereitgestellt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

SantaCruz, Santa Cruz, Californien, USA
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Sekundare Antikorper und Konjugate:

Alle sekundaren Antikorper und Konjugate wurden von Dianova, Hamburg bezogen.

Cy 2-(Carbocyanin-)konjugiertes Esel F(ab), anti-Maus I1gG

Cy 2-(Carbocyanin-)konjugiertes Esel F(ab’), anti-Kaninchen IgG

Cy 3-(Indocarbocyanin-)konjugiertes Esel F(ab"), anti-Kaninchen IgG
Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugiertes Esel F(ab’), anti-Kaninchen IgG (H+L)
HRP)-konjugiertes Esel F(ab’); anti-Ziege IgG (H+L)
HRP)-konjugiertes Streptavidin

Meerrettichperoxidase

Meerrettichperoxidase

(
(
(
Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugiertes Ziege F(ab’), anti-Maus IgG (H+L)

(m): monoklonal; (p): polyklonal; H+L: schwere und leichte Ketten (heavy and light

chain)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen wurde ausschliel3lich unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die Zellen regelmafig auf Kontaminationen mit
Mycoplasmen mittels des Mycoplasmen PCR Nachweises von Venor GeM getestet.
Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,; mit befeuchteter

Atmosphare kultiviert.

2.2.1.1 Kultur und Isolierung von Toxoplasma gondii Tachyzoiten

T. gondii Tachyzoiten der maus-avirulenten Stdmme NTE (GRoss et al., 1991), C56,
CEP und DX sowie der maus-virulenten Stamme RH und BK (PARMLEY et al., 1994)
wurden in murinen L929-Fibroblasten als Wirtszellen vermehrt. Wirtszellen und
Parasiten wurden in verschiedenen Verhaltnissen zueinander in 12-Lochplatten
gegeben und in T. gondii Medium kultiviert. Dabei handelte es sich um RPMI 1640
Medium, welches zusatzlich mit 1% Hitze-inaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS),
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin erganzt wurde.

Kurz nach der Lyse eines Groliteils der Wirtszellen wurden die Parasiten zweimal pro
Woche wieder auf frische Wirtszellen umgesetzt.

Zur Gewinnung frischer Parasiten fur Infektionsversuche wurden Tachyzoiten aus
L929-Kokulturen, die ca. zu 80% lysiert waren, isoliert. Hierzu wurden
kontaminierende Wirtszellen bei 35 x g fur 5 min von den Parasiten getrennt und die
Toxoplasmen anschlieRend bei 1.300 x g fur 10 min abzentrifugiert. Die Tachyzoiten
wurden im Anschluss zweimal mit Medium gewaschen und bei 1.300 x g fur 10 min
abzentrifugiert. Die Anzahl isolierter Toxoplasmen wurde mittels einer Neubauer-

Zahlkammer ermittelt.

2.2.1.2 Kultur der Wirtszelllinien

L929

Bei L929 Zellen handelt es sich um murine Fibroblasten, die zur Kultivierung von T.
gondii verwendet werden. Die Zellen wurden in 6 Loch-Platten in DMEM Medium,

welches mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 3% Hitze-inaktiviertem
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FCS, 1 mM Natriumpyruvat und 1x nicht-essentiellen Aminosauren komplementiert
wurde, kultiviert. Die Zellen wurden zweimal pro Woche gesplittet, indem sie mittels
eines Zellschabers vom Boden der Platte abgekratzt wurden. Nach dem
Resuspendieren der Zellen wurden 6 Tropfen der Zellsuspension pro Loch mit

jeweils 5 ml frischem Medium weiter kultiviert.

RAW 264.7

RAW 264.7 Zellen (RASCHKE et al., 1978), eine Monozyten/Makrophagen-Tumor-
Zelllinie aus BALB/c Mausen, wurden verwendet, um die veranderten PARP-1-
Proteinlevel nach Infektion mit Toxoplasma gondii zu charakterisieren. RAW 264.7
Zellen wurden aullerdem mit dem murinen PARP-1-Gen stabil transfiziert, um die
Auswirkung von PARP-1-Uberexpression auf die Parasit-Wirt-Interaktion zu
untersuchen.

Die adharenten RAW 264.7 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert, das mit
10% (v/v) Hitze-inaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin, 1
mM Natriumpyruvat, 10 mM HEPES und zusatzlich mit 2.5 g/l Glukose versetzt
wurde. Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert und 2 - 3 Mal pro Woche
gesplittet, indem sie nach einem Medienwechsel mittels eines Zellschabers vom
Boden der Flasche abgeschabt und je nach Zelldichte im Verhaltnis 1:5 bis 1:15 in
einem entsprechendem Volumen an frischem Medium resuspendiert wurden.

Die mit dem murinen PARP-1-Gen stabil transfizierten RAW 264.7 Zellen wurden wie
oben beschrieben kultiviert. Das Kultivierungsmedium enthielt zusatzlich 700 ug/mi
G418 (Biochrom, Berlin).

NIH/3T3

Murine NIH/3T3 Fibroblasten wurden verwendet, um die veranderten PARP-1-
Proteinlevel nach Infektion mit Toxoplasma gondii im Vergleich zu murinen
Makrophagen zu charakterisieren.

NIH/3T3 Fibroblasten wurden in DMEM Medium, welches mit 10% (v/v) Hitze-
inaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 1 mM
Natriumpyruvat und 1x nicht-essentielle Aminosauren erganzt wurde, kultiviert. Die
Zellen wurden zweimal pro Woche subkultiviert, in dem sie mit 1% EDTA gewaschen
und mit 0.25% Trypsin abgeldst wurden. Die Zellen wurden fur 5 min bei 400 x g

zentrifugiert, in frischem Medium resupendiert und je nach Zelldichte im Verhaltnis
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1:2 bis 1:5 in eine neue Zellkulturflasche mit dem entsprechenden Volumen an

frischem Medium Uberfihrt.

HFF

HFF, eine primare Zelllinie humaner Vorhautfibroblasten, wurden auf Grund ihrer
Kontaktinhibierung verwendet, um Toxoplasma gondii Tachyzoiten nach dem
Auftauen zu vermehren und ein Uberwachsen durch Wirtszellen zu verhindern.

Die Zellen wurden in DMEM Medium, welches mit 10% (v/v) Hitze-inaktiviertem FCS,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 1 mM Natriumpyruvat und 1 x nicht-
essentielle Aminosauren versetzt wurde, kultiviert. Die Zellen wurden zur
Subkultivierung mit 1% EDTA gewaschen und mit 0.25% Trypsin abgeldst. Nach
dem Zentrifugieren bei 400 x g fur 5 min wurden die Fibroblasten in einem
entsprechenden Volumen frischen Mediums (1:10 bis 1:20) resuspendiert und in eine
frische Zellkulturflasche Uberfuhrt.

Jurkat-Zellen

Bei Jurkat-Zellen handelt es sich um eine humane Suspensions-T-Zell-
Tumorzelllinie, die als Vergleich zu den murinen Zellen auf ihre PARP-1-Proteinlevel
nach T. gondii-Infektion getestet wurde.

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium, welches mit 10% (v/v) Hitze-inaktiviertem
FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin versetzt wurde, kultiviert. Zur
Subkultivierung wurde im Verhaltnis 1:5 Zellsuspension entnommen und mit frischem

Medium gemischt.

THP-1-Zellen

THP-1-Zellen, eine humane monocytische Tumorzelllinie, wurden ebenfalls
verwendet, um im Vergleich zu den murinen Zelllinien ihre PARP-1 Level nach
Infektion mit Toxoplasma gondii zu untersuchen. Die Zellen wurden in RPMI 1640
Medium, welches mit 10% (v/v) Hitze-inaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin und 100
Mg/ml Streptomycin versetzt wurde, kultiviert. Die Zellen wurden zweimal pro Woche

im Verhaltnis 1:10 passagiert.
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2.2.2 Infektion von Wirtszellen mit T. gondii

Die Wirtszellen wurden fur die Infektion mit T. gondii Tachyzoiten am Vortag der
Infektion in @ 96 mm-Zellkulturschalen oder in 6, 12 oder 24 Loch-Platten in
entsprechendem Medium und Wirtszellanzahl ausgesat. Am Tag der Infektion
wurden frisch isolierte Tachyzoiten aus L929-Kokulturen isoliert (siehe 2.2.1.1) und
die Wirtszellen im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 0.5, 1, 2, 4, 8, 10, 12 bzw. 30:1,
abhangig von Wirtszelllinie und Versuchsaufbau, infiziert. Die Infektionsdauer betrug
meist 1 h, aber auch 2, 4, 8, 11, 12, 24 und 48 h, abhangig vom Versuchsaufbau. Um
frihe Effekte einer Toxoplasmose-Infektion zu untersuchen, betrugen die
Infektionszeiten von RAW 264.7 Zellen 2.5, 5, 7.5, 10 und 30 min. RAW 264.7 Zellen
wurden meist 4:1 bzw. 8:1 infiziert. Fur eine Infektionsreihe mit verschiedenen
Infektionsraten wurden RAW 264.7 Zellen auch in den Parasit-Wirt-Verhaltnissen von
0.5, 1, 2, 4, 8 und 12:1 infiziert. FUr Versuche mit Proteasom-Inhibitoren wurden die
Zellen 10 min mit 10 yM Lactazystin bzw. 50 nM MG132 vorinkubiert, bevor die
Zellen fur 1 Stunde (h) mit frisch isolierten Tachyzoiten infiziert oder mit 50 pg T.
gondii-Lysat (siehe 2.2.5) inkubiert wurden.

NIH/3T3 Zellen wurden, ebenso wie RAW 264.7 Zellen, mit einer Zelldichte von 0.3 x
10" Zellen pro @ 96 mm-Zellkulturschale in 10 ml Medium am Vortag der Infektion
ausgesat und am nachsten Tag im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 fur 1 h bis 36 h
infiziert.

0.3 x 10" Jurkat-Zellen wurden sofort nach dem Uberfiilhren in @ 96 mm-
Zellkulturschalen mit T. gondii Tachyzoiten im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4, 10 bzw.
30:1 fur unterschiedliche Zeiten infiziert.

THP-1 Zellen wurden am Vortag der Infektion mit 0.3 x 10" Zellen pro @ 96 mm-
Zellkulturschalen in 10 ml Medium, welches mit 5 nM Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
(PMA) zur Ausdifferenzierung erganzt wurde, ausgesat. Am nachsten Tag wurden
die Zellen zunachst zweimal mit Medium gewaschen und anschlieRend im Parasit-
Wirt-Verhaltnis von 4:1 fur 1, 4, 24 und 36 h infiziert.
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2.2.3 Stabile Transfektion

Klonierung

Um die Auswirkung eines erhohten PARP-1-Proteinlevels in den Wirtszellen von T.
gondii auf das Parasit-Wirt-Verhaltnis zu untersuchen, wurden PARP-1
Uberexprimierende RAW 264.7 Makrophagen hergestellt. Dazu wurde das murine
PARP-1 Gen in den Expressionsvektor pcDNA3.1/V/5-His°TOPO®TA kloniert und in
RAW 264.7 Zellen transfiziert. Hierfir wurden zunachst Primer (5 Start*neu4®;
3'PARP+Stop bzw. 3'PARP) ausgewahlt, die den gesamten Leserahmen des
murinen PARP-1 Gens (NCBI-Datenbank: BC012041) amplifizieren. Zusatzlich
wurde in den 5'Primer eine Kozak Konsensussequenz ((G/A)NNATGG) fur eine
effektive Translationsinitiation eingefiigt, da der Vektor selbst kein ATG
Initiationscodon besitzt. Einer der 3’'Primer (3’'PARP+Stop) enthielt das STOP-Codon
des PARP-Genes, so dass das spater exprimierte Protein kein His-Tag oder V5-
Epitop besall. Dagegen enthielt der andere 3 Primer (3’'PARP) kein Stop-Codon,
wodurch das spater exprimierte Fusionsprotein sowohl ein Penta-His-Tag als auch
ein V5-Epitop als Erkennungssequenz besitzen wurde.

Durch PCR (siehe 2.2.20) wurde das murine PARP-1-Gen aus RAW 264.7
Makrophagen/Monocyten mittels Pfu Polymerase amplifiziert. Der pcDNA3.1/V5-
His°TOPO®TA Expression Kit ermdglichte eine direkte Klonierung des DNA-
Fragments in den Vektor, da dieser einzelne uberhangende 3 Deoxythymidinreste,
sowie eine Topoisomerase besitz, die kovalent an den Vektor gebunden ist. Da die
Pfu Polymerase an das Ende des PCR-Produktes kein einzelnes 3'Deoxyadenosin
anhangt, wie es die Taq Polymerase macht, wurde dies in einem separaten Schritt
nachgeholt. Dazu wurden poly-A-Schwanze an das PCR-Produkt angehangt. Hierfur
wurden die PCR-Produkte zunachst in einem 1% Agarose-Gel (siehe 2.2.21)
aufgetrennt und mittels des PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Im
Anschlufd wurden 1 ul 10xTaq Puffer, 0,2 yl dNTPs, 0,2 pl Taq Polymerase und 8,6
Ml des aufgereinigten PCR-Produktes flr 40 min bei 72°C inkubiert. Danach wurde
das PCR-Produkt direkt mit dem Vektor verbunden. Dazu wurden 4 pl des frischen
poly-A-PCR-Produktes mit 1 pl Salzlésung, sowie 1 ul Vektor aus dem pcDNA3.1/V5-
His°TOPO®TA Expression Kit fir 30 min bei RT (Raumtemperatur) inkubiert.
Anschlieend wurde der Klonierungsansatz auf Eis gelagert und direkt zur

Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen verwendet.
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Transformation von E. coli

Aus den Klonierungsansatzen wurden je 2 ul direkt zu den auf Eis gehaltenen One
Shot®TOP10 chemisch kompetenten E. coli gegeben, vorsichtig gemischt und 30 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde ein Hitzeschock fur 30 sec bei 42°C
durchgefuhrt und die Zellen sofort wieder auf Eis gelagert. Nachdem je 250 ul
vorgewarmtes SOC Medium zu den E. coli Zellen zugegeben worden war, wurden
die Transformationsansatze fir 1 h bei 37°C geschuttelt. Pro Transformationsansatz
wurden 100 ul auf vorgewarmte LB-Platten, die zusatzlich Ampicillin zur Selektion
enthielten, ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
eine Transformation mit Wasser anstelle des Klonierungsansatzes versehen und die
Positivkontrolle wurde mit einem dem Kit beiliegenden Vektor anstelle des
Klonierungsansatzes durchgefuhrt. Am nachsten Tag wurden die Platten auf
Kolonien Uberprift. Pro Platte wurden 10 Kolonien gepickt, in LB-Medium mit
Ampicillin Uberfuhrt und Uber Nacht bei 37°C geschuttelt. Am nachsten Tag erfolgte
eine Plasmidisolierung mit dem GenElute™ Plasmid Mini Prep Kit nach
Herstellerprotokoll (Sigma, Mannheim). Die isolierten Plasmide wurden mit den
Restriktionsenzymen Hind Il und Not | verdaut, in einem Agarosegel (siehe 2.2.20)
aufgetrennt und unter UV-Licht auf die Anwesenheit des PARP-1-Genes uberpruft.
Von positiven E. coli Kolonien wurden Glycerinkulturen hergestellt, indem
Ubernachtkulturen 1:2 mit Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert wurden. Die
isolierten Plasmide der positiven E. coli Kolonien wurden zur Transfektion von RAW

264.7 Makrophagen verwendet.

Transfektion von RAW 264.7 Makrophagen
Die Transfektion der RAW 264.7 Makrophagen erfolgte mit Hilfe des Metafectene

Transfektionsreagenz. Dabei bildet das Reagenz zusammen mit der Plasmid-DNA
einen DNA-Lipidkomplex, der sehr effizient in eukaryontische Zellen eingeschleust
werden kann. Dazu wurden 0.5x10° RAW 264.7 Zellen in 1 ml Medium in 12 Loch-
Platten ausgesat. Am nachsten Tag wurden 1.5 pg Plasmid-DNA in 50 yl RPMI-
Medium ohne Zusatze in einer Vertiefung einer 96 Loch-Platte gemischt und 4.5 ul
Metafectene Reagenz in 50 pl RPMI-Medium ohne Zusatze in einer zweiten
Vertiefung ebenfalls gemischt. Danach wurde der Metafectene / Medium-Mix zur
Plasmid-DNA gegeben, vorsichtig gemischt und 15-20 min bei RT inkubiert.
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AnschlieRend wurde der DNA-Lipidkomplex langsam zu den konfluenten RAW 264.7
Zellen getropft, vorsichtig gemischt und im Brutschrank bei 37°C fir max. 8 h
inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium durch normales RAW 264.7
Kulturmedium ersetzt. Nach 48 h wurde wiederum ein Medienwechsel durchgeflhrt,
allerdings mit RAW 264.7 Medium, dem 0.7 pg/ml G418 zur Selektion auf positiv
transfizierte Zellen beigefigt worden war. In den folgenden Tagen wurde taglich ein
Medienwechsel mit G418-haltigem RAW 264.7 Medium durchgefuhrt, um
abgestorbene Zellen zu entfernen. Nachdem sich aus einzelnen positiv transfizierten
Zellen Kolonien gebildet hatten, wurde jede Kolonie vorsichtig in eine Vertiefung
einer 24 Loch-Platte in G418-haltiges RAW 264.7 Medium Uuberflhrt. Nachdem die
Zellen konfluent gewachsen waren, wurden sie isoliert und eine Verdinnung
hergestellt, so dass in 100 pl Medium rechnerisch 0.5 bzw. 1 Zelle vorhanden waren.
Je eine halbe 96 Loch-Platte pro Verdinnung wurde mit je 100 pl pro Loch bestuckt
und fir mehrere Wochen im Brutschrank inkubiert. Nach mehrmaligem Umsetzen der
Zellen und erfolgreicher Anzucht in gréferen Kultivierungsgefallen, wurde sowohl die
genomische DNA als auch die RNA isoliert und auf das Vorhandensein der
zusatzlichen PARP-1-Kopie bzw. auf deren Transkription Uberpruft (siehe 2.2.17 -
21).

2.2.4 Herstellung von UV-behandelten und Hitze-inaktivierten
T. gondii

Um die Auswirkungen von Wirtszellinvasion und intrazellularer Replikation auf die
PARP-1-Inhibierung nach Infektion mit Toxoplasma gondii zu untersuchen, wurden
frisch isolierte Parasiten (1 x 108 /ml) mit Hitze (SIBLEY et al., 1985) oder mit UV-Licht
(ENDO et al.,, 1981) behandelt. Um die intrazellulare Replikation der Parasiten zu
verhindern, wurden sie 70 sec in Zellkulturschalen UV-Licht von 254 nm ausgesetzt,
wobei die UV-Lampe (NU-4KL Faust, Konrad Benda, Wiesloch) mit einem Abstand
von 20 cm uber der Zellkulturplatte aufgebaut wurde. Danach wurden die Parasiten
zur Infektion von RAW 264.7 Zellen verwendet. Ein Immunfluoreszenztest (siehe
unten), der 24 h und 48 h nach Infektion von Wirtszellen durchgefuhrt wurde,
bestatigte die Replikationsinhibierung mittels UV-Licht.
Um die Wirtszellinvasion der Parasiten zu inhibieren, wurde die Parasitensuspension

entweder fur 30 min bei 60°C in einem Thermomixer (Modell 5436 Eppendorf,
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Hamburg) Hitze-behandelt oder abzentrifugiert und das Pellet (1x10® Parasiten)
mind. 24 h bei -20°C tiefgefroren. Die Parasiten wurden ebenfalls danach fur
Infektionsversuche verwendet. Auch bestatigte wiederum ein Immunfluoreszenztest

die Inhibierung der Wirtszellinvasion.

2.2.5 Herstellung von T. gondii-Lysat

Toxoplasmen aus frisch lysierten L929 Kokulturen wurden von kontaminierenden
L929 Zellen durch Zentrifugation bei 35 x g fir 5 min getrennt. Um die Wirtszellen
moglichst vollstandig zu entfernen, wurde die Parasitensuspension zusatzlich durch
einen Filter mit 3 um PorengrofRe gegeben. AnschlieRend wurden die Parasiten bei
1.340 x g flr 10 min pelletiert und zweimal in sterilem PBS gewaschen. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurde das Parasitenpellet in 500 pl bis 750 uyl PBS
resuspendiert und jeweils dreimal in flussigem Stickstoff eingefroren und im
Wasserbad bei 37°C wieder aufgetaut. Die Parasitensuspension wurde jeweils
zweimal auf Eis fur 10 min mit Ultraschall (30% Unterbrechungszyklus, Output Stufe
3) (Ultraschallgerat Cell Disruptor B15, Branson Sonifier, Dietzenbach) behandelt
und dazwischen 20 min auf Eis ruhen gelassen. Nach einem anschliellenden
Zentrifugationsschritt bei 20.000 x g fiir 20 min bei 4°C wurde der Uberstand
abgenommen, mittels eines 0.20 um Spritzen-Filters steril filtriert und einer
Proteinbestimmung mit dem BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, USA) nach
Herstellerprotokoll unterzogen. Das resultierende Pellet wurde in 500 pl sterilem PBS
resuspendiert. Sowohl der Uberstand als auch das Pellet wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C tiefgefroren.

2.2.6 T. gondii Membranfraktionierung

1x10' T. gondii Tachyzoiten wurden aus frisch lysierten L929 Kokulturen isoliert und
zweimal in sterilem PBS gewaschen. Die Parasiten wurden in 500 pyl PBS mit
Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Roche, Mannheim) (1:200) resuspendiert und jeweils
dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und im Wasserbad bei 37°C wieder
aufgetaut. Die Parasitensuspension wurde bei 20.000 x g fir 20 min bei 4°C
zentrifugiert und das resultierende Pellet wurde einmal in PBS gewaschen. Das
Pellet wurde in 500 pl Carbonatpuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert,

wobei alle 10 min kraftig gemixt wurde. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
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bei 20.000 x g fiir 20 min bei 4°C wurde der Uberstand (= S1) abgenommen und bei -
20°C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Das Pellet wurde wiederum einmal in
sterilem PBS gewaschen, in 500 pyl 8 M Harnstoff-Extraktionspuffer resuspendiert
und fur 1 h bei 4°C geschuttelt. Dann wurde wieder bei 20.000 x g fur 20 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand auf 1 M Harnstoff mit 50 mM Tris/HCI pH 8.0 verdinnt
und in einer Centricon Saule (10 kDA AusschlussporengrofRe) mittels Zentrifugation
auf ca. 600 pl eingeengt (= S2). Die Harnstoff-Fraktion wurde ebenfalls bis zur
weiteren Verwendung eingefroren. Das Pellet wurde wieder in PBS gewaschen, in
1% Triton X-100 resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Der resultierende Uberstand
aus der anschlielenden Zentrifugation wie oben angegeben (= S3) wurde wie die
S1- und S2-Fraktion mittels Zugabe von Trichloressigsaure auf 10%
Endkonzentration und Inkubation auf Eis fur 30 min gefallt. Die Ansatze wurden
wieder bei 20.000 x g fur 20 min bei 4°C zentrifugiert, um die prazipitierten Proteine
zu pelletieren. Die Pellets wurden jeweils in 100 yl PBS resuspendiert und bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Das von S3 resultierende Pellet (= P1)
wurde ein letztes Mal in PBS gewaschen und ebenfalls eingefroren (PRzYBORSKI et
al., 2005). S1 - S3 sowie P1 wurden entweder mit Wirtszellen oder dem nuklearen
Lysat der Wirtszellen inkubiert oder direkt mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Carbonat-Extraktionspuffer Triton X-100-Puffer
0,1 M Natriumcarbonat pH 11.0 1% Triton X-100 in ddH,O

Harnstoff-Extraktionspuffer
8 M Harnstoff
50 mM Tris/HCI pH 8.0

2.2.7 Transwell-System

Um feststellen zu kdnnen, ob ein von T. gondii sekretiertes Protein fur die Inhibierung
des PARP-1 Protein Levels verantwortlich ist, wurden 0.4 pm Transwell-
Zellkultureinsatze fur 6 Loch-Platten (Corning/Costar, Bodenheim) verwendet. Auf
den Boden der Platten wurden 1x10° RAW 264.7 Zellen in 5 ml Medium (ber Nacht
ausgesat. Am nachsten Tag wurden Toxoplasma gondii Tachyzoiten im Parasit-Wirt-

Verhaltnis von 4:1 auf die Transwell-Membran oder direkt zu den Zellen als Kontrolle
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gegeben, oder die Zellen blieben uninfiziert. Durch die Membran wird ein direkter
Kontakt der Parasiten mit den Zellen verhindert, es kbnnen aber vom Parasiten
sekretierte Molekule durch die Membran diffundieren.

Nach 1 h erfolgte eine Gesamtproteinisolierung aus den RAW 264.7 Zellen (siehe
2.2.8) mit anschlieRender SDS-PAGE (siehe 2.2.10) und Western Blot Analyse
(siehe 2.2.11).

2.2.8 Praparation von Gesamtproteinextrakten infizierter und

nicht-infizierter Wirtszellen

Zellen wurden je nach Zelllinie entweder mit Zellschabern vom Boden der Petrischale
abgekratzt oder mit EDTA und Trypsin vom Schalenboden geldst. Nachdem die
Zellen bei 400 x g abzentrifugiert worden waren, wurden sie in 1 ml sterilem PBS
resuspendiert und nach Anfarbung eines Aliquots mit Trypanblau in einer Neubauer
Zahlkammer gezahlt. AnschlieRend wurden die Zellen mit einer Dichte von 1x10°
Zellen pro 1 ml in einem entsprechenden Volumen Lysepuffer resuspendiert und fir
1 h auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde bei 20.000 x g fur 10 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand wurde sofort im Verhaltnis 5:1 mit 5 x SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 99°C aufgekocht. Bis zur weiteren Verwendung in SDS-PAGE

und Western Blot wurden die Proben bei -20°C gefroren.

Lysepuffer
1% Triton X-100

150 mM NaCl
50 mM Tris, pH 8.0

50 mM NaF

5mM Natriumpyrophosphat
1 mM PMSF

10 uM Leupeptin

5 pg/ml Aprotinin

1 mM NaszVO,

1 mM EDTA, pH 8.0

in ddH.0O
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2.2.9 Zellfreies in vitro System

Um zu Uberprufen, ob T. gondii die PARP-1-Proteinlevel auch in Wirtszellextrakten
ohne funktionsfahige Transkription und Translation zu inhibieren vermag, wurden die
nuklearen Proteine aus RAW 264.7 Zellen isoliert (MARINOVICH et al., 1996). Hierfur
wurden die Makrophagen mittels eines Zellschabers vom Boden der
Zellkulturflaschen abgeschabt, bei 400 x g =zentrifugiert und in sterilem PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert, ein Aliquot
mit Trypanblau angefarbt und in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. 3x10” RAW
264.7 Zellen wurden dann bei 15.300 x g fur 30 sec abzentrifugiert, in 2000 pl
hypotonem Lysepuffer aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert. Bevor das
Zelllysat fur 15 sec stark gemixt wurde, wurden 125 pyl 10% Nonidet P40 zugegeben
und anschlieend wieder bei 15.300 x g fur 30 sec zentrifugiert. Das Pellet, welches
die Nuklei enthielt, wurde in 250 pl Puffer C resuspendiert und fur 20 min bei 4°C
geschuttelt. Nach einem abschlieRenden Zentrifugationsschritt bei 15.300 x g fur 5
min befanden sich im Uberstand die nukleéren Proteine, die dann mit Parasiten oder
dem Parasiten-Lysat inkubiert wurden. Bis zur weiteren Verwendung wurde das

Zelllysat bei -80°C tiefgefroren.

Lysepuffer Puffer C

10 mM HEPES, pH 7.8 50 mM HEPES, pH 7.8
10 mM KCI 50 mM KCI

2 mM MgCl; 50 mM NaCl

0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA

Proteinase-Inhibitor-Cocktail (1 :100)  Proteinase-Inhibitor-Cocktail (1 :100)
10 % (v/v) Glycerin

2.2.10 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Um Proben nach ihrem Gehalt bestimmter Proteine zu vergleichen, wurden sie
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und entweder die Gesamtproteine durch
Silberfarbung angefarbt oder spezifische Proteine durch Western Blot Analyse und
Immunfarbung mittels AntikOrper nachgewiesen.

Zunachst wurde ein 10% Polyacrylamid Trenngel in eine vertikale Mini Protean 3

Gelkammer (BioRad, Munchen) mit einem Abstand von 0.75 mm zwischen den
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Glasplatten gegossen und mit 1-Butanol Uberschichtet. Sobald das Gel
auspolymerisiert war, wurde das Butanol entfernt, die Geloberflache grindlich mit
ddH,0 gewaschen und ein 5% Sammelgel aufgegossen, in das ein Probenkamm  fur
10 Proben eingesetzt wurde.

Die Proteinproben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und flir 5 min bei 99°C
aufgekocht. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels eines Probenpuffers bei 25
mA pro Gel fur ungefahr 1 h in einer Gelkammer (Modell Mini-Protean lIll, BioRad,
Muanchen). Ein Proteinstandard, der Prestained Protein Marker, wurde zum

Grolenvergleich in einer Spur des Gels parallel aufgetrennt.

10% Tenngel 5% Sammelgel
0,94 mi 2 M Tris pH 8.8 0,625 mi 0,5M pH 6.8
0,1 ml 10% SDS 50 pl 10% SDS
2,26 m| Aqua bidest. 1,38 ml Aqua bidest.
1,67 ml 30% Acrylamid 0,42 ml 30% Acrylamid
20 pl 10% APS 10 pl 10% APS
10 ul TEMED 10 pl TEMED

20 pl Bromphenolblau
Elektrophoresepuffer SDS-Probenpuffer
25 mM Tris, pH 8.3 62,5 mM Tris-HCI, pH 6.8
192 mM Glycin 10% Glycerin
0,1% SDS 32,5 mM DTT

2% SDS

0,01% Bromphenolblau

2.2.11 Silberfarbung

Die Silberfarbung nach SDS-PAGE diente dazu, das Gesamtproteinprofil anzufarben.
Das Polyacrylamidgel wurde dazu nach dem Auftrennen der Proteine in einem
Lichtgeschutzten Behalter mit Fixierlosung 1 fur 60 min bei RT fixiert. Anschliel3end
wurde in Fixierlosung 2 bei RT Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurde
dreimal je 30 min in demineralisiertem Wasser gewaschen. Danach wurde fir 1 h bei
RT in Silbernitratidsung inkubiert, in Entwicklerlosung bis zum Erscheinen der
Banden gebadet und nach max. 4 min mit 0,05 M EDTA abgestoppt. Die Gele
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wurden entweder sofort in einer Gel-Dokumentationsanlage (BioDoc |l Digital
Imaging System, Biometra, Gottingen) fotografiert oder zwischen zwei mit Wasser
und einem Tropfen Glycerin befeuchteten Blattern Cellophan-Folie aufgespannt und

trocknen gelassen.

Fixierlosung 1 Fixierlosung 2
30% Isopropanol 0,5M Natriumacetat
10% Essigsaure 0,2% Natriumthiosulfat
in dH20 0,5% Glutaraldehyd
30% Ethanol
in deO
Silbernitratidsung Entwicklerlésung
0,1% Silbernitrat 2,5% Natriumcarbonat
0,02% Formaldehyd 0,01% Formaldehyd
in dH,0 in dH,0
2212 Western Blot und Immunfarbung

Nachdem Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurden sie im
Semi Dry Blot Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL) Ubertragen.
Dazu wurde die so genannte ,Sandwich-Methode“ angewandt, bei dem die einzelnen
Komponenten wie folgt in einem Semi-Dry Elektroblotter (Sartorius, Gottingen)

Ubereinander geschichtet wurden:

Anode

6 Whatman Filterpapiere, getrankt in 0.3 M Tris-HCI, pH 10.4 und 20 % Methanol

3 Whatman Filterpapiere, getrankt in 25 mM Tris-HCI, pH 10.4 und 20 % Methanol
Nitrozellulosemembran

SDS-PAGE Gel

9 Whatman Filterpapiere, getrankt in 40 mM Aminocapronsaure, pH 7.6 und 20 %
Methanol

Kathode
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Die Proteine wurden mit 0.8 mA pro cm? Gelfliche fir 90 min Ubertragen. Das
Anfarben der Membran mit Ponceau S Lésung fur 2 min als Kontrolle, ob und wie gut
die Proteine auf die Membran transferiert wurden und ob die Gesamtproteinmengen
in jeder Spur etwa gleich waren. Die Hintergrundfarbung wurde durch Waschen in
destilliertem Wasser entfernt.

Zum Nachweis spezifischer Proteinbanden mittels Immunfarbung wurden zunachst
unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation der Membran far 30 min in
Blockierlosung abgesattigt. Nach funf-minttigem Waschen in Waschlésung wurde fur
1,5 h mit Primarantikorper (siehe unten) in Inkubationslésung inkubiert. Im Anschluss
wurde dreimal mit Waschlésung fiur je 5 min gewaschen und danach mit
entsprechendem Sekundarantikorper in Inkubationslosung flir 1 h inkubiert.
Nachfolgend wurde die Membran wieder dreimal in Waschlosung fur je 5 min
gewaschen und mit der ECL Nachweislésung nach Herstellerangaben inkubiert.
Uberschiissige Mengen an ECL-Lésung wurden entfernt und die Membran mit einer
Plastikfolie ohne Luftblasenbildung abgedeckt. Der Nachweis erfolgte durch Auflegen
eines Chemilumineszenz sensitiven Hyperfilm ECL auf die Membran. Die quantitative
Auswertung der Bandenintensitaten erfolgte mittels der Dokumentatiosanlage BioDoc
Il Digital Imaging System (Biometra, Géttingen) und dem Programm Scan Pack 3.
Um Unterschiede in der Proteinbeladung der einzelnen Proben auszugleichen,

wurde als interner Standard Aktin angefarbt und die Bandenintensitaten auf Aktin

normiert.
Blockierlosung Waschlosung Inkubationslésung
5% Magermilchpulver 0.05% Tween-20 5% Magermilchpulver
0.2% Tween in PBS, pH 7.4 0.05% Tween-20
0.02% NaN3 in PBS,pH 7.4

in PBS, pH 7.4
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Primarer Antikorper | Verdunnung | Sekundarer Antikorper | Verdiinnung
Kaninchen 1:2.000 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
anti-Toxoplasma F(ab’), Esel anti-
(Serum) Kaninchen IgG
Kaninchen anti-T. 1:500 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
gondii-Katalase F(ab’), Esel anti-
Kaninchen IgG
Maus anti-Aktin 1:10.000 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
(Klon C4) F(ab’), Ziege anti-Maus
IgG
Maus anti-PARP 1:2.000 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
(Klon C2-10) F(ab’), Ziege anti-Maus
1gG
Maus anti-SAG1 1:1.000 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
(Klon DG52) F(ab’), Ziege anti-Maus
IgG
Maus anti-V5-Epitop 1:5.000 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
F(ab’), Ziege anti-Maus
IgG
Maus anti-Penta-His 1:1.000 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
IgG F(ab’), Ziege anti-Maus
IgG
Ziege anti-Aktin 1:250 Peroxidase-konjugiertes 1:10.000
(Klon 1-19) F(ab’), Esel anti-Ziege
IgG

Tab. 1: Verdiinnung priméarer und sekundarer Antikorper fir Inmunfarbung von Western Blots

2213 Immunfluoreszenzfarbung (IFT) und Mikroskopie

Um die Auswirkung der Infektion von RAW 264.7 Zellen mit Toxoplasma gondii auf
die PARP Proteinmenge auf Einzelzellebene zu untersuchen und um die
Wirtszellinvasion bzw. -replikation des Parasiten zu bestimmen, wurde eine

Immunfarbung der Zellen mit anschliel3ender mikroskopischer Analyse durchgefuhrt.
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Auf runden Deckglaschen wurden zunéchst 1x10° RAW 264.7 Zellen in 24 Loch-
Platten ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Infektion mit frisch isolierten,
vorbehandelten oder unbehandelten T. gondii Tachyzoiten (siehe 2.2.1.1) im Parasit-
Wirt-Verhaltnis von 4:1, Inkubation mit T. gondii-Lysat (50 ug) (siehe 2.2.5), dem
Pellet des T. gondii-Lysates oder die Zellen blieben als Kontrolle uninfiziert. Die
Infektionszeit variierte je nach Fragestellung des Versuches zwischen 1 h und 48 h.
Danach wurden die Zellen zweimal in sterilem PBS gewaschen, fur 1 h mit 4%
Paraformaldehyd in 0.1 M Natriumcacodylat/HCI, pH 7.4 bei RT fixiert und nochmals
zweimal in sterilem PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen fir 10 min in
50 mM NH4CI in PBS inkubiert und danach einmal in PBS gewaschen. Mittels
Inkubation bei RT fur 1 h in 1% BSA in PBS wurden unspezifische Bindungsstellen
blockiert und durch 0,1 mg/ml Saponin im Blockierungspuffer wurden die Zellen
gleichzeitig permeabilisiert. Danach wurden die Deckglaschen fur 1 h mit einem oder
mehreren Antikdrpern (siehe unten) bei RT inkubiert. Hierfir wurden die
Deckglaschen mit der Zellseite in je einen Tropfen von 30 pl Antikérper verdinnt in
Blockierlosung gelegt. Nach dreimaligem Waschen in 0,1 mg/ml Saponin in PBS flr
je 10 min wurden die Deckglaschen fur 1 h bei RT mit dem oder den entsprechenden
Sekundarantikérpern in  Blockierlosung, auf die gleiche Weise wie der
Primarantikdper, inkubiert. Danach wurden die Zellen zuerst dreimal in 0,1 mg/ml
Saponin in PBS fur je 10 min gewaschen und danach einmal in PBS gewaschen. Um
die Infektions- und Replikationsrate des Parasiten in den Wirtszellen bestimmen zu
konnen, wurde die Gesamtzellpopulation bei Bedarf fur 5 min in 5 ug/ml
Propidiumiodid in PBS inkubiert, wodurch doppelstrangige Nukleinsauren angefarbt
wurden. Nach zweimaligem Waschen in PBS fur je 5 min wurden die Deckglaschen
kurz in demineralisiertem Wasser gewaschen, mit der Zellseite auf einem
Objekttrager in einem 10 pl Tropfen Mowiol fixiert und Gber Nacht bei RT getrocknet.
Bis zur Betrachtung mittels eines Leica TCS SP2 Konfokalmikroskops (Leica,

Heidelberg) wurden die Deckglaschen bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.
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Primarer Antikorper | Verdinnung | Sekundarer Antikorper | Verdiinnung
Maus anti-PARP 1:400 Cy 2-konjugiert Esel 1:50
(Klone C2-10) F(ab’), anti-Maus IgG
+ +
Kaninchen anti- 1:2.000 Cy 3-konjugiert Esel 1:800
Toxoplasma (Serum) F(ab”), anti-Kaninchen
lgG
Kaninchen anti- 1:400 Cy 2-konjugiert Esel 1:50
Toxoplasma (Serum) F(ab’), anti-Kaninchen
lgG
+
Propidiumiodid-Farbung 5 ug/ml

Tab. 2: Verdiinnung primérer und sekundarer Antikorper fiir IFT

2214 Hochst-Farbung

Mittels des Hochst-Farbstoffes 33258 konnen auf Einzelzellebene die
morphologischen Veranderungen nach Apoptose-Stimulierung, z.B. mit Staurosporin,
sichtbar machen. In apoptotischen Zellen zeigen sich dabei deutliche
Abschnirungen des Zellkerns durch das stark kondensierte Chromatin, wo hingegen
in nicht-apoptotischen Zellen eine gleichmallige Farbung des Zellkerns nachweisbar
ist. Hierfir wurden zunachst auf runden Deckgldschen 1x10° RAW 264.7 Zellen in 24
Loch-Platten ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Infektion mit frisch isolierten T.
gondii Tachyzoiten (siehe 2.2.1.1) im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1, oder die Zellen
blieben uninfiziert. 3.5 h vor Ablauf der Infektionsdauer folgte eine Behandlung mit 1
MM Staurosporin oder die Zellen blieben unstimuliert. 4, 11 und 24.5 h p.i. wurden die
Deckgléaschen zweimal mit steriiem PBS gewaschen und fur 1 h mit 4%
Paraformaldehyd in 0.1 M Natriumcacodylat/HCI, pH 7.4 bei RT fixiert. Nach
erneutem Waschen in PBS wurden die Deckglaschen mit 50 ng/ml Hochst-Farbstoff
33258 in PBS mit 0.1 mg/ml Saponin bei 37°C fur 1 - 1.5 h inkubiert. Die
Deckglaschen wurden kurz mit demineralisiertem Wasser abgespdlt, in 10 pyl Mowiol

auf Objekttragern fixiert und bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C gelagert.
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2.2.15 Zell-ELISA zum Nachweis von PARP-Aktivitat

Um neben dem Proteinlevel von PARP-1 auch dessen Aktivitdt zu messen, wurde
unter anderem ein Zell-ELISA eingesetzt (BAKONDI et al., 2002). Dazu wurden 8x10*
RAW 264.7 Zellen pro Loch in einer 96-Lochplatte mit Flachboden in 200 pl Medium
fur 48 h ausgesat. Anschliel3end erfolgte die Infektion mit T. gondii in einem Parasit
zu Wirt-Verhaltnis von 4:1 oder 8:1 fur 1 h oder die Zellen blieben als Kontrolle
uninfiziert. Als Kontrolle wurde ein Teil der infizierten oder nicht-infizierten Zellen zum
Zeitpunkt 30 min nach Infektion mit 5 yM PJ34 [N-(6-ox0-5,6-dihydrophenanthridin-2-
yl)-N,N-dimethylacetamide.HCI], einem PARP-Inhibitor, fur weitere 30 min inkubiert.
Nachdem die Zellen fir 20 min mit verschiedenen Konzentrationen (0 uM, 125 uM,
250 uM und 500 uM) Wasserstoffperoxid stimuliert wurden, wurde das Medium durch
PARP Reaktionspuffer, der 6-Biotin-17-NAD enthielt, ersetzt und die Zellen fir 30
min bei 37°C ohne CO; inkubiert. Im Folgenden wurde mit eiskaltem 95% Ethanol fur
10 min bei -20°C fixiert. Nach 15-minutiger Blockierung endogener Peroxidase
mittels 0,5% H>O, in Methanol wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit Blockierpuffer (BP) fir 30 min bei
RT blockiert. Nachdem einmal fur 5 min mit 0,1% Triton X-100 in PBS gewaschen
worden war, schloss sich eine Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin
(1:1.000 in BP) fur 30 min bei RT an. Danach wurde viermal fur je 10 min mit 0,1%
Triton X-100 in PBS gewaschen. Zum Nachweis gebundener Peroxidase wurde
ortho-Phenylendiaminpuffer direkt vor der Inkubation mit den Zellen mit 5 pl 30%
H20, auf 10 ml Puffer aktiviert. Nach erkennbarer Farbreaktion wurde mit 2 M H,SO4
abgestoppt und in einem Photometer bei einer Wellenlange von 490/630 nm die

Optische Dichte gemessen.

PARP Reaktionspuffer Blockierpuffer (BP)

56 mM HEPES 0,1% Triton X-100

28 mM KCI 1% BSA

28 mM NaCl in PBS

2 mM MgCl,

0,005% Digitonin ortho-Phenylendiaminpuffer

25 uM 6-Biotin-17-NAD* 15 mM ortho-Phenylendiamin
in dH>0, pH 8.0 0,1M Na-Citratpuffer, pH 5.0

SplMoOml 30% H20-
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2.2.16 PARP-1 Aktivitatsdetektion auf Einzelzellebene

Zur Bestimmung der PARP-1 Aktivitat auf Einzelzellebene (BAKONDI et al., 2002)
wurden 24-Lochplatten mit runden Deckglaschen bestiickt und 8x10* RAW 264.7
Zellen in 500 pyl Medium ausgesat. Nach 48 h wurde mit T. gondii im Parasit zu Wirt-
Verhaltnis von 4:1 oder 8:1 fur 1 h infiziert, oder die Zellen blieben nicht infiziert. Ein
Teil der Zellen wurde 30 min spater fur 30 min mit dem PARP-Inhibitor PJ34 (5 pM)
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen wie unter 2.2.15 beschrieben fur 20 min
mit H,O, (0 uM, 125 pM, 250 pM und 500 pM) stimuliert, mit PARP Reaktionspuffer
inkubiert und mit Ethanol fixiert. Nach 10 minutiger Inkubation in 10% TCA bei -20°C
wurden die Deckglaschen 10 min in PBS gewaschen und dann mit 0.5% H2O; in
Methanol fir 15 min die endogene Peroxidase blockiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wurde mit Blockierpuffer fir 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend zweimal mit 0.1% Triton X-100 in PBS gewaschen. Anschliel3end
wurde fur 30 min bei RT mit Peroxidase-konjugiertem Streptavidin in
Blockierungspuffer (1:250) inkubiert und viermal fur 5 min mit 0.1% Triton X-100 in
PBS gewaschen. Fir die Farbreaktion wurden 6 mg Nickel-DAB in 10 ml 50 mM Tris
pH 7.6 gelost und mit 10 pl 30% HO, aktiviert. Die Zellen wurden 5 min in
Farbeldsung inkubiert und die Reaktion mit PBS gestoppt. Die Auswertung erfolgte

mikroskopisch mit einem Leica DMR Mikroskop (Leica, Heidelberg).

PARP Reaktionspuffer Blockierpuffer (BP)
56 mM HEPES 0,1% Triton X-100
28 mM KCI 1% BSA
28 mM NaCl in PBS
2 mM MgCl;
0,005% Digitonin Farbeldsung
25 yM 6-Biotin-17-NAD" 6 mg Nickel-DAB
in dH20, pH 8.0 10 ml 50 mM Tris pH 7.6

10 pl 30% H20,
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2.217 RNA Isolierung
Zur Kontrolle der Genaktivitat des stabil transfizierten PARP-1 Gens in RAW 264.7

Zellen, sowie zum direkten Vergleich der Expression von Genen (IL-6, TNF-a, MIP2),
fur die PARP-1 als Koaktivator beschrieben wurde (HA et al., 2002; HAsSSA und
HOTTIGER, 2002; HASSA et al., 2005), wurden zundchst 1x10° RAW 264.7 Wildtyp
Zellen oder stabil transfizierte Zellen in 6 Loch-Platten ausgesat. Am nachsten Tag
erfolgte je nach Fragestellung entweder direkt die RNA Isolierung mit Hilfe des
GenElute Mammalian Total RNA Kits nach Herstellerprotokoll (Sigma). Im Falle des
Expressionsvergleichs von Genen, fur die PARP-1 als Koaktivator beschrieben
wurde, wurden die Zellen vor der RNA-Isolierung fur 1 h bzw. 3 h mit LPS (1 pg/ml
Endkonzentration) vorstimuliert, oder blieben unstimuliert. Anschliel3end wurden die
Zellen mit frisch isolierten T. gondii Tachyzoiten (siehe 2.2.1.1) flr 1 h infiziert oder
blieben uninfiziert. Nach der Lyse und dem Zerkleinern der Zellfragmente mittels
Shreddersaulchen wurde die RNA an die vom Hersteller mitgelieferten Saulchen
gebunden, mehrfach gewaschen und in 100 pl RNAse-freiem Wasser eluiert.
Anschlielend wurden die Proben in einem Photometer (Eppendorf BioPhotometer,
Hamburg) auf ihren RNA-Gehalt gemessen. Dafur wurden je 10 yl der RNA-Proben
mit je 90 yl DEPC-Wasser verdinnt (1:10) und bei einer Extinktion von 260/280 nm

der RNA-Gehalt der Probe vom Photometer errechnet.

2.2.18 Reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde durch reverse Transkription mit Hilfe des Qiagen Omniscript
reverse transcription Kits in cDNA umgeschrieben. Hierfir wurde ein Reaktionsmix
aus 2 ug RNA, 1 x RT Puffer, 0.5 mM je dNTP, 1 yM oligo-dT Primer, 10 U RNase
Inhibitor, 4 U Omniscript Reverse Transcriptase (Endkonzentrationen) in RNase-
freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 20 pul pro Probe hergestellt.
AnschlieRend wurden die Ansatze fur 1.5 — 2 h bei 37°C inkubiert. Die resultierende

cDNA wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.19 DNA Isolierung

Um genomische DNA (gDNA) aus Monolayer-Zellen zu isolieren wurde der DNA
Isolierungskit von PeqLab nach Herstellerangaben verwendet. Hierfur wurden 0.5 x
10" transfizierte oder Wildtyp RAW 264.7 Zellen in @ 96 mm-Zellkulturschalen in
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entsprechendem Medium ausgesat. Einen Tag spater wurde das Kulturmedium der
Zellen abgesaugt und die Zellen mittels 600 pl TL-Puffer vom Boden der Kulturschale

abgeldst. Nach Zugabe von 25 yl OB™

Protease wurde kraftig gemixt und fur 1 h bei
55°C in einem Eppendorf Thermomixer geschuttelt. AnschlieRend wurden 660 pl BL-
Puffer zugegeben und bei 70°C flr 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von 660 ul
absolutem Ethanol wurde die Zellsuspension auf die mitgelieferten Saulchen
aufgetragen, um die DNA zu binden und bei 8.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Nach
mehreren Waschschritten wurde die DNA eluiert, indem 200 ul 70°C heilder
Elutionspuffer 3 min auf den Saulchen inkubierten. AnschlieRend wurde bei 8.000 x g
fir 1 min zentrifugiert. Die gDNA wurde bei -20°C bis zum weiteren Gebrauch

eingefroren.

2.2.20 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR wurde verwendet um aus der hergestellten cDNA oder der isolierten gDNA
mit Hilfe von spezifischen Primern bestimmte Gensequenzen zu amplifizieren. Dies
diente als Nachweis der stabilen Transfektion der RAW 264.7 Zellen oder als
Vorversuche fur die Expressionsvergleiche der verschiedenen, von PARP-1
regulierten Gene durch quantitative RT-PCR.

Bei jedem PCR-Lauf wurde parallel eine Negativkontrolle mitgefthrt, die anstelle der
cDNA oder der gDNA ddH,O enthielt. Die Reaktionsansatze wurden in einem

Gesamtvolumen von 50 ul angesetzt und bestanden aus folgenden Komponenten:

5 ul 10 x PCR-Puffer

1l dNTP (jeweils 10 uM)

0.5 pl Vorwarts-Primer (50 pM)

0.5 pl Ruckwarts-Primer (50 uM)

0.3 ul Pfu- bzw. Tag-Polymerase (5 U/ul)
2-5uyl cDNA bzw. gDNA

dd H,O ad 50 pl

Die PCR wurde in einem T3 Thermocycler (Biometra, Géttingen) durchgefthrt. Fir
jedes Primer-Paar wurden in Vorversuchen die optimalen Amplifikationsbedingungen

wie Annealing-Temperatur und Zyklenzahl ausgetestet.
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2.2.21 Agarose Gelelektrophorese

PCR- und Klonierungsprodukte wurden in Agarosegelen elektrophoretisch nach ihrer
Grolle aufgetrennt. Hierfur wurden jeweils 18 ul Probe mit 10x Probenpuffer auf ein
1% Agarosegel in TAE Puffer, welches mit 1 pug/ml Ethidiumbromid versetzt worden
war, aufgetragen und in TAE Puffer aufgetrennt. Zur genauen GroéfRenbestimmung
der PCR- und Klonierungsprodukte wurde eine 100 Basenpaar oder 1.000
Basenpaar (1kbp)-DNA Leiter, abhangig von der erwarteten Bandengrofie der
Proben, parallel mit aufgetrennt. Die Banden wurden mittels UV-Licht sichtbar

gemacht und bei Bedarf mit einem BioDoc Il Digital Imaging System und

dokumentiert.
TAE Puffer 10x Probenpuffer
40 mM Tris 0.07% Bromphenolblau
1% Essigsaure 33% Glycerin
1 mM EDTA, pH 8.0 7% SDS
in TES
TES
0.05M Tris
0.005 M EDTA
0.05M NaCl

pH 8.0

2.2.22 Quantitative RT-PCR mittels LightCycler

Um die Expression verschiedener NF-kB- regulierter Gene, fur die PARP-1 als
Koaktivator beschrieben wurde (HASSA und HOTTIGER, 2002) in RAW 264.7 Wildtyp-
Zellen sowie in den stabil transfizierten Zellen zu vergleichen, wurde eine quantitative
RealTime-PCR im LightCycler durchgefihrt. Hierfir wurden die Proben wie unter
2.2.17 und 2.2.18 beschrieben, hergestellt. Die resultierende cDNA wurde entweder
1:10 verdunnt oder unverdunnt eingesetzt. Fur die quantitative PCR wurde der
LightCycler FastStart DNA Master™® SYBR Green I-Kit (Roche, Mannheim)
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verwendet. Pro Ansatz mit einem Endvolumen von 20 pl wurden folgende

Reagenzien verwendet:

9ul HO

1yl Vorwarts-Primer (10 uM)
1yl Ruickwarts-Primer (10 uM)
4yl 5x MasterMix

15 ul

Dieser Mix wurde nach sorgfaltigem Mischen in je eine LightCycler Kapillare gegeben
und zuletzt 5 pl cDNA (= 500 ug bzw. 50 pg cDNA) hinzu gefugt. Anschlie3end
wurden die Kapillaren 15 sec bei 700 x g zentrifugiert. Die LightCycler Laufe wurden
unter zuvor mit normaler PCR (siehe 2.2.20) optimierten Bedingungen durchgefuhrt.
FUr eine optimale Auswertung wurde eine relative Quantifikation mit externem
Standard durchgefihrt. Hierzu wurden von allen Proben 1:10 Verdinnungen
hergestellt, die dann zusammen mit der unverdinnten Probe eine Standardkurve
bildeten. Die daraus resultierende absolute Konzentration des Zielgenes, die mittels
slope- und Intercept-Werten ermittelt worden war, wurde dann mit der Konzentration
des Housekeeping-Gens Aktin ins Verhaltnis gesetzt. Das resultierende Zielgen /
Referenz Verhaltnis stellt die Expression des Zielgens normiert mit dem

Housekeeping-Gen Aktin dar. Folgende Formeln wurden hierflr verwendet:

E = 10¢/Stope) cp = - slope + intercep

cp n.i. cp inf
EZielgen n.i. P / EZielgen inf. P

Normierte Expression =
inf
Eatinni " ™" / Eaktinint " "

2.2.23 Caspase 3/7 Aktivitatstest

Da bekannt ist, dass Toxoplasma gondii in infizierten Wirtszellen die Apoptose
verhindern kann (GOEBEL et al., 1998) und weil PARP-1 Regulationsfunktionen
wahrend der Apoptose besitzt, sollte mittels eines Caspase 3/7 Aktivitatstests

(KELLER et al., 2006) Uberpruft werden, ob die mit einer weiteren PARP-Kopie
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transfizieten RAW 264.7 Zellen auf Apoptose-Stimuli anders reagieren als
Wildtypzellen. Hierfiir wurden tiber Nacht 1x10° transfizierte oder Wildtyp RAW 264.7
Zellen in 6 Loch-Platten ausgesat und am nachsten Tag mit frisch isolierten T. gondii
Tachyzoiten (siehe 2.2.1.1) im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 infiziert oder nicht
infiziert belassen. Nach 0.5, 7.5 und 21 h p.i. wurden die Zellen mit Staurosporin,
einem Apoptose-Induktor, fur je 3.5 h inkubiert. Danach wurden die Zellen mit Hilfe
eines Zellschabers vom Boden der Platte abgeldst, bei 400 x g fur 5 min zentrifugiert
und in 1 ml sterilem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde anschlieRend in 50 pl
Lysepuffer resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden
anschlieRend bei 10.000 x g fur 10 min zentrifugiert und die Uberstéande bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Die Spaltung des Caspase 3/7
spezifischen Substrates DEVD-AMC wurde anschliefend in Triplikaten wie folgt
gemessen. Zu 10 pl Zelllysat wurden 90 pl des Spaltungspuffers gegeben und bei
37°C Uber 1 h alle 5 min in einem Victor V Multifunktionsplattenmessgerat die
Spaltung des Substrates anhand der Fluoreszenzzunahme bei einer
Anregungswellenlange von 380 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm
aufgezeichnet. Die Fluoreszenzzunahme Uber die Zeit war dabei der
Substratspaltung und damit der Caspaseaktivitat proportional. Fir die Auswertung

wurde aus dem Mittelwert der Triplikate die absolute Fluoreszenzzunahme bestimmt.

Lysepuffer (NP-40 Puffer) Spaltungspuffer
150 mM NaCl 50 mM NaCl
50 mM Tris-HCI 10 mM HEPES, pH 7.0
1 % Nonidet P40 40 mM R-Glycerophosphat
pH 8.0 2 mM Mg,Cl
1:25 Proteinase-Inhibitor-Cocktail 5 mM EGTA
0.1 mg/ml BSA

0.1 % CHAPS
10 uM Ac-DEVD-AMC

2.2.24 R-Galaktosidase-Assay

Der R-Galaktosidase-Assay sollte durch den Einsatz von [R-Galaktosidase-
transfizierte T. gondii (SEEBER und BOOTHROYD, 1996; MCFADDEN et al., 1997)

photometrisch zeigen, ob es einen Unterschied in Infektions- und Replikationsrate
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zwischen den Wildtyp RAW 264.7 Zellen und den mit PARP-1 transfizierten Zellen
gab. Hierzu wurden 1x10° RAW 264.7 Zellen (Wildtyp und Transfektanten) in 100 pl
RAW 264.7 Medium in 96 Loch-Platten Uber Nacht in Triplikaten ausgesat. Am
nachsten Tag wurden die Zellen fur 1 h mit frisch isolierten Tachyzoiten des
Stammes Toxoplasma gondii RH/HXGPRT/Sag1/lacZ infiziert oder verblieben
uninfiziert. AnschlielRend wurde das Medium durch frisches ersetzt. Nach 4, 24 bzw.
48 h wurden die Zellen fur 20 min bei RT fixiert. Danach wurde einmal mit HBSS
gewaschen und fur 15 - 60 min die Reaktionslésung zu den Zellen gegeben. Die
Farbreaktion wurde photometrisch bei 37°C wurde anschlieRend bei einer

Wellenlange von 570 nm photometrisch gemessen.

Fixierlésung (25 ml) Reaktionslésung (10 ml)

2.7 ml 37% FA 100 pl 10% Triton X-100
1.25 ml 5 M NaCl 10 100 mM CPRG

200 pl 3 N NaOH 50 pl 1 M MgCl,

20.85 ml HBSS ad 10 ml with HBSS

2.2.25 Statistik

Fur die statistische Auswertung der Versuche wurden Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelswerts von mind. 3 unabhangigen Versuchen verwendet.

Fir die statistische Auswertung der IFTs und der Hochst-Farbungen wurden jeweils
mindestens 500 Zellen pro Ansatz gezahlt und die Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelswerts von mindestens drei unabhangigen Versuchen verwendet.

Bei photometrischen Auswertungen wurden pro Ansatz die Mittelwerte der Mehrfach-
Ansatze von 3 unabhangigen Versuchen gemittelt und davon Mittelwerte =+
Standardfehler des Mittelswerts dargestellt.

Der Student’s t-Test wurde verwendet, um Unterschiede zwischen experimentellen
Gruppen auf statistische Signifikanz zu prufen. P-Werte kleiner als 0.05 wurden als

statistisch signifikant beurteilt.
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3. Ergebnisse

3.1 Verminderung der PARP-1-Proteinlevel durch T. gondii

Untersuchungen zur Inhibierung der Wirtszellapoptose durch T. gondii zeigen, dass
der Parasit sowohl in Zellen, die mit einem Apoptose-Stimulus inkubiert werden, als
auch in unbehandelten Zellen eine Abnahme des PARP-1-Proteinlevels verursachen
(GOEBEL et al., 2001). Um die Bedeutung dieser bisher wenig untersuchten
Wirtzellmodulation fur die Parasit-Wirt-Interaktion zu untersuchen, sollte zunachst
eine genauere Charakterisierung der PARP-1-Inhibierung erfolgen. Nach Infektion
mit T. gondii Tachyzoiten konnte dabei unter anderem in verschiedenen humanen
und murinen Wirtszelllinien eine Inhibierung des PARP-1-Proteinlevels beobachtet

werden.

3.1.1 PARP-1-Inhibierung in RAW 264.7 Zellen

In murinen RAW 264.7 Makrophagen/Monocyten wurden nach Infektion mit
Tachyzoiten des Maus-avirulenten T. gondii Stammes NTE Gesamtzellextrakte auf
den PARP-1-Proteinlevel mittels SDS-PAGE und Western Blot Uberprtft. Es zeigte
sich eine starke Inhibierung der Expression von PARP-1 um mehr als 90% innerhalb
weniger Minuten nach Infektion mit den Parasiten (Abb. 3A). Der verwendete
monoklonale PARP-1 Antikérper C2-10 erkennt dabei sowohl das 113 kDa
Gesamtprotein PARP-1 als auch ein Spaltprodukt mit der Gréke von 89 kDa, das
wahrend der Apoptose durch Caspase-vermittelte Proteolyse auftritt. Da nach
Infektion von RAW 264.7 Zellen mit T. gondii kein Spaltprodukt von PARP-1 mit 89
kDa oder einem anderen Molekulargewicht auftrat (Abb. 3B), konnte eine parasiten-
induzierte Spaltung von PARP-1 wie im Verlauf der Apoptose ausgeschlossen
werden. Eine Kontrollfarbung des Western Blots mit einem Antikérper gegen Aktin
zeigte, dass in allen Spuren der SDS-PAGE die gleichen Mengen an Gesamtprotein
aufgetragen worden waren (Abb. 3A und 3B). Semiquantitative Analysen von PARP-
1 im Verhaltnis zu Aktin ergaben, dass der PARP-1-Gehalt nach 1 h Infektionszeit
um etwa 75% reduziert war (Abb. 3B). Da 8 - 12 h nach Infektion der PARP-1-
Proteinlevel wieder auf etwa 55% anstieg, handelte es sich insgesamt allerdings um
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Abb. 3: PARP-1-Inhibierung in RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen nach Infektion mit T.
gondii.

(A) und (B) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden flr unterschiedliche Zeiten im Parasit-Wirt-
Verhaltnis von 4:1 mit Tachyzoiten des NTE Stammes von T. gondii infiziert oder blieben nicht-
infiziert. Ein Gesamtproteinextrakt der RAW 264.7 Zellen wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran (Obertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels entsprechender
Primarantikdrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper durch ,enhanced
chemiluminescence® sichtbar gemacht. Die Graphen stellen die densitometrische Auswertung der
Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x
100). Die PARP-Intensitdt zum Zeitpunkt 0 wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im
Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von mindestens drei unabhangigen
Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (x) des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker (C) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden auf Deckglaschen
ausgesat und fir unterschiedliche Zeiten im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 mit Tachyzoiten des NTE
Stammes von T. gondii infiziert oder blieben nicht-infiziert. Durch Immunfluoreszenzfarbung wurden
PARP-1 und T. gondii Tachyzoiten mittels spezifischer Primarantikdrper und Cy-2-konjugiertem
(PARP-1: grine Fluoreszenz) oder Cy-3-konjugiertem (T. gondii: rote Fluoreszenz)
Sekundarantikérper sichtbar gemacht. Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Leica TCS SP2
Konfokalmikroskop ausgewertet. Weilde Pfeile: Nicht infizierte Zellen, die deutlich verminderte PARP-
1-Proteinlevel aufweisen sind zum Teil mit einem weilRen Pfeil markiert. P.i.: Nach Infektion (post
infectionem)
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eine transiente Verminderung von PARP-1 nach Infektion mit T. gondii. Tatsachlich
war nach 24 h Infektion der PARP-1-Proteinlevel nur geringfugig niedriger als in
nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 3B).

Diese Ergebnisse konnten auch auf Einzelzellebene mittels Immunfluoreszenztest
bestatigt und erweitert werden. In einer nicht-infizierten Kultur wurde PARP-1 wie
erwartet hauptsachlich im Zellkern exprimiert, wahrend im Zytoplasma nur eine
schwache Fluoreszenz auftrat (Abb. 3C). Nach 1 h Infektion mit T. gondii war PARP-
1 dagegen nur schwach in Zellkernen nachweisbar und es war keine Umverteilung
von PARP-1 z.B. ins Zytosol oder in andere Zellkompartimente festzustellen (Abb.
3C). AulRerdem zeigte sich, dass nicht nur in parasit-positiven Zellen, sondern auch
in parasit-negativen Zellen einer infizierten Kultur PARP-1 inhibiert war (Abb. 3C). 24
h nach Infektion mit T. gondii exprimierten RAW 264.7 Zellen dagegen nukleares
PARP-1 wie nicht-infizierte Kontrollzellen (Abb. 3C).

Da die vorhergehenden Experimente gezeigt hatten, dass PARP-1 unabhangig von
einer Wirtszellinvasion durch T. gondii vermindert wird (Abb. 3C), wurde in einer
weiteren Versuchsreihe der Einfluss der Infektionsdosis auf die PARP-1-Proteinlevel
untersucht. Dazu wurden RAW 264.7 Wirtszellen fur 1 h in unterschiedlichen Parasit-
Wirt-Verhaltnissen mit Tachyzoiten des Maus-avirulenten T. gondii Stammes NTE
infiziert. Western Blot Analysen zeigten, dass der Parasit den zellularen Gehalt von
PARP-1 in den Wirtszellen dosisabhangig verminderte, da mit zunehmender
Parasitenanzahl PARP-1 kontinuierlich abnahm (Abb. 4). Bereits bei einem Parasit
zu Wirtszellverhaltnis von 0.5:1 wurde PARP-1 um durchschnittlich 20% vermindert,
bei einem Parasit zu Wirtszellverhaltnis von 4:1 sogar durchschnittich um 80%.
Aufgrund der starken Hemmung von PARP-1 bei einer Infektionsdosis von 4:1 und
der relativ geringen weiteren Reduzierung bei hoheren Infektionsdosen wurden die
folgenden Versuche meist bei einem Parasit zu Wirtszellverhaltnis von 4:1
durchgefuhrt. Zusammenfassend zeigten diese Experimente deutlich, dass eine
Infektion mit T. gondii in vitro dosisabhangig zu einer starken aber transienten
Erniedrigung der PARP-1 Level seiner Wirtszellen flhrte, die unabhangig von einer

Wirtszellinvasion stattfand.
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Abb. 4: Die PARP-1-Inhibierung in Wirtszellen durch T. gondii ist von der Infektionsdosis
abhangig.

RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden fur 1 h in unterschiedlichen Parasit-Wirt-Verhaltnissen
mit Tachyzoiten des NTE-Stammes von T. gondii infiziert oder blieben nicht-infiziert.
Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin  wurden mittels entsprechender
Primarantikbrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch ,enhanced
chemiluminescence” sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western
Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die
PARP-Intensitat zum Zeitpunkt 0 wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im Verhaltnis dazu
bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen, die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler (+) des Mittelwertes dar. Mr: Molekulargewichtsmarker

3.1.2 PARP-1-Inhibierung nach T. gondii-Infektion von

murinen Fibroblasten

Neben Monocyten bzw. Makrophagen werden Fibroblasten als wichtiger Wirtszelltyp
von T. gondii angesehen. Um zu Uberprufen, ob eine Infektion mit T. gondii den
Proteingehalt von PARP-1 auch in diesem Zelltyp reduziert, wurden
Gesamtproteinextrakte von murinen NIH/3T3 Fibroblasten mittels SDS-PAGE und
Western Blot untersucht. Dazu wurden NIH/3T3 Fibroblasten im Parasit-Wirt-
Verhaltnis von 4:1 fur unterschiedliche Zeiten mit frisch isolierten Tachyzoiten des
Maus-avirulenten T. gondii Stammes NTE infiziert. Ahnlich wie bei murinen RAW
264.7 Makrophagen/Monocyten (Abb. 5A) war auch bei murinen NIH/3T3
Fibroblasten der PARP-1-Proteinlevel nach Infektion mit T. gondii erniedrigt (Abb.
5B). Allerdings unterschied sich der zeitliche Verlauf der PARP-1-Verminderung nach
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Infektion  zwischen  Monocyten/Makrophagen einerseits und Fibroblasten
andererseits deutlich. So wurde in murinen Fibroblasten 1 h nach Infektion noch
durchschnittlich 65% des PARP-1 Gehaltes nicht-infizierter Kontrollen nachgewiesen
(Abb. 5B), wohingegen RAW 264.7 Zellen zu diesem Zeitpunkt nur durchschnittlich
etwa 30% der PARP-1 Proteinmenge von Kontrollzellen enthielten (Abb. 5A). Der
PARP-1 Gehalt war in NIH/3T3 Fibroblasten 12 h nach Infektion am starksten
gehemmt, als auch in diesem Zelltyp durchschnittlich nur noch etwa 30% des PARP-
1-Proteinlevels nicht-infizierter Kontrollen nachgewiesen wurden (Abb. 5B). Mit
zunehmender Infektionsdauer stieg der PARP-1-Gehalt dann wie bereits bei
Monocyten/Makrophagen beobachtet auch in murinen Fibroblasten wieder deutlich
an (Abb. 5B).
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Abb. 5: PARP-1-Inhibierung in unterschiedlichen murinen Zelltypen nach Infektion mit T.
gondii.

RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen (A) und NIH 3T3 Fibroblasten (B) wurden im Parasit-Wirt-
Verhaltnis von 4:1 fur unterschiedliche Zeiten mit Tachyzoiten des NTE-Stammes von T. gondii
infiziert oder blieben nicht-infiziert. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels
entsprechender Primarantikérper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch
-enhanced chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung
der Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x
100). Die PARP-Intensitdt zum Zeitpunkt O wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im
Verhéltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von mindestens drei unabhangigen
Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (+) des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker
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Grundsatzlich flhrte T. gondii also auch in murinen Fibroblasten zu einer Inhibierung
des PARP-1-Proteinlevels, die sich im zeitlichen Verlauf jedoch von der in

Monocyten/Makrophagen unterschied.

3.1.3 PARP-1-Inhibierung nach T. gondii-Infektion von

humanen Zellen

Um zu Uberprufen, ob es sich bei der Inhibierung des PARP-1 Proteingehaltes um
einen spezifischen Effekt bei murinen Zellen oder um ein generelles Phanomen
handelt, wurden zwei humane Zelllinien, Jurkat Leukamie-T-Zellen und THP-1-
Monocyten mittels Gesamtproteinextraktion, SDS-PAGE und Western Blot auf ihre
PARP-1-Proteinlevel nach Infektion mit T. gondii Uberpruft. Da es sich bei humanen
Jurkat T-Zellen im Gegensatz zu Monocyten/Makrophagen und Fibroblasten um
Suspensionszellen handelt und sie sich weniger gut mit T. gondii infizieren lassen,
wurden diese Zellen im Parasit-Wirtszell Verhaltnis von 30:1 mit frisch isolierten
Tachyzoiten des Maus-avirulenten T. gondii Stammes NTE infiziert. Die THP-1-
Monocyten wurden dagegen wie in den vorangegangenen Versuchen 4:1 mit NTE
Tachyzoiten infiziert. In beiden Zelltypen waren die PARP-1-Proteinlevel nach 1 h
Infektion mit T. gondii um ca. 20% (Abb. 6A) bis 25% (Abb. 6B) reduziert. Wahrend
T. gondii in Jurkat T-Zellen jedoch 8 h nach Infektion die PARP-1-Menge auf etwa
10% des Gehaltes vor Infektion reduzierte (Abb. 6A), waren die PARP-1-Proteinlevel
in THP-1-Zellen maximal auf nur etwa 60% vermindert (Abb. 6B). Allerdings muss
einschrankend erwahnt werden, dass bei den Infektionsversuchen mit THP-1-Zellen
keine Proteinextraktionen 8 h nach Infektion erfolgten, so dass eine starkere
transiente Inhibierung der Expression von PARP-1 zu diesem Zeitpunkt nicht
ausgeschlossen werden kann. In beiden Zelllinien nahmen die PARP-1-Proteinlevel
36 h nach Infektion um etwa 50% ab. Insgesamt zeigte vor allem der zeitliche Verlauf
der PARP-1-Inhibierung in Jurkat T-Zellen eine deutliche Heterogenitat, was sich
auch in den relativ grol3en Standardfehlern des Mittelwertes zum Zeitpunkt 4 h nach
Infektion auBerte. Zusammenfassend zeigten aber auch humane Zelllinien, ebenso
wie murine, eine Inhibierung des PARP-1 Proteingehaltes nach Infektion mit T.
gondii, auch wenn sich die Intensitat und der zeitliche Ablauf der Inhibierung deutlich

unterschieden.
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Abb. 6: PARP-1-Inhibierung in unterschiedlichen humanen Zelltypen nach Infektion mit T.
gondii.

Humane Jurkat T-Zellen (A) und humane THP-1-Monocyten (B) wurden im Parasit-Wirt-Verhaltnis von
30:1 (A) oder 4:1 (B) fur unterschiedliche Zeiten mit Tachyzoiten des NTE Stammes von T. gondii
infiziert oder blieben nicht-infiziert. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels
entsprechender Primarantikdrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper durch
-enhanced chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung
der Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x
100). Die PARP-Intensitat zum Zeitpunkt O wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im
Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen den Mittelwerten von mindestens drei
unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (£) des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker

3.2 Inhibierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung durch T. gondii

In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob die nach Infektion mit T. gondii
verminderte PARP-1 Expression auch zu einer reduzierten enzymatischen Aktivitat in
RAW 264.7 Makrophagen/Monocyten fuhrt. Dies geschah mittels Quantifizierung der
Poly(ADP-Ribosyl)ierung durch einen  Zell-ELISA und durch PARP-1
Aktivitatsnachweis auf Einzelzellebene (BAKONDI et al., 2002). Hierfir wurden RAW
264.7 Zellen mit frisch isolierten T. gondii Tachyzoiten im Parasit-Wirtszell Verhaltnis
von 4:1 und 8:1 infiziert. PARP-1 wurde mit steigenden Konzentrationen an
Wasserstoffperoxid aktiviert und den Zellen gleichzeitig biotinyliertes NAD® zur
Verfligung gestellt. Die Bildung von biotinylierten ADP-Ribose Polymeren konnte
anschlieBend  mittels  Peroxidase-konjugiertem  Streptavidin  und  ortho-

Phenylendiamin beim Zell-ELISA photometrisch bzw. mittels Peroxidase-Streptavidin
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und Nickel-DAB auf Einzelzellebene mikroskopisch nachgewiesen werden. Durch
steigende Wasserstoffperoxid-Konzentrationen nahm die Poly(ADP-Ribosyl)ierung in

nicht-infizierten Zellen dosisabhangig zu (Abb. 7B).
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Abb. 7: Inhibierung der PARP-1 Aktivitdt in RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen nach Infektion
mit T. gondii.

(A) Fir den Nachweis der PARP-1 Aktivitit auf Einzelzellebene wurden RAW 264.7
Monocyten/Makrophagen auf Deckglaschen ausgesat, mit T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE
im Parasit-Wirt-Verhaltnis 8:1 infiziert oder nicht-infiziert belassen. Die Zellen wurden mit 500 yM H,0,
behandelt. Als Kontrolle wurde die H,Oo-induzierte Poly(ADP-Ribosyl)ierung durch Inkubation mit dem
PARP-spezifischen Inhibitor PJ34 vermindert. Im Anschlu wurden die Zellen mit biotinyliertem NAD+
inkubiert und biotinylierte (ADP-Ribose) Polymere mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem
Streptavidin und Nickel-DAB mikroskopisch nachgewiesen. (B) Fur den Nachweis der PARP-1
Aktivitat durch Zell-ELISA wurden RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen in 96-Lochplatten ausgesat,
mit T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE im Parasit-Wirt-Verhaltnis 4:1 (schwarze Dreiecke) oder
8:1 (schwarze Kreise) infiziert oder nicht-infiziert (weille Vierecke) belassen und PARP-1 durch
unterschiedliche Konzentrationen H,O, aktiviert. Der Nachweis der biotinylierten (ADP-Ribose)
Polymere erfolgte durch Meerrettichperoxidase-konjugiertes Streptavidin und ortho-Phenylendiamin
und photometrische Messungen bei 490/630 nm. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von
mindestens 3 unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (+) des
Mittelwertes dar. Die anschlieRende Statistik erfolgte mittels Students t-test, (** p < 0,01 und * p <
0,05)
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In T. gondii-infizierten Zellen war die H,O-induzierte Poly(ADP-Ribosyl)ierung im
Vergleich zu nicht-infizierten Zellen signifikant erniedrigt (Abb. 7A und 7B).
Quantitative Analysen mittels Zell-ELISA ergaben, dass die Poly(ADP-Ribosyl)ierung
nach Infektion von RAW 264.7 Zellen im Parasit-Wirtszell Verhaltnis von 8:1 starker
gehemmt war als in Zellen, die 4:1 infiziert worden waren (Abb. 7B).

Mit PJ34 inkubierte nicht-infizierte Zellen, die mit H,O, behandelt worden waren,
zeigten eine komplette Inhibierung der Poly(ADP-Ribosyl)ierung (Abb. 7A und 7B).
Da PJ34 ein fur PARP spezifischer Inhibitor ist (SORIANO et al., 2001), kann davon
ausgegangen werden, dass die hier gemessene Poly(ADP-Ribosyl)ierung
ausschlieBlich auf die Aktivitat von PARP-1 zurlckzufihren ist. Die Ergebnisse
wurden durch einen PARP-1 Aktivitatsnachweis auf Einzelzellebene bestatigt bzw.
erweitert. In nicht-infizierten Zellen war im Zellkern nach Behandlung mit H,O,
deutlich eine ADP-Ribosylierung nachweisbar (Abb. 7A). Dies deckte sich mit den
Ergebnissen der Immunfluoreszenzfarbung, die PARP-1 vor allem im Zellkern
nachwies (Abb. 3C). Nach Infektion mit T. gondii war die H,Oz-induzierte Poly(ADP-
Ribosyl)ierung in der Uberwiegenden Mehrzahl der Zellen deutlich vermindert, so
dass auch die PARP-1-Aktivitdt unabhangig von einer Wirtszellinvasion durch den
Parasiten inhibiert zu sein schien. Durch Inkubation nicht-infizierter Zellen mit PJ34
konnte die PARP-1 Aktivitat in allen Zellen trotz vorheriger Stimulierung mit H2O,
komplett inhibiert werden (Abb. 7A).

T. gondii exprimiert verschiedene Enzyme, unter anderen eine Katalase, die den
Parasiten vor dem so genannten ,Oxidativen Burst, einem Abwehrmechanismus der
Wirtszelle gegenuber Pathogenen, effektiv schutzt. Das T. gondii Enzym Katalase ist
dabei in der Lage, von der Wirtszelle abgegebenes H,0, zu detoxifizieren (MURRAY
et al., 1980). Aus diesem Grund wurde der Zell-ELISA auch mit Katalase-defizienten
Parasiten (DING et al., 2004) durchgeflhrt. Dies diente zur Bestatigung, dass die
Abnahme der enzymatischen Aktivitat von PARP-1 nach Infektion mit T. gondii nicht
durch einen Katalase-vermittelten Abbau des Wasserstoffperoxids durch den
Parasiten verursacht wurde. Zunachst wurden Katalase-negative Parasiten des
Stammes PRU (PRUcat’), sowie die Katalase-positiven Parasiten des parentalen
Stammes PRUhxgprt’, auf ihren Katalase-Gehalt mittels SDS-PAGE und Western
Blot Uberpruft. Wahrend der parentale Stamm PRUhxgprt Katalase deutlich

exprimierte, konnte bei PRUcat” keine Katalase nachgewiesen werden (Abb. 8B).
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Abb. 8: Das T. gondii Enzym Katalase ist nicht fiir die Inhibierung der enzymatischen Aktivitat
von PARP-1 verantwortlich

(A) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden mit dem T. gondii Stamm PRUhxgprt (schwarze
Rauten) oder PRUcat (schwarze umgekehrte Dreiecke) im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 8:1 infiziert
oder blieben nicht infiziert (weilRe Rechtecke). Der Nachweis der biotinylierten (ADP-Ribose) Polymere
erfolgte  durch  Meerrettichperoxidase-konjugiertes ~ Streptavidin  und  ortho-Phenylendiamin
photometrisch bei 490/630 nm. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 3 unabhangigen
Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (x) des Mittelwertes dar. (B) Zum Nachweis
der Katalase-Defizienz von PRUcat” wurde 1 x 10® Tachyzoiten von Mutante und Parentalstamm
(PRUhxgprt) lysiert, 16sliche Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Katalase und SAG1 wurden durch entsprechende Primarantikérper und
Meerrettichperoxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper durch ,enhanced chemiluminescence” sichtbar
gemacht. Mr: Molekulargewichtsmarker

Dagegen konnte das Hauptoberflachenprotein von T. gondii, SAG-1, in beiden
Parasiten-Stammen gleichermalRen nachgewiesen werden (Abb. 8B). Im Zell-ELISA
war die H,O,-induzierte PARP-1-Aktivitat sowohl bei Zellen, die mit den Katalase-
negativen PRUcat™ Parasiten infiziert worden waren, als auch bei Zellen, die mit dem
parentalen Stamm PRUhxgprt” infiziert worden waren, ahnlich stark reduziert.
Dagegen fuhrte H,O; in nicht-infizierten Kontrollen zu einer deutlichen PARP-Aktivitat
(Abb. 8A). Dies bestatigte, dass die Abnahme der enzymatischen Aktivitat von

PARP-1 nicht auf eine Katalase-vermittelte Detoxifizierung von H,O, durch den
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Parasiten zurlick zu fuhren war, sondern parallel mit der Reduktion der PARP-1-

Proteinlevel einherging.

3.3 T. gondii-Stamme unterschiedlicher Genotypen hemmen

PARP-1

Verschiedene Stamme von T. gondii werden unter anderem entsprechend ihrer
Virulenz in Mausen in drei Gruppen unterteilt. Gruppe A enthalt T. gondii Stdmme,
die Maus-virulent sind (z.B. die Stamme RH und BK). Die Gruppen B und C
enthalten Maus-avirulente Stamme, die sich durch die Abwesenheit (Gruppe B, z.B.
NTE und DX) bzw. die Anwesenheit (Gruppe C, z.B. CEP und C56) des Antigens
P22 nochmals unterteilen lassen (PARMLEY et al., 1994). Beim apikomplexen
Parasiten Plasmodium konnte gezeigt werden, dass PARP-1 unter anderem fur die
Schwere des Verlaufs der Malaria eine wichtige Rolle zu spielen scheint (CLARK et
al., 2004). Aus diesem Grund sollten verschiedene T. gondii Stdmme aus allen drei
Gruppen auf ihre Auswirkung auf den PARP-1 Proteingehalt in RAW 264.7
Wirtszellen untersucht werden. Dazu wurden Wirtszellen mit frisch isolierten
Tachyzoiten von sechs verschiedenen Parasitenstammen (RH, BK, NTE, DX, CEP
und C56) fur 1 h infiziert sowie Gesamtproteinextrakte mittels SDS-PAGE und
Western Blot verglichen. Nach Infektion mit jeweils einem der sechs Stamme zeigte
sich eine deutliche Verminderung der PARP-1-Proteinlevel in allen Wirtszellen um
45% bis 75% im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 9). Obwohl
Parasitenstamme vom Genotyp C bei diesen Versuchen PARP-1 am starksten
inhibierten, konnten keine deutlichen Unterschiede in Bezug auf die PARP-1
Proteininhibierung zwischen Maus-virulenten und Maus-avirulenten Stammen
festgestellt werden. Die Inhibierung der Expression von PARP-1 durch T. gondii
scheint demnach nicht mit der Virulenz des Parasiten in Mausen oder anderen

genotypischen Stammunterschieden zu korrelieren.
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Abb. 9: Die Inhibierung der Expression von PARP-1 in Wirtszellen durch T. gondii ist
unabhéngig von der Parasitenvirulenz.

RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden mit Stdmmen der drei Genotypen von T. gondii (RH,
BK, NTE, DX, CEP und C56) im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 fir 1 h infiziert oder blieben nicht-
infiziert. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran (Obertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels entsprechender
Primarantikérper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper durch ,enhanced
chemiluminescence” sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western
Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die
PARP-Intensitat zum Zeitpunkt 0 wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im Verhaltnis dazu
bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen, die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler (+) des Mittelwertes dar. Mr: Molekulargewichtsmarker

3.4 Regulationsmechanismen der PARP-1-Inhibierung durch

T. gondii auf Wirtszellebene

3.4.1 Beteiligung von Wirtszellmolekilen an der Inhibierung

der Expression von PARP-1

Verschiedene Cytokine und Chemokine werden nach einer Infektion des Wirtes mit
T. gondii als direkte Antwort des Immunsystems ausgeschittet (FISCHER et al., 1997;
DENNEY et al., 1999). Die Inhibierung der PARP-1 Expression kdénnte daher durch

einen indirekten Effekt des Parasiten ausgelost werden. Moglich ware zum Beispiel
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Abb. 10: PARP-1 wird nicht durch ein von infizierten Wirtszellen sekretiertes Molekiil inhibiert.

RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden mit 1 x 108 T. gondii NTE Tachyzoiten fur 1 h infiziert
oder blieben nicht-infiziert. Das konditionierte Medium der Zellen wurde steril Ailtriert, und
anschlieBend RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen mit den Zellkulturiiberstdnden der infizierten bzw.
nicht-infizierten Zellen fir 1 h inkubiert (weil’e Balken). Parallel wurden als Kontrolle RAW 264.7
Monocyten/Makrophagen direkt mit 1 x 10° T. gondii NTE Tachyzoiten infiziert oder blieben nicht-
infiziert (schwarze Balken). Gesamtproteinextrakte der Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels entsprechender
Primarantikorper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper durch ,enhanced
chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western
Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die
PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im
Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen,
die Fehlerbalken stellen den Standardfehler () des Mittelwertes dar. Mr: Molekulargewichtsmarker

die Ausschuttung von Molekilen durch die Wirtszelle als Reaktion auf die Infektion
mit T. gondii, die PARP-1 hemmen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden
RAW 264.7 Zellen mit frisch isolierten Tachyzoiten des T. gondii Stammes NTE 1 h
infiziert oder blieben nicht-infiziert. Anschliel3end wurde der Zellkulturiberstand steril
filtriert, um extrazellulare Parasiten zu entfernen. Nicht-infizierte RAW 264.7 Zellen
wurden danach mit dem T. gondii-konditioniertem RAW-Uberstand inkubiert. Als
Kontrolle wurden RAW 264.7-Zellen mit frisch isolierten Tachyzoiten des T. gondii
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Stammes NTE 1 h infiziert oder blieben nicht-infiziert. Nach 1 h wurden
Gesamtproteinextrakte hergestellt und durch SDS-PAGE und Western Blot
analysiert. Zellen, die mit T. gondii-konditioniertem Zellkulturiberstand inkubiert
wurden, zeigten im Vergleich zu Zellen, die mit nicht-konditioniertem Uberstand
kultiviert wurden keine Verminderung des PARP-1 Gehaltes (Abb.10). Dagegen
fuhrte eine direkte Infektion von Makrophagen/Monocyten mit T. gondii wie in den
bisherigen Versuchen zu einer deutlichen Reduktion des PARP-1-Proteinlevels um
etwa 90% (Abb. 10). Diese Ergebnisse waren ein deutlicher Hinweis, dass die
PARP-1-Inhibierung durch T. gondii auf eine Interaktion des Parasiten mit seinen
Wirtszellen beruhte und nicht indirekt durch ein sekretiertes Wirtszellmolekul als

Reaktion auf die Infektion vermittelt wurde.

3.4.2 Einfluss von Transkription und Translation der
Wirtszelle auf die PARP-1-Inhibierung

Als obligat intrazellularer Parasit greift T. gondii in physiologische Prozesse der
Wirtszelle ein, um das eigene Uberleben sowie die Replikation zu gewahrleisten
(LANG et al., 2007). Der Parasit hat dafur vielfaltige Mechanismen entwickelt. Unter
anderem ist es T. gondii moglich, auf transkriptioneller (GAIL et al., 2001) und auf
post-transkriptioneller Ebene (BELLONI et al., 2003) in die Expression von bestimmten
Wirtszellproteinen einzugreifen. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass T. gondii fur
die Phosphorylierung und den Abbau von Wirtszellproteinen verantwortlich ist
(BUTCHER et al., 2001). Da T. gondii PARP-1 nach Infektion sowohl auf Proteinebene
als auch auf Ebene der enzymatischen Aktivitat inhibiert, sollte nun untersucht
werden, ob der Parasit auf transkriptioneller, translationaler oder posttranslationaler
Ebene in die PARP-1 Expression eingreift. Die Transkriptlevel von PARP-1 wurden
durch RNA-Isolierung aus unterschiedlich lang infizierten RAW 264.7 Zellen mit
anschlielfender Reverser Transkription und quantitativer ,Real-time PCR" analysiert.
Die PARP-1 Expression der nicht-infizierten Kontrolle im Verhaltnis zur Expression
des Housekeeping Gens Aktin wurde als 1 festgelegt. Nach 1 h Infektion mit T.
gondii zeigte sich eine Zunahme der PARP-1 mRNA-Level auf 2,2 und nach 4 h auf
3,1 (Abb. 11A). Allerdings war der PARP-1 Proteingehalt 1 h nach Infektion deutlich
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Abb. 11: Die Inhibierung der Expression von PARP-1 nach Infektion mit T. gondii erfolgt
unabhangig von Transkription und Translation der Wirtszelle.

(A) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden unterschiedlich lange mit Tachyzoiten des T. gondii
Stammes NTE im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 infiziert, oder blieben nicht-infiziert. AnschlieRend
wurde die Gesamt-RNA isoliert, die mRNA revers transkribiert und eine RealTime PCR Analyse mit
PARP- und [3-Aktin-spezifischen Primern und dem MasterPlus SYBR Green 1 Kit im LightCycler
durchgefiihrt. Anhand der CP-Werte wurden die relativen Veranderungen der PARP-1 cDNA-Mengen
im Verhaltnis zu den [3-Aktin cDNA-Mengen berechnet, wobei die Menge zum Zeitpunkt Null als Eins
definiert wurde. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen, die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler () des Mittelwertes dar. (B) Fir das zellfreie in vitro System
wurden nukledre Proteine aus RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen isoliert und mit unterschiedlichen
Mengen an T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE fur 1 h inkubiert. Danach wurden die Parasiten
mittels  Zentrifugation entfernt, die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin  wurden mittels entsprechender
Primarantikbrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch ,enhanced
chemiluminescence” sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western
Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die
PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im
Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen,
die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (x) des Mittelwertes dar. Mr: Molekulargewichtsmarker

reduziert und zeigte im weiteren Verlauf der Infektion eine langsame Zunahme des
PARP-1-Proteinlevels, der nach 24 h Infektionszeit auf dem Niveau der nicht-
infizierten Kontrolle anlangte (Abb. 3B). Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass die
Inhibierung der PARP-1 Expression nach T. gondii-Infektion nicht auf verminderte
Transkriptionslevel zurickzufihren war. Um zusatzliche Hinweise auf mdgliche
zelluldre Regulationsmechanismen der PARP-Inhibierung durch T. gondii zu
erhalten, wurde auch ein zellfreies in vitro System eingesetzt. Hierfur wurden
nukleare Lysate von RAW 264.7 Zellen verwendet, denen sowohl eine
funktionierende Translationsmaschinerie als auch intakte Zellmembranen oder
membranumhdllte Organellen der Wirtszelle fehlten. So konnte unter anderem ein

Einfluss von T. gondii auf die Wirtszelltranslation bei der Inhibierung von PARP
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untersucht werden. Ein Uberleben des Parasiten im nuklearen Lysat wurde in
Vorversuchen fur mehrere Stunden nachgewiesen (nicht gezeigte Ergebnisse). Um
den Einfluss von T. gondii auf PARP-1 zu bestimmen, wurden nukleare Lysate mit
steigender Parasiten-Menge flr 1 h inkubiert und anschlie®end durch SDS-PAGE
und Western Blot analysiert. Bemerkenswerterweise war der Parasit auch im
zellfreien in vitro System in der Lage, den PARP-1 Proteingehalt deutlich zu
reduzieren (Abb. 11B). So verminderten z.B. 1x10® Toxoplasma Tachyzoiten den
PARP-1-Gehalt des nukledren Lysates um etwas 70% (Abb. 11B). Die Starke der
Reduktion von PARP-1 entspricht in etwa dem Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 in
lebenden Zellen (Abb. 4), allerdings handelt es sich im in vitro System um ein
ursprungliches Parasit-Wirt-Verhaltnis von etwa 16:1. In Abhangigkeit von der
Parasitenmenge  konnte  aullerdem  wie in intakten RAW  264.7
Monocyten/Makrophagen (Abb. 4) eine dosisabhangige Abnahme des PARP-1-
Proteinlevels beobachtet werden (Abb. 11B). Dies zeigte, dass die PARP-1-
Inhibierung durch T. gondii unabhangig von der Translation der Wirtszelle stattfand.

3.4.1 Inhibierung der Expression von PARP-1 durch T. gondii in

Gegenwart von Proteasominhibitoren

Da T. gondii PARP-1 unabhangig von Transkription und Translation der Wirtszelle
vermindert, sollte nachfolgend gepruft werden, inwieweit das Protein nach Infektion
mit T. gondii durch Wirtszellproteasomen abgebaut wird. Durch das Proteasom
werden mit Ubiquitin markierte Proteine, die entweder nicht mehr bendtigt werden
oder in ihrer dreidimensionalen Faltung Fehler aufweisen, abgebaut (LECKER et al.,
2006). Dazu wurden RAW 264.7 Zellen mit den Proteasom-Inhibitoren MG132 oder
Lactacystin vorinkubiert und mit Tachyzoiten des T. gondii Stammes NTE 1 h
infiziert. Anschlie®Bend wurden Gesamtproteinextrakte durch SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Sowohl mit MG132 als auch mit Lactacystin vorinkubierte
RAW 264.7 Zellen zeigten eine starke Inhibierung des PARP-1-Proteinlevels nach
Infektion mit T. gondii im Vergleich zu nicht-infizierten RAW 264.7 Kontrollzellen
(Abb. 12A). So waren in T. gondii infizierten Zellen, unabhangig von der
Vorinkubation mit Proteasom-Inhibitoren, der PARP-1 Proteingehalt um etwa 60-80%
reduziert (Abb. 12A). Allerdings war der PARP-1-Proteinlevel der mit den Proteasom-
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Inhibitoren vorinkubierten Proben auch ohne T. gondii-Infektion um 20-30% niedriger
als in nicht behandelten Kontrollzellen (Abb. 12A). Diese Ergebnisse konnten auch
im zellfreien in vitro System bestatigt werden (Abb. 12B). Dabei war in infizierten
Proben der PARP-1-Proteinlevel zwischen 60% und 90% im Vergleich zu den nicht-
infizierten Kontrollen reduziert, unabhangig von einer Vorinkubation mit Proteasom-
Inhibitoren (Abb. 12B). Auch waren die PARP-1 Mengen in mit MG132 und
Lactacystin vorinkubierten Zellen, die nicht infiziert worden waren, um 20-25%
niedriger als in nicht behandelten Kontrollen (Abb. 12B). Zusammenfassend zeigten
diese Daten, dass die Inhibierung der Expression von PARP-1 nach Toxoplasma-

Infektion vermutlich unabhangig von der Aktivitat der Wirtszellproteasomen stattfand.
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Abb. 12: PARP-1 wird nach Infektion mit T. gondii nicht durch Wirtszellproteasomen abgebaut.

(A) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden fir 10 min mit den Proteasom-Inhibitoren MG132
(50 nM) oder Lactacystin (10 uM) vorinkubiert oder blieben unbehandelt. Anschlielend wurden die
Zellen im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 mit Tachyzoiten des T. gondii Stammes NTE infiziert oder
blieben nicht-infiziert. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels entsprechender
Primarantikdrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper durch ,enhanced
chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western
Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die
PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im
Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen,
die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (x) des Mittelwertes dar. Mr; Molekulargewichtsmarker (B)
Fir das zellfreie in vitro System wurden nukleare Proteine aus RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen
isoliert, und 10 min mit den Proteasom-Inhibitoren MG132 (50 nM) oder Lactacystin (10 uM) inkubiert.
Anschlieflend wurden die nukledren Lysate mit je 1 x 10% T. gondii NTE Tachyzoiten oder ohne
Tachyzoiten fir 1 h inkubiert. Die Lysate wurde danach wie unter (A) beschrieben weiterbehandelt.
Mr: Molekulargewichtsmarker
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3.5 Voraussetzungen von T. gondii fur die PARP-1-Inhibierung

Zur weiteren Charakterisierung der Mechanismen der Inhibierung der Expression von
PARP-1 wurden im Folgenden die Voraussetzungen des Parasiten fir diese
Wirtszellmodulation untersucht. Da T. gondii wahrend der Wirtszellinvasion und
wahrend der Bildung der parasitophoren Vakuole eine Reihe von exkretorischen-
sekretorischen Molekulen (ESM) sezerniert (CARRUTHERS und SIBLEY, 1997,
CARRUTHERS, 1999) und diese Molekile zum Teil zur Wirtszellmodulation beitragen
(DIANA et al., 2005), konnte eines dieser Molekile auch die Inhibierung der
Expression von PARP-1 verursachen. Die ESM werden teilweise auch von
extrazellularen Parasiten spontan sezerniert. Zur Uberpriifung eines Einflusses von
ESM wurde daher ein Transwell-System mit Membraneinsatzen verwendet. RAW
264.7 Monocyten/Makrophagen wurden dazu entweder direkt mit T. gondii
Tachyzoiten im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 bzw. 8:1 infiziert, oder die Parasiten
wurden im gleichen Verhaltnis in das Transwell gegeben, sodass kein direkter
Kontakt zwischen Parasit und Wirtszellen zustande kommen konnte. Sekretierte
Proteine konnten so durch die Membran des Transwell-Systems gelangen, aber eine
Infektion der Wirtszellen wurde verhindert. Als Kontrolle wurden jeweils nicht-
infizierte Zellen mit und ohne Transwell-Einsatz mitgefihrt. Nach 1 h wurden
Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen hergestellt und durch SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Parasiten mit direktem Kontakt zu den Wirtszellen
reduzierten den PARP-1 Proteingehalt durchschnittich um 40-65%, wobei die
Inhibierung der Expression von PARP-1 abhangig von der Dosis der Parasiten war
(Abb. 13). Parasiten, deren direkter Kontakt zu den Wirtszellen durch die Membran
des Transwell-Einsatzes verhindert wurde, konnten den PARP-1-Proteinlevel der
Wirtszellen dagegen nicht reduzieren (Abb. 13). Diese Experimente zeigten, dass die
Inhibierung der Expression von PARP-1 offensichtlich nicht durch ein von T. gondii
spontan sekretiertes Molekl verursacht wird. Die Ergebnisse des Transwell-Systems
deuteten darauf hin, dass fir die PARP-1 Reduktion ein direkter Kontakt von Parasit
und Wirtszelle notig ist. Daher sollte nachfolgend ermittelt werden, welche weiteren
Eigenschaften des Parasiten fur die Inhibierung der Expression von PARP-1 wichtig
sind. Dazu sollten RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen mit unterschiedlich
vorbehandelten T. gondii Tachyzoiten bzw. mit Parasitenlysaten inkubiert werden
und deren Auswirkung auf die PARP-1 Expression untersucht werden. Parasiten, die

mit UV-Licht behandelt werden, sind zwar noch in der Lage in die Wirtszelle
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einzudringen, sie kénnen sich aber nicht mehr vermehren (ENDO et al., 1981). Bei
60°C inkubierte Parasiten (SIBLEY et al., 1985), ebenso wie bei -20°C eingefrorene
Parasiten, werden durch die Behandlung abgetotet und kdnnen daher nicht mehr in
die Wirtszelle eindringen. Um die Effektivitdt der verschiedenen Behandlungen zu
testen, wurden in Vorversuchen zunachst RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen fir
24 h mit Tachyzoiten des T. gondii Stammes NTE infiziert, die unbehandelt blieben,
mit UV-Licht bestrahlt oder bei 60°C inkubiert worden waren. Der Parasitennachweis

durch Immunfluoreszenzfarbung zeigte, dass unbehandelte Parasiten sich wie
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Abb. 13: Von Wirtszellen durch eine semipermeable Membran getrennte Parasiten vermitteln
keine Inhibierung der Expression von PARP-1.

RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden entweder direkt mit T. gondii NTE Tachyzoiten im
Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 (+) bzw. 8:1 (++) infiziert (schwarze Quadrate) oder mit Parasiten in
gleichen Parasit-Wirtszell Verhaltnissen inkubiert, die von den Wirtszellen durch die Membran (0.4 ym
PorengréRe) eines Transwell-Einsatzes getrennt waren (+ Transwell, graue Dreiecke). Wirtszellen
ohne Parasiten (-) wurden parallel inkubiert. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels
entsprechender Primarantikérper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch
-enhanced chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung
der Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x
100). Die PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde als 100% definiert und alle anderen
Werte im Verhdltnis dazu bestimmt. Die Datenpunkte entsprechen dem Mittelwert von drei
unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (+) des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker
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erwartet 24 h nach Infektion intrazellular stark vermehrt hatten und deutliche
parasitophore Vakuolen mit einer unterschiedlichen Anzahl von Parasiten
ausgebildet hatten (Abb. 14). Zellen, die mit UV-behandelten Parasiten inkubiert
worden waren, enthielten dagegen nur einzelne intrazellulare Parasiten, so dass UV-
behandelte Parasiten zwar zur Invasion der Wirtszelle, nicht aber zur intrazellularen
Vermehrung fahig waren (Abb. 14). In Zellen, die mit Hitze-behandelten T. gondii
inkubiert worden waren, konnten dagegen keine intrazellularen Parasiten
nachgewiesen werden, sodass auch die Wirtszellinvasion unterbunden war (Abb.
14).

Nachfolgend wurde die Auswirkung der Vorbehandlungen der Parasiten auf den
PARP-1-Proteinlevel der Wirtszellen Uberpruft. Dazu wurden RAW 264.7
Monocyten/Makrophagen entweder fur 1 h mit unbehandelten, mit UV- bzw. Hitze-
vorbehandelten T. gondii Tachyzoiten oder mit PBS-Iéslichen oder -unldslichen T.
gondii-Lysaten inkubiert. Gesamtproteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Western Blot auf ihren PARP-1 Gehalt Uberpruft.
Interessanterweise reduzierten UV- und Hitze-behandelte Parasiten die PARP-1-

Proteinlevel der Wirtszellen ahnlich stark wie unbehandelte T. gondii (Abb. 15A).

Nicht infiziert + T. gondii UV + T. gondii 60°C

Abb. 14: Effektivitit von UV-Behandlung und Hitze-Inaktivierung auf Replikation und
Wirtszellinvasion durch T. gondii.

Parasiten wurden 70 sec mit UV-Licht bestrahlt, 30 min bei 60°C inkubiert oder unbehandelt belassen.
RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden fiur 24 h mit unterschiedlich vorbehandelten oder
unbehandelten Tachyzoiten des T. gondii Stammes NTE im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 infiziert
oder blieben nicht-infiziert. T. gondii wurde mittels eines Parasiten-spezifischen polyklonalen
Antiserums und Cy-2-konjugiertem Sekundarantikbrper (grine Fluoreszenz) sichtbar gemacht.
Doppelstrangige Nukleinsduren in Wirtszellen und Parasiten wurden mit Propidiumiodid angefarbt
(rote Fluoreszenz). Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Leica TCS SP2 Konfokalmikroskop
ausgewertet.
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Abb. 15: T. gondii Tachyzoiten inhibieren unabhéangig von Wirtszellinvasion und intrazellularer
Replikation den PARP-1-Proteinlevel.

T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE wurden fir 70 sec mit UV-Licht bestrahlt, bei 60°C fiir 30
min inkubiert oder bei -20°C fir mindestens 24 h inkubiert. AuRerdem wurden aus Parasiten ein PBS-
I6sliches Lysat (TL-PBS 16sl.) hergestellt oder das unlosliche Pellet nach PBS-Extraktion
resuspendiert (TL-PBS unldsl.). (A) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden fir 1 h mit den
unterschiedlich behandelten oder unbehandelten Parasiten im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 oder mit
T. gondii-Lysaten (50 pg) fur 1 h inkubiert. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels
entsprechender Primarantikdrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper durch
-enhanced chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung
der Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x
100). Die PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde als 100% definiert und alle anderen
Werte im Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen
Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (x) des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker; TL: T. gondii-Lysat (B) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden fir 1
h im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 mit unterschiedlich vorbehandelten oder unbehandelten
Tachyzoiten des NTE Stammes von T. gondii infiziert oder blieben nicht-infiziert. PARP-1 und T.
gondii Tachyzoiten wurden durch Immunfluoreszenzfarbung mittels spezifischer Primarantikérper und
Cy-2-konjugiertem (PARP-1: griine Fluoreszenz) oder Cy-3-konjugiertem (T. gondii: rote Fluoreszenz)
Sekundarantikérper sichtbar gemacht. Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Leica TCS SP2
Konfokalmikroskop ausgewertet.
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Neben der Hitze-Inaktivierung erfolgte auch eine Inaktivierung von T. gondii
Tachyzoiten durch Tieffrieren bei -20°C fur mindestens 24 h. Diese Parasiten
konnen, ebenso wie die Hitze-inaktivierten T. gondii, nicht mehr in Wirtszellen
eindringen. Vergleichbar mit Abb. 14 waren im Immunfluoreszenztest keine
intrazellularen Parasiten vorhanden und im Western Blot war die Inhibierung der
Expression von PARP-1 ahnlich stark wie mit Hitze-inaktivierten Parasiten (nicht
gezeigte Ergebnisse). Ein PBS-I6sliches T. gondii-Lysat fuhrte dagegen im Vergleich
zu unbehandelten Kontrollzellen nicht zur Reduktion des PARP-1-Proteinlevels (Abb.
15A). Im Gegensatz dazu war der PARP-1 Proteingehalt von Wirtszellen nach
Inkubation mit einer PBS-unléslichen Fraktion eines T. gondii-Extraktes um mehr als
50%  niedriger als in unbehandelten Zellen (Abb. 15A).  Durch
Immunfluoreszenfarbung und Mikroskopie wurden diese Ergebnisse bestatigt und
erweitert. So inhibierten Parasiten, die durch Tieffrieren bei -20°C oder Hitze-
Behandlung inaktiviert worden waren, die PARP-1 Expression genauso effektiv wie
lebende unbehandelte T. gondii Tachyzoiten (Abb. 15B). Dabei war PARP-1 nach
Inkubation mit lebenden oder inaktivierten Parasiten auch in solchen Zellen deutlich
reduziert, bei denen kein direkter Kontakt zwischen Wirtszelle und einem Parasiten
nachgewiesen werden konnte. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass
extrazellulare, an Wirtszellen adharierte Parasiten durch Waschen wahrend der
Immunfluoreszenzfarbung abgespult wurden. Die Inhibierung der Expression von
PARP-1 durch inaktivierte Parasiten bestatigte aul’erdem, dass auch in parasit-
negativen Wirtszellen einer infizierten Population der PARP-1 Gehalt stark reduziert
war, ohne dass es dabei zu einer Umverteilung von PARP-1 aus dem Zellkern kam
(Abb. 3C und Abb. 15B). Zusammenfassend zeigten diese Resultate, dass sowohl
das Eindringen in die Wirtszelle als auch die Replikation des Parasiten fur die PARP-
1-Inhibierung offensichtlich ohne Bedeutung war. Allerdings scheinen Molekile des
Parasiten, die sich in einer PBS-unloslichen Fraktion von Parasitenextrakten
befanden und mdglicherweise membranassoziiert waren, fur die Reduktion von

PARP-1 in der Wirtszelle eine wichtige Rolle zu spielen.
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3.6 Fraktionierung von PBS-unlgslichen T. gondii-
Bestandteilen

Die PBS-unlésliche T. gondii-Fraktion, die grofteils Membranbestandteile des
Parasiten enthalten haben durfte, reduzierte den PARP-1 Proteingehalt ahnlich stark,
wie lebende Parasiten. Dies legte die Vermutung nahe, dass ein Membran-
assoziiertes Protein diesen Effekt verursachen konnte. Zur naheren Untersuchung
wurden daher verschiedene Fraktionen Membran-assoziierter Proteine von T. gondii
hergestellt (PRzYBORSKI et al., 2005). Die S1-Fraktion enthielt vor allem periphere
Membran- assoziierte Proteine, die durch Waschen mit einem Natriumcarbonat-
Puffer isoliert werden konnten. Harnstoff-haltige Puffer sind in der Lage, komplexere
Protein-Aggregate zu l6sen, diese waren in der S2-Fraktion enthalten. In der S3-
Fraktion befanden sich hauptsachlich hydrophobe integrale Membranproteine, die
durch einen Triton X-100-haltigen Puffer isoliert werden konnten. In der P1-Fraktion
waren die durch diese Behandlungen nicht isolierten Proteine und Membranreste
enthalten. Die verschiedenen Fraktionen wurden fur 1 h mit RAW 264.7
Monocyten/Makrophagen inkubiert. Anschliefend wurden Gesamtproteinextrakte der
Wirtszellen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Western Blot auf ihren PARP-1
Proteingehalt Uberpruft. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit lebenden Tachyzoiten
infiziert worden waren und in denen im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen eine
Reduzierung des PARP-1-Proteinlevels um uber 80% beobachtet wurde (Abb. 16).
Die S1-Fraktion, die hauptsachlich periphere Membran-assoziierte Proteine von T.
gondii enthielt, fUhrte zu einer Reduktion des PARP-1-Gehaltes um 90% und damit
zu einer starkeren Hemmung als lebende Tachyzoiten, auch wenn quantitativ kein
Mengenvergleich zwischen Parasiten und S1-Fraktion auf Grund der Herstellung der
Fraktionen moglich war. Eine leichte Inhibierung um 25% zeigte auch die S2-
Fraktion, wo hingegen die S3-Fraktion keine Inhibierung des PARP-1-Proteinlevels
verursachen konnte (Abb. 16). Die P1-Fraktion, die die restlichen nicht-isolierten
Proteine und Membranreste enthielt, fihrte zu einer Inhibierung der Expression von
PARP-1 um etwa 60%, was entweder auf nicht geldste periphere Membranproteine
oder ein zusatzliches Protein bzw. Molekul, welches ebenfalls PARP-1 inhibieren
kann, zurickzufuhren sein konnte. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass ein
Membran-assoziiertes Protein von T. gondii an der Inhibierung der Expression von
PARP-1 in Wirtszellen beteiligt war.
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Abb. 16: Ein peripher assoziiertes Membranprotein von T. gondii ist an der Hemmung von
PARP-1 beteiligt.

Eine PBS-unldsliche Fraktion von T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE wurde durch Inkubation in
unterschiedlichen Puffern sequentiell fraktioniert. S1-Fraktion: peripher-assoziierte Membranproteine,
die mittels eines Natriumcarbonatpuffers, pH 11, isoliert wurden; S2-Fraktion: durch Harnstoff aus der
Membran lésbare Proteine und Proteinkomplexe; S3-Fraktion: hydrophobe integrale
Membranproteine, die durch einen Triton X-100 haltigen Puffer gelést wurden; P1-Fraktion:
Suspension des aus dem letzten Fraktionierungsschritt resultierenden Pellets. Je 50 pl pro Fraktion
wurde jeweils 1 h mit RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen inkubiert. Als Kontrolle dienten RAW
264.7 Monocyten/Makrophagen, die mit T. gondii Tachyzoiten im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1
infiziert wurden oder nicht-infiziert blieben. Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels
entsprechender Primarantikérper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch
-enhanced chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung
der Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x
100). Die PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde als 100% definiert und alle anderen
Werte im Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen
Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler () des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker

Zur weiteren Charakterisierung moglicherweise beteiligter Proteine wurden ein PBS-
|6slicher Parasitenextrakt und die Fraktionen S1 bis S3 durch SDS-PAGE analysiert.
Nach anschlieBender Silberfarboung wurde in der S1-Fraktion eine deutliche
Doppelbande von etwa 30 kDa nachgewiesen, die weder im PBS-léslichen T. gondii-

Lysat noch in den S2- und S3-Fraktionen vorhanden waren, welche im Gegensatz zu
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S1 keinen deutlichen Einfluss auf den PARP-1-Proteinlevel der Wirtszellen besalen
(Abb. 17). Da T. gondii mit SAG1, einem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
verankerten Hauptoberflachenprotein ein Molekul ahnlicher Grof3e aufweist (p30),
sollte nachfolgend Uberprift werden, ob SAG1 an der Inhibierung der Expression von
PARP-1 durch T. gondii beteiligt sein konnte. SAG1 ist an der Wirtszellinvasion
beteiligt (GRIMWOOD und SMITH, 1992; MINEO und KASPER, 1994) und verursacht
starke Immunantworten des Wirtes (CHARDES et al., 1990; CHARDES et al., 1993;
SENG et al., 2002). Um zu untersuchen, ob mdglicherweise SAG1 die PARP-1-
Inhibierung vermittelt, wurde eine SAG1-defiziente Parasitenmutante (ASAG1)
verwendet und als Kontrolle deren parentaler Stamm verwendet (freundlicherweise

von S. Tomavo, Lille, Frankreich, zur Verfugung gestellt).
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Abb. 17: Elektrophoretische Analyse der Membranfraktionen S1 bis S3 von T. gondii mittels
SDS-PAGE.

Eine PBS-unlésliche Fraktion von T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE wurde durch Inkubation in
unterschiedlichen Puffern sequentiell fraktioniert. S1-Fraktion: peripher-assoziierte Membranproteine,
die mittels eines Natriumcarbonatpuffers, pH 11, isoliert wurden; S2-Fraktion: durch Harnstoff aus der
Membran l6sbare Proteine und Proteinkomplexe; S3-Fraktion: hydrophobe integrale
Membranproteine, die durch einen Triton X-100 haltigen Puffer geldst wurden. Die Membranfraktionen
sowie ein PBS-losliches T. gondii-Lysat (TL; 50 pg) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und das
Gesamtproteinprofil der Proben durch Silberfarbung sichtbar gemacht. Der weiRe Pfeil hebt eine
auffallige Doppelbande von etwa 30 kDa hervor, die in S1, nicht aber in den anderen Proben
nachweisbar war. Mr: Molekulargewichtsmarker;
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Dazu wurde zunachst der SAG1-Gehalt von Mutante und Wildtyp mittels Immunoblot
uberpruft. Im Vergleich zum parentalen P-Stamm war in der ASAG1 Mutante kein
SAG1 nachweisbar, wahrend Katalase von beiden Stdammen gleichermalen
exprimiert wurde (Abb. 18A).

Nach  dem Nachweis der  SAG1-Defizienz ~ wurden RAW  264.7
Monocyten/Makrophagen nun fur 1 h mit Tachyzoiten der T. gondii Stamme NTE, P
und ASAGH1 infiziert und anschlieRend Gesamtproteinextrakte durch SDS-PAGE und
Western Blot analysiert. Parasiten der NTE- und P-Stamme reduzierten den PARP-
1-Proteinlevel in  Wirtszellen um durchschnittich ca. 50% (Abb. 18B).
Interessanterweise fuhrte auch die Infektion mit der ASAG1 Mutante zu einer
Abnahme des PARP-1 Proteingehaltes in der Wirtszelle um etwa 50% (Abb. 18B).
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Abb. 18: SAG-1 von T. gondii ist nicht an der Inhibierung der Expression von PARP-1 beteiligt.

(A) 1 x 10° Tachyzoiten der SAG1-defizienten Mutante (ASAG1) bzw. der parentalen Parasiten des P-
Stammes wurden lysiert, Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Katalase und SAG1 wurden durch entsprechende Primarantikérper und
Meerrettichperoxidase-gekoppelte Sekundarantikérper durch ,enhanced chemiluminescence® sichtbar
gemacht. Mr: Molekulargewichtsmarker (B) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurden im Parasit-
Wirt-Verhaltnis von 4:1 mit Tachyzoiten der T. gondii Stdmme NTE und P sowie mit der SAG1-
defizienten Mutante (ASAG1) fur 1 h infiziert oder blieben nicht-infiziert. Gesamtproteinextrakte der
Wirtszellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran Ubertragen. PARP-
1 und Aktin wurden durch entsprechende Primarantikérper und Meerrettichperoxidase-gekoppelte
Sekundarantikdrper durch ,enhanced chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die
densitometrische Auswertung der Western Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-
Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die PARP-Intensitat der nicht-infizierten Kontrolle wurde
als 100% definiert und alle anderen Werte im Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem
Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler () des
Mittelwertes dar. Mr: Molekulargewichtsmarker
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Alle drei Stamme zeigten demnach vergleichbare Effekte auf PARP-1. SAG1 konnte
daher als Verursacher der PARP-1-Inhibierung ausgeschlossen werden. Welches
Molekul in der S1-Fraktion von T. gondii fur die PARP-1-Inhibierung verantwortlich

war, ist daher zurzeit ungeklart.

3.7 PARP-1-Uberexpression in RAW 264.7 Monocyten/
Makrophagen

PARP-1 hat Einfluss auf verschiedenste zellulare Prozesse, wie DNA Reparatur,
Apoptose, Nekrose, transkriptionelle Regulation und andere. Gleichzeitig ist T. gondii
in der Lage, einige dieser Prozesse zu modulieren bzw. sie zu inhibieren. Aufgrund
der Reduktion der PARP-1-Proteinlevel nach Infektion mit T. gondii stellte sich daher
die Frage, wie sich eine Uberexpression von PARP-1 in RAW 264.7 Zellen auf das
Parasit-Wirt-Verhaltnis auswirken wurde. Fir die Herstellung von PARP-1-
Uberexprimierenden RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen wurde das murine PARP-
1 Gen aus RAW 264.7 Zellen amplifiziert, in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA3.1/V5-His-TOPO Vektor kloniert und damit RAW 264.7
Monocyten/Makrophagen stabil transfiziert. Nach Isolierung von einzelnen Klonen
wurden diese auf das Vorhandensein der zusatzlichen PARP-1 Genkopie im Genom
mit spezifischen Primern mittels PCR Uberprift. Die zusatzliche PARP-1 Genkopie
war im Genom von mehreren Klonen, u.a. den drei Klonen A12, C6 und EB6,
nachweisbar (Abb. 19A). Bei diesen drei Klonen waren auch Transkripte der
zusatzlichen PARP-1 Kopie sowie endogene plus rekombinante PARP-1 Transkripte
durch RT-PCR nachweisbar (Abb. 19B). Als Kontrolle der RT-PCR-Analyse diente
das Housekeeping-Gen R-Aktin (Abb. 19B). Bei A12, C6 und E6 handelte es sich
dabei um Klone, die mit einer PARP-1 Kopie transfiziert worden waren, die das
STOP-Codon des PARP-Genes enthielt, so dass das spater exprimierte Protein kein
His-Tag oder V5-Epitop besal’. Des Weiteren sollten mittels eines anderen 3" Primers
(3’'PARP), der kein Stop-Codon des PARP-1 Gens enthielt, weitere Klone mit einer
PARP-1 Kopie hergestellt werden, bei denen das spater exprimierte Fusionsprotein

sowohl ein Penta-His-Tag als auch ein V5-Epitop als Erkennungssequenz besitzen
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Abb. 19: Nachweis einer zusiatzlichen PARP-1-Kopie in RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen.

(A) Aus drei PARP-1 transfizierten RAW 264.7 Klonen und Wildtyp Zellen (WT) wurde genomische
DNA isoliert. AnschlieBend wurde die zusatzliche Genkopie mittels PCR und PARP-1/Vektor
(pcDNAS3.1)-spezifischen Primern in einem 1% Agarosegel nachgewiesen. M: 1kb DNA Marker;
neg.K.: Negativkontrolle (B) Aus den drei PARP-1 transfizierten RAW 264.7 Klonen und Wildtyp-
Zellen (WT) wurde RNA isoliert und mRNA revers transkribiert. Mit der resultierenden cDNA wurden
mit PARP-1- und Vektor-spezifischen (pcDNA3.1/PARP), PARP-1- und R-Aktin-spezifischen Primer
Paaren PCRs durchgefiihrt und anschlieBend in einem 1% Agarosegel aufgetrennt. M: 1 kb DNA
Marker (pcDNA3.1/PARP-Amplifikation) bzw. 100 bp DNA Marker (PARP- bzw. ’-Aktin-Amplifikation)

wurde. Bei den zuletzt genannten Klonen war zwar ein Nachweis auf genomischer
Ebene moglich, allerdings konnte weder auf mRNA-Ebene eine Expression dieser
zuséatzlichen PARP-1 Kopie noch beim Gesamtproteinextrakt die Uberexpression auf
Proteinebene mit dem PARP-1-, dem V5- oder His-Tag-Antikorper nachgewiesen
werden (nicht gezeigte Ergebnisse). Durch Auftrennung von Gesamtproteinextrakten
der drei RAW 264.7-Klone A12, C6 und E6 sowie von Wildtyp-Zellen mittels SDS-
PAGE und anschlieBendem PARP-1 Nachweis mittels Immunblot wurde die PARP-1
Expression auf Proteinebene nachgewiesen. Die drei Klone exprimierten PARP-1 im
Vergleich zu Wildtypzellen deutlich starker (Abb. 20A). Die Klone A12 und E6 zeigten
eine Uberexpression um mehr als 50%, wahrend der Klon C6 sogar mehr als doppelt
so viel PARP-1 exprimierte wie Wildtypzellen (Abb. 20A). Diese Ergebnisse konnten
mittels Immunfluoreszenzfarbung bestatigt werden (Abb. 20B). Mikroskopische
Analysen ergaben dabei, dass die Uberwiegende Mehrzahl der Zellen der drei Klone
A12, C6 und E6 im Zellkern mehr PARP-1 exprimierten als Wildtypzellen (Abb. 20B).
Dies wies darauf hin, dass nicht nur einzelne Zellen der Klone PARP-1 verstarkt

exprimierten, sondern auch die gesamten Populationen der transfizierten Zellen
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einen erhdohten PARP-1-Gehalt im Zellkern aufwiesen. Zusammenfassend zeigten

diese Ergebnisse, dass RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen erfolgreich mit einer
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Abb. 20: Uberexpression von PARP-1 in RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen.

(A) Gesamtproteinextrakt aus drei Klonen PARP-1 transfizierter RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen
oder deren Wildtypzellen (WT) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran
Ubertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels entsprechender Primarantikérper und
Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch ,enhanced chemiluminescence®
sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western Blots dar, dazu
wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die PARP-Intensitat
der Wildtypzellen wurde als 100% definiert und alle anderen Werte im Verhéltnis dazu bestimmt. Die
Balken entsprechen dem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler (+) des Mittelwertes dar. Mr: Molekulargewichtsmarker (B) Drei Klone PARP-1
transfizierter RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen und Wildtypzellen (WT) wurden auf
Glasdeckglaschen ausgesat und 24 h spater wurde PARP-1 mittels eines spezifischen
Primarantikdrpers und Cy-2-konjugiertem Sekundarantikoérper (griine Fluoreszenz) sichtbar gemacht.
Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Leica TCS SP2 Konfokalmikroskop ausgewertet.
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zusatzlichen Kopie des murinen PARP-1 Gens transfiziert werden konnten und dies
in einigen Klonen zur verstarkten Expression von PARP-1 im Vergleich zu
Wildtypzellen fuhrte.
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Abb. 21: Vergleich der PARP-1 Expression zwischen Wildtyp und PARP-1-iiberexprimierender
Mutante A12 nach T. gondii-Infektion.

PARP-1-Uberexprimierende RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen (Klon A12: weile Balken) und
Wildtypzellen (WT: schwarze Balken) wurden mit frisch isolierten Tachyzoiten des T. gondii Stammes
NTE im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 fur unterschiedliche Zeiten infiziert oder blieben nicht-infiziert.
Gesamtproteinextrakte der Wirtszellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran lbertragen. PARP-1 und Aktin wurden mittels entsprechender
Primarantikorper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundarantikérper durch ,enhanced
chemiluminescence® sichtbar gemacht. Der Graph stellt die densitometrische Auswertung der Western
Blots dar, dazu wurden jeweils die relativen PARP-Intensitaten berechnet (PARP/Aktin x 100). Die
PARP-Intensitat der Wildtypzellen vor Infektion mit T. gondii wurde als 100% definiert und alle
anderen Werte im Verhaltnis dazu bestimmt. Die Balken entsprechen dem Mittelwert von drei
unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (£) des Mittelwertes dar. Mr:
Molekulargewichtsmarker.
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Um den Einfluss der Uberexpression von PARP-1 auf die Parasit-Wirt-Interaktion
wahrend Infektionen mit T. gondii bewerten zu konnen, war es zunachst notwendig
die PARP-1 Expression in stabil transfizierten RAW 264.7-Mutanten nach Infektion
mit dem Parasiten zu untersuchen. Dazu wurden reprasentativ stabil transfizierte
Zellen des Klones A12 sowie RAW 264.7 Wildtypzellen mit T. gondii Tachyzoiten flr
unterschiedliche Zeiten infiziert. Gesamtproteinextrakte der Zellen wurden danach
mittels SDS-PAGE und Western Blot auf ihren PARP-1 Proteingehalt uUberpruft.
Bemerkenswerterweise fuhrte T. gondii in transfizierten Zellen zu einer ahnlich
starken Hemmung der PARP-1 Expression wie in Wildtypzellen (Abb. 21). Der
Verlauf der PARP-1-Inhibierung in den Zellen des A12-Klones durch T. gondii war
dabei vergleichbar dem Verlauf der Hemmung in Wildtypzellen. So fuhrte trotz der

Uberexpression von PARP-1 in nicht-infizierten Zellen des Klones A12 die Infektion

T. gondii
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Abb. 22: Vergleich der PARP-1 Expression zwischen Wildtyp und PARP-1-iiberexprimierender
C6 Mutante nach T. gondii-Infektion.

PARP-1-Uberexprimierende RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen (Klon C6) und Wildtypzellen (WT)
wurden mit frisch isolierten Tachyzoiten des T. gondii Stammes NTE im Parasit-Wirt-Verhaltnis von
4:1 fur unterschiedliche Zeiten infiziert oder blieben nicht-infiziert. Gesamtproteinextrakte der
Wirtszellen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran tbertragen. PARP-
1 und Aktin wurden mittels entsprechender Primarantikbrper und Meerrettichperoxidase-gekoppelter
Sekundérantikdrper  durch »enhanced chemiluminescence® sichtbar  gemacht. Mr:
Molekulargewichtsmarker.
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Hemmung auf weniger als 20% des Wertes nicht-infizierter Kontrollzellen (Abb. 21).
Nach 8 h Infektion stieg die PARP-1 Expression sowohl beim Wildtyp und als auch
beim A12-Klon an, lag jedoch bei beiden unterhalb der PARP-1 Menge der nicht-
infizierten Zellen. Nach 24 h Infektionszeit waren die PARP-1 Proteingehalte in
beiden Zellpopulationen héher als die nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 21). Trotz
Uberexpression war T. gondii demnach in der Lage, PARP-1 sehr effektiv und
transient in transfizierten Zellen zu hemmen. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch
fur die beiden anderen Klone C6 (Abb. 22) und E6 (nicht gezeigt) beobachtet

Nicht infiziert 1 h nach Infektion 24 h nach Infektion

WT

A12

Abb. 23: Vergleich der PARP-1 Expression zwischen Wildtyp und PARP-1-iiberexprimierenden
Mutanten nach T. gondii-Infektion mittels Immunfluoreszenzfarbung.

PARP-1-Uberexprimierende RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen (Klon A12) oder deren
Wildtypzellen (WT) wurden 1 oder 24 h im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 mit Tachyzoiten des NTE
Stammes von T. gondii infiziert oder blieben nicht-infiziert. Durch Immunfluoreszenzfarbung wurden
PARP-1 und T. gondii Tachyzoiten mittels spezifischer Primarantikdrper und Cy-2-konjugiertem
(PARP-1: grine Fluoreszenz) oder Cy-3-konjugiertem (T. gondii: rote Fluoreszenz)
Sekundarantikérper sichtbar gemacht. Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Leica TCS SP2
Konfokalmikroskop ausgewertet.
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werden. Diese Ergebnisse wurden auf Einzelzellebene mittels
Immunfluoreszenzfarbung bestatigt und erweitert (Abb. 23). So fuhrte T. gondii in
Zellen des mit PARP-1 transfizierten Klons A12 1 h nach Infektion nicht nur in
parasit-positiven sondern auch in parasit-negativen Zellen zu einem stark
reduziertem PARP-1 Gehalt. Wie bereits an Wildtypzellen gezeigt, kam es dabei
nicht zu einer Umverteilung von PARP-1 aus dem Zellkern in andere
Zellkompartimente. Dies konnte auch fur die anderen PARP-1-transfizierten Klone
C6 und E6 nachgewiesen werden (nicht gezeigte Ergebnisse). T. gondii war
demnach in der Lage, die deutlich erhdhten PARP-1-Proteinlevel der PARP-1-

transfizierten Klone schnell, aber transient zu reduzieren.

3.8 Auswirkung der PARP-1 Uberexpression auf das Parasit-

Wirt-Verhaltnis

3.8.1 Invasion und Replikation von T. gondii in PARP-1
tiberexprimierenden RAW 264.7-Mutanten

Obwohl die Infektion mit T. gondii die PARP-1 Expression auch in
Uberexprimierenden RAW 264.7-Mutanten schnell und effektiv hemmte, wiesen
diese dennoch vor Infektion und wahrend spaterer Infektionszeitpunkte deutlich mehr
PARP-1 auf als Wildtypzellen. Die Mutanten wurden daher nachfolgend dazu
eingesetzt, um den Einfluss von PARP-1 und dessen Modulation durch T. gondii auf
die Parasit-Wirt-Interaktion zu untersuchen. Dazu wurde zunachst ermittelt, ob es
Unterschiede im Invasions- und Replikationsverhalten des Parasiten in Abhangigkeit
von einer PARP-1 Uberexpression gab. Dazu wurden PARP-1 (berexprimierende
RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen und Wildtypzellen mit transgenen T. gondii
RH/HXGPRT/Sag1/lacZ Tachyzoiten infiziert, die als Reporter mit bakteriellem lacZ
unter der Kontrolle des SAG1-Promotors transfiziert waren (SEEBER und BOOTHROYD,
1996). Die Expression der 3-Galaktosidase wurde 24 und 45 h nach Infektion durch
Farbreaktion sichtbar gemacht und photometrisch gemessen und war ein Mal fur die
Anzahl intrazellularer Parasiten. Wahrend in nicht-infizierten RAW 264.7-Zellen wie

erwartet nur eine geringe Hintergrundfarbung gemessen wurde, stieg die



3. Ergebnisse 83

0,600

0,500 -

0,400 -

0,300 -

OD 570 nm

0,200 -

0,100 -

oo |1

n.i. WT Al12 C6 E6

m 24 hp.i.
045 h p.i.

Klone

Abb. 24: Entwicklung von T. gondii in PARP-1 liberexprimierenden RAW 264.7-Mutanten.

Die PARP-1-tberexprimierenden RAW 264.7-Mutanten A12, C6 und E6 sowie Wildtypzellen wurden
mit R-Galaktosidase-exprimierenden T. gondii Tachyzoiten RH/HXGPRT /Sag1/lacZ fur 1 h infiziert
oder blieben nicht-infiziert (n.i.). Anschliefend wurden extrazelluldre Parasiten entfernt und 24 h
(schwarze Balken) bzw. 45 h (weif3 Balken) nach Infektion die R-Galaktosidaseaktivitdt nach Zugabe
von Chlorophenolred-R-D-galactopyranoside (CPRG) durch Farbreaktion photometrisch bei 570 nm
gemessen. Die Balken des Graphen reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen,
die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (+) des Mittelwertes.

R-Galaktosidaseaktivitat 24 und 45 h nach Infektion deutlich an (Abb. 24). Die
Enzymaktivitat unterschied sich dabei jedoch nicht zwischen T. gondii-infizierten
Wildtypzellen einerseits und Zellen der PARP-1-Uberexprimierenden RAW-Mutanten
A12, C6 und E6 andererseits (Abb. 24). Dabei ist zu beachten, dass die Farbreaktion
nach 24 und 45 h Infektionsdauer bei Erreichen eines ahnlichen Farbumschlages
abgestoppt wurde, so dass die photometrische Messung nicht der Zunahme der
Parasitenzahl von 24 bis 45 h p.i. entsprach. Diese Ergebnisse wiesen deutlich
darauf hin, dass sich T. gondii unabhéngig von einer Uberexpression von PARP-1 in
Wildtypzellen und PARP-1-Mutanten ahnlich gut entwickeln konnte. Der R-
Galaktosidase-Test erlaubte quantitative Aussagen uUber die Entwicklung von T.
gondii auf Populationsebene, er erlaubte jedoch keine Aussage uber mogliche
Unterschiede hinsichtlich Wirtszellinvasion und intrazellularer Replikation von T.

gondii in Wildtypzellen oder PARP-1-Uberexprimierenden Mutanten.
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Abb. 25: Einfluss einer PARP-1 Uberexpression in Wirtszellen auf Invasion und Replikation von
T. gondii.

PARP-1 Uberexprimierende RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen (C6 Klon) oder deren Wildtypzellen
(WT) wurden fur 4h, 24 h und 48 h mit T. gondii Tachyzoiten des Stammes NTE im Parasit-Wirt-
Verhaltnis 4:1 infiziert. Durch Immunfluoreszenzfarbung wurden T. gondii Tachyzoiten mittels eines
spezifischen Primarantikdrpers und Cy-2-konjugiertem Sekundarantikérpers (griine Fluoreszenz)
sichtbar gemacht. Doppelstrangige Nukleinsauren wurden mit Propidiumiodid angefarbt (rote
Fluoreszenz). Die Proben wurden mikroskopisch mit einem Leica TCS SP2 Konfokalmikroskop
ausgewertet.

Daher wurde mittels Immunfluoreszenzfarbung das Invasions- und
Replikationsverhalten von T. gondii in  Wildtypzellen und PARP-1-
uberexprimierenden RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen auf Einzelzellebene
untersucht. Nach 4 h Infektion waren vergleichbar viele Zellen des Wildtyps und des
C6-Klons mit T. gondii des Stammes NTE infiziert, was auf eine &ahnliche
Invasionsrate schlie3en lie3 (Abb. 25). Nach 24 und 48 h Infektionszeit enthielten
aullerdem die parasitophoren Vakuolen ahnliche Mengen an Parasiten (Abb. 25).
Die gleichen Ergebnisse wurden auch mit den beiden PARP-1-Uberexprimierenden
RAW 264.7-Klonen A12 und EG6 erzielt (nicht gezeigte Ergebnisse). Dies bestatigte
die Ergebnisse des 3-Galaktosidase Tests hinsichtlich der Entwicklung der Parasiten
und zeigte, dass zumindest eine zeitweise Uberexpression von PARP-1 keinen
Einfluss auf die Wirtszellinvasion und die intrazellulare Entwicklung von T. gondii in
RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen besal}.
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3.8.2 Einfluss der PARP-1 Uberexpression auf die Koaktivator-

funktion von PARP bei NF-kB-vermittelter Genexpression

Wie bereits beschrieben, ist T. gondii in der Lage, in den NF-kB-Signalweg der
Wirtszelle einzugreifen, wodurch unter anderem die Expression von TNF-a, IL-12, IL-
6 und iINOS herunterreguliert wird (DENKERS, 2003). PARP-1 ist als Koaktivator von
NF-kB bekannt und hat so Einfluss auf die NF-kB-abhangige Genregulation.
Experimente mit PARP-17" Mausen belegen einen PARP-1 abhangigen Einfluss auf
einige NF-kB-abhangige Gene wie iINOS und TNF-a. Eine hohe PARP-1 Expression
fuhrt zudem zu einer dysregulierenden NF-kB-Aktivitat (HASSA und HOTTIGER, 2002).
Es ist auBerdem bekannt, dass PARP-1 die Expression von NF-kB-regulierten
Genen nach LPS-Stimulierung verstarkt. Zu diesen NF-kB-regulierten Genen
gehoren neben anderen das Intercellular adhesion molecule(ICAM)-1, TNF-a, iNOS,
MIP-2 (HA et al., 2002; HAsSSA und HOTTIGER, 2002; LIAUDET et al., 2002) und Insulin-
like Growth Factor-binding protein(IGFBP)-4 (SIMBULAN-ROSENTHAL et al., 2000).
Diese Gene sollten nun in RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen, die mit PARP-1
transfiziert worden waren, hinsichtlich ihrer Expression nach LPS Stimulierung
und/oder nach T. gondii-Infektion untersucht und mit RAW 264.7 Wildtyp Zellen
verglichen werden. Dazu wurden Wildtyp-Zellen und stellvertretend fur alle
Transfektanten Zellen des Klones C6 mit LPS (1 pg/ml) fur 4 h stimuliert oder
unstimuliert belassen und 1 h mit T. gondii Tachyzoiten infiziert oder nicht-infiziert
belassen. Im Anschlu® wurde RNA isoliet und mRNA revers transkribiert. Die
resultierende cDNA wurde mit spezifischen Primern fur TNF-a, MIP-2, ICAM-1 und
IGFBP-4 durch RealTime-PCR amplifiziert. Um unterschiedliche Effizientien bei der
RNA-Isolierung, der cDNA-Synthese oder Pipettierunterschiede auszugleichen,
wurden die Ergebnisse mit Hilfe der Amplifikation des Housekeeping-Gens Aktin
normiert. Nach Stimulierung mit LPS nahmen die TNF-a-Transkriptmengen sowohl in
Wildtypzellen als auch in Zellen des PARP-1 Uberexprimierenden Klons C6 um
durchschnittlich das 75-fache im Vergleich zu den nicht-stimulierten, nicht-infizierten
Kontrollen zu. Wurden die Zellen nun mit LPS vorstimuliert und anschlieBend mit T.
gondii infiziert, stieg der TNF-a-mRNA-Level nur durchschnittlich um das 25-fache
sowohl in Wildtypzellen als auch in Zellen des Klons C6 im Verhaltnis zur Kontrolle
(Abb. 26A). Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass die TNF-a

Transkriptlevel unabhangig von einer Uberexpression von PARP-1 in Wildtypzellen
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Abb. 26: Expressionsprofile NF-kB-regulierter Gene.

(A), (B), (C) und (D) RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen Wildtypzellen (schwarze Saulen) und mit
PARP-1 transfizierte Zellen des Klones C6 (weiRe Saulen) wurden 4 h mit LPS (1 pg/ml) stimuliert
oder blieben unstimuliert und wurden im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 mit Tachyzoiten des T. gondii
Stammes NTE fiur 1 h infiziert oder blieben nicht-infiziert. Die RNA wurde isoliert, revers transkribiert
und eine RealTime PCR Analyse wurde mit TNF-a- (A), MIP-2- (B), ICAM-1- (C), oder IGFBP4- (D),
sowie mit B-Aktin-spezifischen Primern und dem MasterPlus SYBR Green 1 Kit durchgefiihrt. Die
Balken entsprechen dem Mittelwert von zwei unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler (z) des Mittelwertes dar.

und im Klon C6 durch LPS deutlich hochreguliert wurden, wahrend eine Infektion mit
T. gondii diesen Anstieg stark hemmte.

Auch die MIP-2 Transkriptlevel stiegen nach Stimulierung mit LPS stark an.
Interessanterweise war dabei die Hochregulation in PARP-1 Uberexprimierenden C6-
Zellen hoher als in Wildtypzellen im Vergleich zu den jeweiligen nicht-stimulierten,
nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 26B). Nach LPS-Stimulierung und Infektion mit T.
gondii wiesen C6-Zellen ebenfalls deutlich hohere MIP-2 mRNA-Level auf als
Wildtypzellen, wobei in beiden Zellklonen nach Infektion die LPS-induzierten
Transkriptmengen niedriger waren als in nicht-infizierten, aber LPS-stimulierten
Kontrollen (Abb. 26B). Die Stimulierung mit LPS flhrte also in Zellen des PARP-1-
transfizierten C6 Klones unabhangig von einer Toxoplasma-Infektion zu deutlich
hoheren MIP-2 mRNA-Leveln verglichen mit den Wildtypzellen. Allerdings war T.
gondii nicht in der Lage, MIP-2 mRNA in PARP-1 Uberexprimierenden Zellen auf den
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gleichen Level wie in Wildtypzellen zu senken. Dem gegentber waren in Bezug auf
die NF-kB-regulierten Gene ICAM-1 und IGFBP-4 keine Unterschiede hinsichtlich der
Transkriptmengen zwischen Wildtypzellen und PARP-1 Uberexprimierenden Zellen
festzustellen (Abb. 26C und D). Dabei fuhrte weder die Stimulierung mit LPS noch
eine gleichzeitige Infektion mit T. gondii zu veranderten Transkriptmengen im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Abb. 26C und D). Zusammenfassend wurde
die LPS-induzierte Expression von 2 NF-kB-regulierten Genen, namlich TNF-a und
MIP-2, durch eine T. gondii-Infektion deutlich reduziert, wobei eine Uberexpression
von PARP-1 zu einer verstarkten Expression von MIP-2 flhrt. Dagegen waren bei
zwei anderen NF-kB-regulierten Genen, namlich ICAM-1 und IGFBP-4, weder durch
eine PARP-1 Uberexpression noch durch eine T. gondii-Infektion Veranderungen der

Transkriptlevel nachweisbar.

3.8.3 Apoptose und deren Veranderung durch T. gondii in PARP-1
tiberexprimierenden RAW 264.7 Zellen

In Zellen, die zuvor mit einem Apoptose-Stimulus behandelt wurden, fihrt eine
Infektion mit T. gondii zu einer deutlichen Inhibierung der Apoptose sowie zu einer
Abnahme des PARP-1-Proteinlevels (GOEBEL et al., 2001). Welchen Einfluss
veranderte PARP-1-Level auf den Apoptose-inhibierenden Effekt von T. gondii hat,
sollte mit PARP-1 Uberexprimierenden RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen
ermittelt werden. Dazu wurde zunachst die Caspase 3/7 Aktivitat als wichtiges
Zeichen von apoptotischen Zellen gemessen. PARP-1 Uberexprimierende RAW
264.7 Monocyten/Makrophagen und Wildtypzellen wurden mit Toxoplasma
Tachyzoiten fur 4, 11 (nicht gezeigt) oder 24 h infiziert oder blieben nicht-infiziert.
Jeweils 3.5 h vor Ablauf der Infektionszeit wurde Staurosporin, ein Apoptose-
Stimulans, zu den Zellen gegeben, oder die Zellen blieben unstimuliert. Danach
wurden die Zellen lysiert und im Zellextrakt die Spaltung des Caspase 3/7
spezifischen Substrates DEVD-AMC photometrisch gemessen. In nicht-infizierten
Wildtypzellen nahm die Caspase 3/7 Aktivitat nach Stimulierung der Apoptose mit
Staurosporin  sowohl nach 4 h als auch nach 24 h stark zu (Abb. 27).
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Abb. 27: Zeitabhangige Inhibierung der Caspase 3/7 Aktivitiat in PARP-1 liberexprimierenden
RAW 264.7 Klonen A12, C6 und E6 und Wildtypzellen nach T. gondii-Infektion.

PARP-1 (berexprimierende Klone und Wildtypzellen wurden fir 4 h oder 24 h mit T. gondii
Tachyzoiten im Parasit-Wirt-Verhaltnis von 4:1 infiziert oder blieben nicht-infiziert. 3.5 h vor Ablauf der
Infektionszeit wurden die Zellen mit 1 yM des Apoptose-Induktors Staurosporin behandelt oder
blieben unstimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und in den Zelllysaten
wurde die Caspase 3/7 Aktivitat mittels Spaltung von DEVD-AMC photometrisch bei 380/460 nm
ermittelt. Die Balken des Graphen reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen,
die Fehlerbalken den Standardfehler () des Mittelwerts. Signifikante Unterschiede zwischen
infizierten und nicht-infizierten Zellen wurden mittels Student’s t-Test ermittelt (* p<0.05, ** p<0.01).

Eine Infektion mit T. gondii fur 4 h hatte keinen Einfluss auf die Staurosporin-
vermittelte Wirtszellapoptose in Wildtypzellen. Dagegen war die Caspase 3/7-
Aktivitat 24 h p.i. in infizierten Zellen signifikant niedriger als in nicht-infizierten
Kontrollen (p<0.01) (Abb. 27). Interessanterweise war die Caspase 3/7-Aktivitat nach
Behandlung der PARP-Uberexprimierenden Klone A12, C6 und E6 mit Staurosporin
niedriger als in Wildtypzellen. Nach Infektion der PARP-1-transfizierten Klone mit T.
gondii fir 4 h war die Caspase 3/7-Aktivitat gegenuber nicht-infizierten Kontrollen wie

in Wildtypzellen nicht deutlich verandert.
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Abb. 28: Auswirkung der PARP-1 Uberexpression auf die Parasit-Wirt Interaktion in
apoptotischen Zellen 4 h nach Infektion mit T. gondii.

PARP-1 Uberexprimierende Klone A12, C6 und E6 und Wildtypzellen wurden fir 4 h mit T. gondii
Tachyzoiten infiziert oder blieben nicht-infiziert. 3.5 h vor Ablauf der Infektionszeit wurden die Zellen
mit 1 pM Staurosporin behandelt oder blieben unbehandelt. Mittels Héchst-Farbung wurden
apoptotische Zellen anhand von kondensiertem Chromatin sichtbar gemacht.

Dagegen fuhrte eine Infektion mit Toxoplasma fur 24 h zu signifikant niedrigeren
Caspase 3/7-Aktivitaten in PARP-1 Uberexprimierenden Zellen als in den
entsprechenden nicht-infizierten Kontrollen (p<0.05). Diese Ergebnisse sprachen
eindeutig dagegen, dass die Inhibierung der Expression von PARP-1 durch T. gondii
den anti-apoptotischen Effekt des Parasiten vermittelte. Aullerdem schien auch die
PARP-1 Uberexpression die durch den Parasiten verursachte Inhibierung der

Apoptose nicht zu beeinflussen.
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Abb. 29: Auswirkung der PARP-1 Uberexpression auf die Parasit-Wirt Interaktion in
apoptotischen Zellen 24.5 h nach Infektion mit T. gondii.

PARP-1 Gberexprimierende Klone A12, C6 und E6 und Wildtypzellen wurden fir 24.5 h mit T. gondii
Tachyzoiten infiziert oder blieben nicht-infiziert. 3.5 h vor Ablauf der Infektionszeit wurden die Zellen
mit 1 pM Staurosporin behandelt oder blieben unbehandelt. Mittels Hochst-Farbung wurden
apoptotische Zellen anhand von kondensiertem Chromatin sichtbar gemacht.

Die Auswirkung der PARP-1 Uberexpresssion auf Apoptose und deren Veranderung
durch Toxoplasma wurde zusatzlich auf Einzelzellebene mittels Hdchst-Farbung
untersucht. Daflr wurden PARP-1-Uberexprimierende Klone und Wildtypzellen mit T.
gondii NTE Tachyzoiten fur 4 h (Abb. 28), 11 h (nicht gezeigt) oder 24.5 h (Abb. 29)
infiziert oder blieben nicht-infiziert. Jeweils 3.5 h vor Ablauf der Infektionszeit wurde
Apoptose durch 1 yM Staurosporin induziert, oder die Zellen blieben unbehandelt.
Mittels Hochst-Farbstoff 33258 wurde die DNA angefarbt und die Proben
anschlieRend mikroskopisch analysiert. Zur quantitativen Auswertung der
Hochstfarbung wurden 500 Zellen gezahlt und die Anzahl der apoptotischen Zellen

anhand der Kondensation von Chromatin ermittelt (Abb. 30). In Wildtypzellen
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kondensierte nach Inkubation der Zellen mit Staurosporin das Chromatin sehr
deutlich (Abb. 28). Dabei wiesen 4 h p.i. sowohl infizierte, Staurosporin-behandelte
als auch nicht-infizierte, behandelte Kulturen zu etwa 60% Zellen mit stark
kondensiertem Chromatin auf (Abb. 30). Staurosporin flhrte in den PARP-1
uberexprimierenden Zellen des Klones A12 zu ahnlichen Mengen von Zellen mit
kondensiertem Chromatin wie in Wildtypzellen, und zwar unabhangig von einer
Toxoplasma-Infektion (Abb. 28 & 30). Dagegen war in den Zellen der PARP-1
uberexprimierenden Klone C6 und E6 nach Infektion mit T. gondii der Prozentsatz
von Zellen mit kondensiertem Chromatin um durchschnittlich 17 bzw. 8% niedriger

als in nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 30).
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Abb. 30: Auswirkung der PARP-1 Uberexpression auf die Parasit-Wirt Interaktion in
apoptotischen Zellen.

PARP-1 iberexprimierende Klone A12, C6 und E6 und Wildtypzellen wurden fiir 4 h (graue Balken)
und 24.5 h (weile Balken) mit T. gondii Tachyzoiten infiziert oder blieben nicht-infiziert. 3.5 h vor
Ablauf der Infektionszeit wurden die Zellen mit 1 yM Staurosporin behandelt oder blieben
unbehandelt. Mittels Hochst-Farbung wurden apoptotische Zellen anhand von kondensiertem
Chromatin sichtbar gemacht. Die quantitative Auswertung erfolgte durch das Auszahlen von je 500
Zellen und der Bestimmung des Anteils an apoptotischen Zellen. Die Balken reprasentieren
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler (x) des
Mittelwerts dar.
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Nach langerer Kulturdauer (24.5 h) waren vor allem die PARP-1 Gberexprimierenden
Zellen deutlich anfalliger gegegenuber einer Behandlung mit Staurosporin, da der
Anteil von Zellen mit kondensiertem Chromatin deutlich héher war als nach 4 h
Kulturdauer (Abb. 30). Zu diesem Zeitpunkt war der Anteil apoptotischer Zellen in
PARP-1 Uberexprimierenden RAW 264.7 Zellen um etwa 20% hdher als bei
Wildtypzellen (Abb. 30). Eine Infektion mit T. gondii fur 24.5 h fuhrte sowohl bei
Wildtypzellen als auch bei den Mutanten zur Hemmung der Staurosporin-induzierten
Chromatinkondensation (Abb. 30). Dabei nahm die Anzahl der apoptotischen Zellen
durch die Infektion mit T. gondii um etwa 17% - 20% ab (Abb. 29 & 30). Ahnlich
fuhrte auch in Wildtypzellen eine Infektion mit T. gondii fir 24.5 h zu einer um
durchschnittlich 17% verminderten Anzahl von Zellen mit kondensiertem Chromatin
(Abb. 29 & 30). Grundsatzlich fiihrte also die Uberexpression von PARP-1 zu einer
niedrigeren Caspase 3/7 Aktivitat bzw. zu einer verminderten Apoptose-Anfalligkeit
im Vergleich zu Wildtypzellen. Allerdings inhibierte T. gondii in PARP-1
uberexprimierenden Zellen die Apoptose deutlich. Zusammenfassend zeigten diese
Daten, dass die Inhibierung der Expression von PARP-1 in infizierten Wirtszellen
nicht den anti-apoptotischen Effekt von T. gondii erklaren konnte. Auferdem
verhinderte die Uberexpression von PARP-1 in den Mutanten nicht die T. gondii-

induzierte Inhibierung der Apoptose.
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4. Diskussion

PARP-1 spielt als nukleares Protein eine wichtige Rolle in diversen zellularen
Prozessen, wie Zellzyklus, DNA-Reparatur, Apoptose und Nekrose (HASSA et al.,
2006). Es ist daher nicht verwunderlich, dass PARP-1 bereits 1983 mit krankhaften
Veranderungen in Verbindung gebracht wurde (ALTMANN, 1983). Mittlerweile ist
bekannt, dass PARP-1 bei einer grolRen Anzahl von Erkrankungen, wie Asthma und
entzundlichen Lungenerkrankungen (SzaBo und DAWSON, 1998; LIAUDET et al., 2002;
BOULARES et al., 2003; CuzzoCREA, 2005; VIRAG, 2005a), Arthritis (GONZALEZ-REY et
al., 2007; GARCIA et al., 2008), multiplem Organversagen (LIAUDET und ODDO, 2003;
CuzzocREA und WANG, 2005), Diabetes Typ-1 (PACHER und SzABO, 2005; SzABO,
2005), entziindlichen Darmerkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn (MARKOWITZ et al.,
1988), septischem Schock (CuzzocREA, 2005) und Krebs (CEPEDA et al., 2006;
PLUMMER, 2006; HORVATH und SzAaBo, 2007) involviert ist. Haufig zeigte sich eine
pharmakologische Inhibierung der Expression von PARP-1 in vitro (GARCIA et al.,
2008), ein Knockout von PARP-1 im Mausmodell (BOULARES et al., 2003; VIRAG,
2005a) oder eine pharmakologische Inhibierung in der Ratte (OBROSOVA et al., 2004)
als wirksamer Schutz gegen diese Krankheitsbilder. Gerade bei Krebs konnte die
Forschung an pharmakologischen Inhibitoren von PARP-1 als Anti-Krebs
Medikamente soweit vorangetrieben werden, dass bereits frihe klinische Studien an
Krebspatienten durchgefiihrt werden (CEPEDA et al., 2006; PLUMMER, 2006; HORVATH
und SzABO, 2007). Neben diesen Erkrankungen wird bei HIV-1, dem Epstein-Barr-
Virus, Chlamydiaceae und Malaria der PARP-1-Gehalt im Wirt bzw. in Wirtszellen mit
unterschiedlichen Verlaufen der Infektion in Zusammenhang gebracht (TANAKA et al.,
1995a; HA et al., 2001; CLARK und COWwDEN, 2003; CLARK et al., 2004; YELAMOS et al.,
2004; MATTIUSSI et al., 2007). Der intrazellulare Parasit Toxoplasma gondii nimmt
aktiv Einfluss auf den PARP-1 Gehalt seines Wirtes. So kommt es sowohl in
apoptotischen als auch in nicht-apoptotischen Wirtszellen nach einer Infektion mit T.
gondii zu einer starken Inhibierung des PARP-1 Levels (GOEBEL et al., 2001).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit belegten eine Inhibierung der
Expression von PARP-1 in verschiedenen nicht-apoptotischen Wirtszellen und gaben
Hinweise darauf, wie die Inhibierung durch T. gondii ausgelost werden kdnnte und
welche Auswirkungen auf das Parasit-Wirt-Verhaltnis zu beobachten waren. Bei der

Inhibierung der Poly(ADP-Ribose) Polymerase-1 durch T. gondii, sowohl in
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apoptotischen als auch in nicht-apoptotischen Wirtszellen, handelt es sich um eine
weitere bisher wenig untersuchte Interaktion des Parasiten mit der Physiologie seiner
Wirtszelle.

4.1 Die PARP-1-Inhibierung nach T. gondii-Infektion ist ein
generelles Phanomen

In frGheren Untersuchungen unseres Labors konnte gezeigt werden, dass eine
Infektion mit T. gondii in HL-60 bzw. U937 Wirtszellen Auswirkungen auf die
Poly(ADP-Ribose) Polymerase-1 hat und dass dieser Effekt nicht nur auf Wirtszellen
beschrankt ist, die mit einem Apoptose Stimulans behandelt und durch die Infektion
mit T. gondii vor Apoptose geschutzt werden (GOEBEL et al., 2001). Zur genaueren
Charakterisierung dieses Effektes wurden die Versuche nun daruber hinaus an nicht-
apoptotischen Wirtszellen von T. gondii fortgesetzt. Es konnte dabei eine deutliche,
wenn auch transiente, Inhibierung des PARP-1-Proteinlevels nach Infektion mit T.
gondii nachgewiesen werden. Da die Inhibierung der Expression von PARP-1 in
Monocyten/Makrophagen schon innerhalb von wenigen Minuten nach der Infektion
sehr stark ausgepragt war und erst nach Stunden wieder langsam abnahm, konnte
ein Zusammenhang vor allem zwischen dem veranderten PARP-1-Gehalt und der
Frihphase der Parasit-Wirt-Interaktion bestehen. T. gondii beeinflusst auch NF-kB in
Makrophagen wahrend der frihen Phase der Infektion und verhindert dadurch die
Bildung von pro-inflammatorischen Zytokinen (BUTCHER et al., 2001; SHAPIRA et al.,
2002).

Daneben konnte gezeigt werden, dass die Starke der Inhibierung der Expression von
PARP-1 in deutlicher Korrelation zur Parasitenmenge, mit der die Wirtszellen infiziert
worden waren, stand. Eine Dosisabhangigkeit der Modulation von zellularen
Ablaufen von der Parasitenmenge wird sowohl bei der Reduzierung der DNA-
Fragmentierung durch Toxoplasma (GOEBEL et al., 2001), als auch bei der
Inhibierung der CIITA Expression (LANG C et al., 2006) gezeigt. Sie kann dabei auch
als Hinweis auf eine direkte Interaktion des Parasiten mit einer Wirtszelle gewertet
werden.

AuBerdem wurde durch Versuche auf Einzelzellebene deutlich, dass PARP-1 nach

der Infektion mit T. gondii nicht aus dem Zellkern in andere Zellkompartimente
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transportiert wurde. Dies wurde auch von den Ergebnissen der Western Blot
Analysen untermauert. Vielmehr scheint es sich bei der Reduktion von PARP-1 um
einen schnellen Abbau des Proteins zu handeln.

T. gondii beeinflusst im Verlauf der Apoptose nicht-infizierte Nachbarzellen von
infizierten Wirtszellen (WEI et al., 2002; LUDER und GRoss, 2005). Bei den hier
durchgefuhrten Experimenten auf Einzelzellebene nahm T. gondii ebenfalls Einfluss
auf nicht-infizierte Nachbarzellen von infizierten Zellen in Bezug auf PARP. Hierbei
wurde deutlich, dass auch in parasit-negativen Zellen einer infizierten Kultur PARP-1
stark inhibiert war. Allerdings muss erwahnt werden, dass durch die Art der
Durchfihrung der Immunfluoreszenzfarbung nicht ausgeschlossen werden kann,
dass Parasiten, die nur an die Wirtszelle adhariert aber nicht eingedrungen waren,
nicht ausreichend fixiet und wahrend der verschiedenen Waschschritte
unbeabsichtigt entfernt wurden. Diese Zellen waren jedoch als parasit-negativ
ausgewertet worden. Dagegen sprach aber, dass auch extrazellulare Parasiten in
den Proben deutlich zu sehen waren.

Da eine Inhibierung der Expression von PARP-1 auch in verschiedenen humanen
und murinen Zelllinien beobachtet werden konnte, scheint es sich um ein generelles
Phanomen bei der T. gondii-Infektion von Wirtszellen zu handeln. Allerdings waren
die Starke der Inhibierung und deren Zeitpunkt nach der Infektion abhangig vom
Wirtszell-Typ und vom Ursprungsorganismus der Wirtszellen. So zeigte sich eine
starkere Inhibierung der Expression von PARP-1 bei murinen Zellen im Vergleich zu
humanen Zellen. Im Vergleich von zwei murinen Zelltypen untereinander belegten
die Daten dieser Arbeit, dass in Makrophagen PARP-1 nach Infektion mit T. gondii
schneller und starker inhibiert wurde als in Fibroblasten. Ahnliche Beobachtungen
wurden schon friher gemacht. Bei der Infektion von Wirtszellen durch T. gondii
scheint die Art der Wirtszelle Auswirkungen auf die Modulation der zellularen
Prozesse durch den Parasiten zu haben. So werden deutliche Unterschiede
zwischen Zellen des Immunsystems und Nicht-Immunzellen in der Reaktion auf eine
T. gondii-Infektion beobachtet (MOLESTINA et al., 2003).

Ein Zusammenhang zwischen der Infektion mit Pathogenen und Auswirkungen auf
PARP-1 zeigte sich bisher meist im Hinblick auf die Apoptose. So zeigt sich, dass
Infektionen mit verschiedenen Viren, wie z.B. beim humanen Rhinovirus (DESzCz et
al., 2005), beim Pferde-Grippe-Virus (EIV) (LIN et al.,, 2002) und beim humanen
Cytomegalievirus (CMV) (CHIou et al., 2002), sowie bei Infektionen mit Bakterien, wie
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Francisella tulariensis (LAl und SJOSTEDT, 2003) und Pseudomonas aeruginosa
(ZHANG et al., 2004), zur Aktivierung der Caspase-Kaskade sowie der PARP-1
Spaltung und somit zur Induktion der Apoptose fuhren. Im Gegensatz dazu gibt es
Hinweise, dass PARP-1 bei verschiedenen Viren (TANAKA et al.,, 1995a; HA et al.,
2001) und Bakterien (YELAMOS et al., 2004) eine wichtige von Apoptose unabhangige
Rolle im Lebenszyklus dieser Pathogene spielt. Diese Daten belegen, dass PARP-1
eine wichtige Rolle auch bei der Entwicklung intrazellularer Pathogene zukommit.
Neben dem Proteingehalt in der Zelle, der bei PARP-1 bei bis zu 0.5 — 5 x 10°
Molekule / Nukleus liegt (DURIEZ und SHAH, 1997), spielt die enzymatische Aktivitat
von PARP-1 eine entscheidende Rolle. PARP-1 modifiziert viele Proteine, die
wiederum auf diverse zellulare Prozesse Einfluss haben, post-translational durch
Poly(ADP-ribosyl)ierung (AME et al., 2004). Dabei ist die enzymatische Grundaktivitat
in Zellen sehr niedrig und PARP-1 wird erst durch verschiedene Stimuli, zu denen
DNA-Strangbriiche gehéren, aktiviert (Kim et al., 2005). In der vorliegenden Studie
konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass die Poly(ADP-ribosyl)ierung nach
Stimulierung von H2O; durch Infektion mit T. gondii signifikant reduziert war. PARP-1
ist fur etwa 90% der Poly(ADP-ribosyl)ierung in der Zelle verantwortlich (VIRAG,
2005b), so dass die verminderte Poly(ADP-ribosyl)ierung auf die verminderten
PARP-1-Proteinlevel nach Toxoplasma-Infektion zurlckzufuhren sein durfte. Diese
Vermutung wurde zudem von Experimenten mit Katalase-knockout Parasiten
gestutzt. Dabei zeigten Zellen, die mit den Katalase-negativen PRUcat™ Parasiten
infiziert worden waren, im Zell-ELISA eine ahnlich stark reduzierte H,O»-induzierte
PARP-1-Aktivitat wie Zellen, die mit dem parentalen Stamm PRUhxgprt infiziert
worden waren. Eine Katalase-vermittelte Detoxifizierung von H,O, durch T. gondii
konnte also ausgeschlossen werden. Nicht nur die Inhibierung der PARP-1-
Proteinlevel durch eine Infektion mit T. gondii konnte also in der hier vorliegenden
Arbeit bewiesen werden, sondern auch eine starke Abnahme der enzymatischen
Aktivitat von PARP-1 wurde durch eine Infektion mit T. gondii verursacht. Somit hatte
der Parasit nach Infektion neben dem Einfluss auf das Protein PARP-1 auch Einfluss
auf die enzymatische Aktivitdt. Zwar konnten noch andere Mitglieder der PARP
Familie theoretisch die Poly(ADP-ribosyl)ierung ubernehmen, allerdings sprechen die
Daten der hier vorliegenden Arbeit dagegen, da gerade der Nachweis der
reduzierten ADP-ribosyltransferase-Aktivitat nach Infektion fir die wichtige Rolle von
PARP-1 bei der ADP-ribosylierung sprach.
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4.2 Die Inhibierung der Expression von PARP-1 durch T.
gondii ist nicht von der Virulenz des Toxoplasma-
Stammes abhéngig

Bei Infektionen mit dem Erreger der zerebraler Malaria (Malaria tropica), Plasmodium
falciparum, zeigt sich eine Korrelation unter anderem zwischen der PARP-1
Stimulierung und der Schwere des Verlaufs der Infektion (CLARK et al., 2004). Durch
die mit dem Schweregrad des Krankheitsverlaufes korrelierende Freisetzung von
TNF-a durch Makrophagen und Monozyten als Antwort auf die Infektion mit
Plasmodium kommt es zur NO-Freisetzung, zu Einzelstrangbriichen der DNA, zur
Uberaktivierung von PARP-1 und zu einem Verlust von NAD* und ATP. Dadurch
kann Sauerstoff, der durch die Anamie bei Malaria tropica ohnehin nur in niedrigen
Konzentrationen im Blut vorkommt, nicht effektiv verarbeitet werden. Folge davon
sind schwere Krankheitsverlaufe aufgrund einer Mangelversorgung von ZNS-
Gewebe bis hin zum Tod der Patienten. AuRerdem fiihrt die Uberaktivierung von
PARP-1 zu einer verstarkten NF-kB-vermittelten Genexpression und zu einer
vermehrten Bildung von pro-inflammatorischen Cytokinen, was eine lokale
Entzindungsreaktion verstarkt (CLARK und COwDEN, 2003; CLARK et al., 2004). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die PARP-1-Uberaktivierung wahrend entzindlicher
Reaktionen bei zerebraler Malaria fur die Schwere des Krankheitsverlaufes
mitverantwortlich sein kénnte. Auch Infektionen mit T. gondii flUhren zu sehr
unterschiedlichen Krankheitsverlaufen, die besonders in der Maus von der
unterschiedlichen Virulenz des Erregers abhangt. Dies ist anhand von zwei
unterschiedlichen T. gondii Stdmmen, einem hoch virulenten (S23), und einem
anderen signifikant weniger mausvirulenten Stamm (S22), nachgewiesen worden
(SAEl et al., 2005b). Beide Stamme tragen zusatzlich das Luciferase-Gen, um die
Replikationsrate nach der Infektion in Mausen optisch bestimmen zu konnen. Die
Mause, die mit dem virulenten Stamm S23 infiziert werden, zeigen ein exponentielles
Replikationsverhalten des Parasiten bis hin zum Tod der Mause, wahrend sich der
S22 Stamm zunéachst auch stark vermehrt, dann aber nicht mehr nachweisbar ist
(SAEl et al., 2005b). Grundlage fur weitere Experimente dieser Arbeit war die
Uberlegung, dass der entziindungsbedingte Tod der Mause eventuell auf eine
unterschiedliche Modulation von PARP-1 durch virulente und avirulente Stamme von

T. gondii zurick zu flhren ist. Die Einteilung der unterschiedlichen Stamme von T.
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gondii in drei Gruppen richtet sich unter anderem nach ihrer Virulenz in Mausen
(PARMLEY et al., 1994). Die virulenten Stamme kommen seltener in Tieren vor,
wohingegen sie haufig bei congenitaler Toxoplasmose und Augenerkrankungen
gefunden werden. Bei diesen Stdammen reicht ein einzelner Erreger, um zum Tod
einer Maus innerhalb von 8 - 12 Tagen zu fihren. Avirulente Stamme hingegen sind
meist in Nutztieren in Form einer chronischen Toxoplasmose zu finden. Hier fuhren =
10%® Parasiten zu einer chronischen Infektion (SIBLEY et al., 2002). Die hier
vorliegenden Daten konnten zeigen, dass sowohl die Stamme aus der Maus-
virulenten Gruppe A als auch die Stamme aus den Maus-avirulenten Gruppen B und
C die PARP-1-Proteinlevel deutlich inhibierten. Da keine signifikanten Unterschiede
in der Starke der Inhibierung zwischen den Gruppen zu erkennen war, konnte eine
Virulenz-abhangige bzw. Genotyp-abhangige Inhibierung der Expression von PARP-
1 ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis war auch ein erster Hinweis, dass die
parasiten-vermittelte Modulation von PARP nicht fur stammspezifische Unterschiede
bei der Regulation der Immunantwort wahrend der Toxoplasmose verantwortlich ist.
Tatsachlich ist die Auspragung der Immunantwort unter anderem von der Virulenz
des T. gondii Stammes abhangig. So kann nach Infektion von Makropagen mit T.
gondii beobachtet werden, dass Maus-avirulente Stamme deutlich groRere Mengen
IL-12 induzieren als Maus-virulente Stamme (SCHADE und FISCHER, 2001). Allerdings
ist keine Unterschiede zwischen den Stammen bezlglich der induzierten IL-12p40
Produktion in verschiedenen Zellen festzustellen (SAEU et al., 2005a). Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Virulenz der Gruppe A Stamme und einer
Uberexpression von Ty1 Zytokinen, die letzendlich zum Tod der Wirte fuhrt, ist
vorhanden (SIBLEY et al., 2002). Auch Unterschiede zwischen den Stadmmen
bezlglich ihrer Interaktion mit den NF-kB- und STAT3-Signalwegen zeigten sich
kirzlich (SAEl et al., 2005a). Hingegen scheint es sich bei der PARP-1-Inhibierung
um einen generellen Effekt bei der Interaktion von T. gondii mit seinen Wirtszellen zu
handeln. Einschrankend muss allerdings beachtet werden, dass in der vorliegenden
Arbeit Makrophagen mit Parasiten unterschiedlicher Genotypen nur fur 1 h infiziert
wurden und nicht Gber einen langeren Zeitraum und auch nicht in vivo. Es ist daher
nicht auszuschlie3en, dass eine unterschiedliche Modulation der PARP-1 Expression
an den entzindlichen Reaktionen verschiedenen Schweregrades in vivo durchaus

beteiligt sein kdnnte.
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4.3 Regulation der PARP-1-Inhibierung durch T. gondii in
Wirtszellen

Toxoplasma gondii ist ebenso wie andere intrazellulare Infektionserreger, z.B.
Salmonella typhimurium und Chlamydia trachomatis, in der Lage durch die Invasion
der Wirtszelle die Transkription verschiedener Wirtszellgene zu beeinflussen. Dies
belegen Daten, die mittels Genarray erbracht wurden (BLADER et al., 2001; GAIL et
al., 2001). Aus diesem Grund wurden die Transkriptionslevels von RAW 264.7
Wirtszellen auf inre PARP-1 mRNA Level mittels Real-Time RT-PCR untersucht. Es
zeigte sich jedoch kein deutlicher Unterschied zwischen den PARP-1 mRNA-Leveln
der infizierten und nicht-infizierten RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen. Die
schnelle und starke Herunterregulation des PARP-1 Proteins nach einer Infektion mit
T. gondii konnte daher nicht auf reduzierte mRNA Level zurlickgefluhrt werden, da
diese im Verlauf der Infektion sogar eher zu- als abnahmen. Die Zunahme der
PARP-1-Proteinlevel bis 24 h nach Infektion kdnnte daher auf eine verstarkte
Transkription zurlckzufuhren sein. Diese Ergebnisse bestatigen Untersuchungen an
HL-60 und U937 Zellen, die zeigen, dass in nicht-apoptotischen Zellen die PARP-1
MRNA-Level mit und ohne T. gondii-Infektion unverandert blieben (GOEBEL et al.,
2001). Ein transkriptioneller Einfluss auf die Inhibierung der Expression von PARP-1
durch T. gondii kann daher ausgeschlossen werden. Vielmehr scheint es sich um
eine post-transkriptionelle Regulierung zu handeln (GOEBEL et al., 2001).

Bisherige Ergebnisse deuten darauf hin, dass T. gondii in der Lage ist, auf post-
transkriptioneller Ebene in die Expression von Wirtszellproteinen einzugreifen. So
konnte fur den Tumor Necrosis Faktor-a (TNF-a), ein pro-inflammatorisches Cytokin,
eine post-transkriptionelle Regulation durch den Parasiten T. gondii nachgewiesen
werden (BELLONI et al., 2003). Daher wurde diese Moglichkeit auch fur die PARP-1-
Inhibierung durch T. gondii in Betracht gezogen. Um den Regulationspunkt weiter
einzugrenzen, wurde ein zellfreies in vitro System verwendet, in dem keine
funktionelle Translationsmaschinerie vorhanden war. Dennoch zeigte sich eine
dosisabhangige Inhibierung der Expression von PARP-1 nach Inkubation mit T.
gondii. Dies liel® mehrere Schlusse zu. Eingriffe in die Prozessierung der mRNA
waren unwahrscheinlich, da sowohl das Aufsetzten der 7-Methylguanosinium-Kappe
am 5°-Ende der mRNA, als auch das Anheften des Poly(A)-Schwanzes am 3'-Ende

der mRNA zu einer Schwachung der RNA-Stabilitat und somit zu einem schnelleren
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Abbau der RNA flhren wirde. Wie bereits dargestellt, waren veranderte
Transkriptlevel nicht fur die Inhibierung der Expression von PARP-1 verantwortlich.
Da ein RNA-Editing bei Saugerzellen eher unwahrscheinlich war und auch die Daten
des zellfreien in vitro Systems dagegen sprachen, konnte ein RNA-Editing
weitgehend ausgeschlossen werden.

Aulerdem konnte T. gondii Wirtszellproteasen aktivieren, vergleichbar der Caspase
3, fur die bekannt ist, dass sie PARP-1 spaltet (DURIEZ und SHAH, 1997). Caspase 3
selbst konnte jedoch ausgeschlossen werden, da keine Caspase 3-spezifischen
Spaltprodukte von PARP-1 nachweisbar waren und auch keine Induktion der
Apoptose vorlag, durch die die Caspase 3 aktiviert worden ware. Hauptsachlich wird
PARP-1, neben Caspase 3, von verschiedenen Proteasen wie Yama/CPP-
32/Apopain und Caspase 7 im Verlauf der Apoptose gespalten und inaktiviert
(DECKER und MULLER, 2002). Auch nach Induktion von Nekrose konnte eine Spaltung
von PARP-1 in verschieden groRe Fragmente durch lysosomale Proteasen wie
Cathepsin B und G nachgewiesen werden (GOBEIL et al., 2001). Allerdings konnten
auch diese Proteasen weitgehend ausgeschlossen werden, da der in der hier
vorliegenden Arbeit verwendete PARP-1-spezifische Antikdrper C2-10 ebenfalls zum
Nachweis der durch Cathepsin B und G hervorgerufenen PARP-1-Spaltprodukte
verwendet wurde (GOBEIL et al., 2001) und nach Infektion mit T. gondii keine
Spaltprodukte nachweisen konnte.

Da die PARP-1-spezifischen Transkriptlevel im Gegensatz zu den Proteinleveln nach
Infektion mit T. gondii nicht abnahmen, koénnten Wirtszellproteasomen bei der
Degradierung von PARP-1 eine Rolle spielen. Deren Beteiligung konnte auch bei der
Modulation der NF-kB-abhangigen Genexpression durch T. gondii nachgewiesen
werden. Als Reaktion auf Infektionen wird haufig NF-kB aktiviert, was zu einer
Expression verschiedener pro-inflammatorischer Cytokine (IL-12, TNF-a) fuhrt. Die
Aktivierung von NF-kB erfolgt dabei indirekt durch Inaktivierung von I-kB. NF-kB liegt
im Zytoplasma inaktiv und gebunden an den NF-kB-Inhibitor I-kB vor. Eine Infektion
mit Pathogenen kann zu einer Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Degradation
von |-kB durch das Proteasom fiuhren, wodurch NF-kB aktiviert wird und in den
Nukleus wandert (WANG et al., 2002). Bei einer Infektion mit T. gondii kommt es zur
Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Degradation von I[-kB durch das 26S
Proteasom, allerdings wird eine Translokation von NF-kB in den Nukleus, und die

Expression von verschiedenen pro-inflammatorischen Cytokinen, zumindest
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zeitweise verhindert (BUTCHER et al., 2001). Als Reaktion auf die Infektion mit T.
gondii konnte es auch bei PARP-1 zu einer Ubiquitinierung sowie zum Abbau durch
das Proteasom kommen. Vergleichbares konnte bei Infektionen mit anderen
Pathogenen schon gezeigt werden. Eine Infektion mit Leishmania donovani
verursacht in Makrophagen einen Proteasomen-vermittelten Abbau von STAT1a
(FORGET et al., 2005). In Zellen, die mit Chlamydia trachomatis infiziert sind, kommt
es zum Abbau von CD1d durch das Proteasom (KAWANA et al., 2007). In unseren
Versuchen zeigten mit Proteasom-Inhibitoren (MG132 oder Lactacystin)
vorinkubierte und mit T. gondii infizierte Zellen allerdings ebenso wie infizierte und
unbehandelte Kontrollzellen eine starke Inhibierung des PARP-1-Proteinlevels. Der
Abbau von CD1d bei C. trachomatis Infektionen kann nicht durch MG132 inhibiert
werden, wohl aber mit Lactacystin (KAWANA et al., 2007). Bei der RPG1 (Protein des
.stem rust resistance” Genes) Proteolyse nach Infektion mit dem Pilz Puccinia
graminis zeigt einzig MG132 eine Inhibierung des Proteasoms (NIRMALA et al., 2007).
Unsere Ergebnisse zeigten aber weder einen Effekt mit dem Inhibitor Lactacystin
noch mit MG132. Dies sprach gegen den Abbau von PARP-1 durch das Proteasom.

Indessen konnten Wirtszellen als Reaktion auf die Anwesenheit des Parasiten dazu
angeregt werden, Molekule zu sezernieren, die die Inhibierung der Expression von
PARP-1 induzieren. Ein Beispiel hierfur ware, dass T. gondii-Infektionen die
Freisetzung von IL-12 durch Makrophagen und Dentritische Zellen verursachen
(DENKERS, 2003) und auch bei Plasmodium falsciparum Infektionen zeigen THP-1
Zellen eine deutliche Sekretion von TNF-a als Reaktion auf die Infektion (CRuz
CuBas et al., 1994). Kurzlich wurde gezeigt, dass es durch die Infektion mit T. gondii
auch zur Sekretion von CCL2 (Chemokine Ligand 2) durch die Wirtszellen kommt.
Mittels einer SAG1 Knockout Mutante von T. gondii wurde SAG1 als Ausloser der
CCL2 Sekretion von Wirtszellen identifiziert (BRENIER-PINCHART et al., 2006). Und
auch die Chemokine Interleukin (IL)-8, GROa und MCP-1 werden nach Infektion mit
T. gondii von HelLa Epithelzellen und Fibroblasten verstarkt sekretiert (DENNEY et al.,
1999). AuRerdem produzieren T. gondii-infizierte Astrocyten Prostaglandin E;
(PGE2), welches die Herunterregulation der NO Produktion von IFN-y aktivierten
Mikrogliazellen auslést und neuronale Degeneration verhindert (ROzZENFELD et al.,
2003). Es ware also denkbar, dass auch die PARP-1-Inhibierung durch die Sekretion

eines Moleklls von der Wirtszelle als Antwort auf die Infektion verursacht wurde.
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Allerdings zeigten RAW 264.7 Zellen, die mit steril filtriertem Medium von infizierten
RAW 264.7 Zellen inkubiert wurden, unveranderte PARP-1 Level im Vergleich zu
einer nicht-infizierten Kontrolle. Und auch die Ergebnisse aus dem zellfreien in vitro

System sprachen gegen diese Hypothese.

Rezeptoren wie Toll-like Rezeptoren (TLR) oder Nod-like Rezeptoren (NLR) binden
extra- bzw. intrazellulare Signalmolekile, Pathogen-assoziierte molekulare Proben
(PAMPs) genannt, die diverse Signalkaskaden aktivieren. Wahrend es sich bei der
Familie der TLR um membranstandige Rezeptoren handelt, sind NLR im Inneren der
Zelle lokalisiert (SIRARD et al., 2007). TLR 2 und TLR 11 z. B. wurden als wichtige
Molekule in der Abwehr von T. gondii-Infektionen beschrieben (MuN et al., 2003;
YAROVINSKY et al., 2005; YAROVINSKY und SHER, 2006). Nukleare Rezeptoren (NR)
binden entweder direkt oder indirekt Uber andere Transkriptionsfaktoren an die Ziel-
DNA und regulieren deren Transkription (KININIS und KrRAuUS, 2008). Die Ergebnisse
aus dem zellfreien in vitro System belegten, dass es sich bei der Inhibierung der
Expression von PARP-1 nicht um eine Membranrezeptor-vermittelte Regulation
handelte. Im nukledren Lysat befanden sich keine intakten Membranen der
Wirtszelle, obwohl dennoch eine Reduktion des PARP-1-Proteinlevels zu
beobachten war. NLR sind nicht membranstandig und binden PAMPs im Cytosol
(STROBER et al., 2006; SIRARD et al., 2007). Da in dem flr diese Arbeit verwendeten
Lysat allerdings nur die Nuklei enthalten waren, konnte eine Beteiligung von NLRs
oder anderen intrazellularen Rezeptoren weitgehend ausgeschlossen werden. NR
kamen als Rezeptoren in Betracht. Sie waren sicherlich im nuklearen Lysat
vorhanden, allerdings bleibt die Frage, wie das Signalmolekul in die Zelle und zu den
NR gelangte, vor allem in Bezug auf die sehr schnelle Inhibierung von PARP
innerhalb von 2.5 min nach Infektion mit T. gondii (Abb. 3A).

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass die PARP-1-Inhibierung
posttranskriptional und unabhangig von einer funktionsfahigen
Translationsmaschinerie der Wirtszelle erfolgte. Auch ein Toxoplasma-induzierter
PARP-1-Abbau durch Wirtszellproteasomen, sowie ein Abbau von PARP-1 durch
von der Wirtszelle sezernierte Molekule und eine Beteiligung von intrazellularen

Wirtszell-Rezeptoren konnten weitgehend ausgeschlossen werden.
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4.4 Voraussetzungen seitens des Parasiten T. gondii zur

PARP-1-Inhibierung

Wahrend der Invasion einer Wirtszelle kommt es zur Sekretion einer ganzen Reihe
von Proteinen aus den verschiedenen Organellen von T. gondii (CARRUTHERS, 1999).
Diese sind zur Anheftung an die Wirtszelle, zur Invasion und zur Bildung der
parasitophoren Vakuole unerlasslich (SIBLEY et al., 1986; SIBLEY et al., 1995;
CARRUTHERS und SIBLEY, 1997; MORDUE et al.,, 1999). Aulerdem erlaubt die
Beschaffenheit der parasitophoren Vakuole als molekulares Sieb einen Austausch
von Molekulen bis zu einer GroRe von 1300 - 1900 Da (ScHwAB et al., 1994). Fur
ROP16, ein Protein der Rhoptrien von T. gondii, das wahrend der Wirtszellinvasion
abgegeben wird, wurde nachgewiesen, dass es die Expression von IL-12 durch die
Wirtszelle beeinflusst (SAEIJ et al., 2006; SAElJ et al., 2007). Aus diesem Grund
wurde die Moglichkeit einer Molekul- bzw. Proteinsekretion durch den Parasiten, die
die PARP-1-Inhibierung verursacht, in Betracht gezogen. Denkbar ware auch, dass
eine von T. gondii wahrend der Wirtszellinvasion sekretierte Protease, wie das 42-
kDa Rhoptrienprotein (AHN et al., 2001), PARP-1 in der Wirtszelle abbaut. Dies
konnte die Tatsache erklaren, dass PARP-1 auch in parasit-negativen Zellen einer
infizierten Population inhibiert war. Ein von extrazellularen Parasiten sekretiertes
Protein konnte von nicht-infizierten Wirtszellen aufgenommen werden und die PARP-
1-Inhibierung verursachen. Zur Uberpriifung der Hypothese wurde ein so genanntes
Transwell-System verwendet. Dabei wurde ein direkter Kontakt zwischen Wirtszellen
und Parasiten durch eine Membran mit einer Porengrof3e von 0.4 uym verhindert.
Dennoch konnten von T. gondii sekretierte Moleklle durch die Membran gelangen
und auf die Wirtszellen Einfluss nehmen. Der PARP-1 Proteingehalt der Zellen blieb
jedoch unverandert, unabhangig davon, ob sie von T. gondii durch die Membran des
Transwell-Systems getrennt waren, oder nicht-infiziert blieben. Die Zellen, die direkt
mit Tachyzoiten infiziert worden waren, zeigten hingegen eine starke Inhibierung des
PARP-1-Proteinlevels. Von T. gondii sekretierte Molekile haben demnach keinen
Einfluss auf PARP-1, vielmehr ist der direkte Kontakt zwischen Wirtszelle und Parasit
fur die Inhibierung der Expression von PARP-1 notig. Einschrankend muss jedoch
erwahnt werden, dass der Einfluss eines vom Parasiten sekretierten Molekuls mit
geringer Halbwertszeit nicht ausgeschlossen werden konnte. Ferner kdnnte auch die

Sekretion eines parasitaren Moleklls erst durch den direkten Kontakt zwischen T.
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gondii und der Wirtszelle ausgeldst werden. Um diese Moéglichkeiten auszuschliel3en,
mussten weitere Experimente durchgefuhrt werden, da dies im Rahmen des

Transwell-Systems nicht moglich war.

Sowohl fur die Inhibierung der Wirtszellapoptose, als auch fur die Inhibierung der
MHC-Klasse Il Expression durch T. gondii ist die Fahigkeit des Parasiten zur
Replikation unbedeutend. Allerdings sind fur beide Mechanismen lebende Parasiten,
die die Wirtszelle aktiv infizieren kdnnen, unerlasslich (GOEBEL, 2000; LANG et al.,
2006). Um zu uberprifen, ob lebende und/oder zur Replikation fahige Parasiten fur
die PARP-1-Inhibierung notwendig sind, wurden die Parasiten vor der Infektion von
Wirtszellen entweder mit UV-Licht behandelt, wodurch die Replikationsfahigkeit des
Parasiten verloren ging (ENDO et al., 1981), oder bei 60°C (SIBLEY et al., 1985) bzw.
bei -20°C abgetotet. Fur die PARP-1-Inhibierung war die Replikationsfahigkeit des
Parasiten nicht nétig. Im Gegensatz zur Inhibierung der Wirtszellapoptose und der
MHC-Klasse Il Expression durch T. gondii fuhrten interessanterweise aber auch
abgetotete Parasiten zu einer deutlichen Inhibierung der Expression von PARP-1.
Dies bedeutete, dass die Wirtszellinvasion des Parasiten fir die PARP-1-Inhibierung
keine notwendige Voraussetzung war und dass auch tote Parasiten den Effekt
verursachten. Beobachtungen auf Einzelzellebene, die zeigten, dass auch parasit-
negative Zellen einer infizierten Population eine deutliche Reduktion der PARP-1
Menge aufwiesen, untermauerten dies. Die Tatsache, dass PARP-1 auch durch tote
Parasiten inhibiert wurde, zeigte, dass es sich nicht um einen aktiven Prozess des
Parasiten handelte.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass fur die PARP-1-Inhibierung ein
enger Kontakt zwischen Parasit und Wirtszelle offensichtlich wichtig war, wie die
Versuche mit dem Transwell-System belegten. Allerdings waren intrazellulare
Replikation und Wirtszellinvasion ohne Bedeutung fur die Inhibierung der PARP-1-
Proteinlevel. Ferner wurde durch die Versuche mit den Hitze-behandelten Parasiten
deutlich, dass es sich bei dem Effekt auf PARP-1 um keinen aktiven Prozess des
Parasiten handelte, wie z.B. das Ausrichten des apikalen Pols zur Wirtszelle hin
(MITCHELL et al., 2004) oder das Gleiten auf der Wirtszelloberflache (OpPiTz und
SOLDATI, 2002).
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Um genauer bestimmen zu koénnen, welche Bestandteile von T. gondii die
Inhibierung der Expression von PARP-1 induzierten, wurden auch ein PBS-I6sliches
Parasiten-Lysat und ein PBS-unlosliches T. gondii-Lysat mit Wirtszellen inkubiert.
Dabei fuhrte das PBS-unldsliche Parasiten-Lysat zu einer vergleichbaren Inhibierung
des PARP-1-Proteinlevels wie lebende Parasiten. Es enthielt neben anderen
Komponenten vor allem wasserunlosliche Membranbestandteile des Parasiten. Dies
deutete auf die Beteiligung eines Membranmolekils bei der PARP-1-Inhibierung hin
und konnte — ein auf der Oberflache exponiertes Membranmolekll vorausgesetzt —
auch erklaren, dass tote Parasiten eine Inhibierung der Expression von PARP-1
verursachten.

Bei den verschiedenen Membranfraktionen handelte es sich einmal um eine
Carbonatpuffer-Fraktion mit hohem pH-Wert, die |6sliche und Membran-assoziierte
Proteine enthielt, um eine Harnstoff-haltige Fraktion, die komplexere Protein-
Aggregate beinhaltete, eine Triton-haltige Fraktion, die hauptsachlich hydrophobe
Proteine aufwies, sowie eine unldsliche Fraktion, die die restlichen Membranproteine
aus den vorangegangenen Fraktionierungsschritten enthielt. Eine starke Inhibierung
des PARP-1-Proteinlevels der Wirtszellen zeigte sich nach Inkubation mit der
Fraktion, die hauptsachlich Membran-assoziierte Proteine des Parasiten beinhaltete.
Eine Analyse der Fraktionen mittels SDS-PAGE und Silberfarbung zeigte in der
PARP-1-hemmenden Fraktion eine deutliche Doppelbande bei ca. 30 kDa, die im
PBS-l6slichen T. gondii-Lysat nicht vorhanden war. SAG-1 (p30), ein 30 kDa grol3es
Protein, ist das Hauptoberflachenprotein von T. gondii und stellt 5% des
Gesamtproteingehaltes der Tachyzoiten von T. gondii dar (KASPER et al., 1983). Es
besitzt einen Glycosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Anker, Uber den es in der
Plasmamembran des Parasiten verankert ist (NAGEL und BOOTHROYD, 1989; TOMAVO
et al., 1989). Infektionsversuche mit SAG1 Knockout Mutanten geben Hinweise, dass
dieses Oberflachenmolekul fur die Modulation der Immunantwort des Wirtes und fur
die Auspragung der Virulenz mitverantwortlich ist (LEkuTIS et al., 2001) und
nachweislich Einfluss auf Wirtszellen von T. gondii nimmt (SENG et al., 2002; KATO et
al., 2005). So I6st es sowohl eine IgA Antikérper Antwort aus (CHARDES et al., 1990)
als auch die Produktion der Cytokine IFN-y und IL-2 (CHARDES et al., 1993). Auch ist
von Trypanosoma cruzi und anderen einzelligen Parasiten bekannt, dass GPI-Anker
bzw. GPI-Protein-Komplexe pro-inflammatorische Zytokinproduktionen durch

Makrophagen ausldosen (GAzzINELLI et al., 1997; ALMEIDA et al., 2000; ALMEIDA und
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GAzzINELLI, 2001). Um zu Uberprifen, ob SAG-1 die PARP-1-Inhibierung in
Wirtszellen auslost, wurden RAW 264.7 Makrophagen mit SAG-1 defizienten
Mutanten infiziert. Diese zeigten jedoch eine ahnlich starke Inhibierung des PARP-1-
Proteinlevels wie die entsprechenden parentalen SAG-1-positiven Parasiten und wie
NTE Tachyzoiten. Aus diesen Ergebnissen lie} sich schlielien, dass ein Membran-
assoziiertes T. gondii Protein fur den Effekt auf PARP-1 verantwortlich war.
Allerdings wurde SAG-1 als verursachendes Protein ausgeschlossen.

Auch die P1-Fraktion zeigte eine Inhibierung der Expression von PARP-1, allerdings
konnte dies auf eine Kontaminierung dieser Fraktionen mit Proteinen aus der S1-
Fraktion zurlck zu fUhren sein.

In weiteren Versuchen ware zunachst eine Charakterisierung der Molekulgruppe, zu
der das PARP-1 inhibierende Effektormolekil von T. gondii gehort, sinnvoll.
Mdglicherweise konnte es sich dabei auch um ein Lipoprotein oder Glycolipid
handeln. Fur Trypanosoma cruzi konnte nachgewiesen werden, dass
Glycoinositolphospholipide immunregulatorische Aktivitat besitzen (BRODSKYN et al.,
2002). Um weitere Hinweise auf das Membranmolekul von T. gondii zu bekommen,
welches PARP-1 inhibiert, konnte ein Verdau mit Proteasen oder eine Behandlung
mit Lipasen der S1 Fraktion zu einer besseren Charakterisierung beitragen. Auch
eine weitere Auftrennung der S1 Fraktion, z.B. mittels Chromatographie, ware
denkbar. Sobald eine Fraktion aus wenigen Banden einen Effekt zeigt, kdnnte eine
MALDI-TOF Analyse durchgefuhrt und das entsprechende Protein naher bestimmt
werden.

Aulerdem besteht die Moglichkeit, dass es sich bei dem Effektormolekul von T.
gondii selbst um eine Protease handelt. Bei P. falciparum wurden nach einer
Genomanalyse mehr als 90 Gene gefunden, die Homologien zu bekannten
Protease-Familien besitzen und auch bei T. gondii wird eine vergleichbare Anzahl an
Proteasen vermutet. Die regulierte Proteolyse stellt einen integralen Teil der
Biogenese sekretorischer Organellen bei T. gondii dar (JONGCO und Kim, 2007).
Daher spielen Proteasen eine wichtige Rolle bei der Invasion von Wirtszellen durch
T. gondii (CARRUTHERS, 1999; DowsE und SOLDATI, 2005). Sowohl in vitro (CONSEIL
et al.,, 1999; QUE et al, 2002) als auch in vivo (BUITRAGO-REY et al., 2002)
Experimente konnten zeigen, dass Proteaseinhibitoren das Penetrieren der
Wirtszelle durch T. gondii verhindern. In T. gondii kbnnen bisher 4 Klassen an

Proteasen nachgewiesen werden: Serinproteasen, Aspartatproteasen,
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Cysteinproteasen und Metalloproteasen (JONGCO und Kim, 2007). Aufgrund der
Daten dieser Arbeit musste es sich hierbei um eine Protease handeln, die auf der
Parasitenoberflache aktiv ist. Denn Experimente im Transwell-System zeigten, dass
ein enger Kontakt zwischen Parasit und Wirtszelle fur die Inhibierung der Expression
von PARP-1 noétig war und die Behandlung von Parasiten mit Hitze zeigten, dass
keine Invasion des Parasiten fur die Inhibierung erforderlich war. Bisher ist bekannt,
dass bis zu 3 Mikronemenproteinproteasen (MPP1-3) auf der Oberflache von T.
gondii aktiv sind. Allerdings gelang bisher keine eindeutige ldentifizierung dieser
MPPs (JONGCO und KiM, 2007). Jedoch zeigen Knockout Versuche von TgSUB1,
einer Serin-Subtilase von T. gondii, zwar keine Beeintrachtigung des
Invasionsverhaltens des Parasiten, wohl aber eine Inhibierung der Aktivitat von
MPP2 und 3. Diese sind fur die Reifung von Adhasinen bzw. fur den regulierten
Abbau von sekretorischen Komplexen verantwortlich (JONGCO und KimMm, 2007).
Neben TgSUB1 waren auch ROM4 und 5 Kandidaten als Effektormolektl der PARP-
1-Inhibierung, denn ROM4 und 5, Serin-Rhomboid-Proteasen, sind vermutlich fur die
MPP1 Aktivitat verantwortlich und ebenfalls auf der Plasmamembran des Parasiten
aktiv (JONGCO und Kim, 2007). Bisher sind keine Inhibitoren fur diese beiden Serin-
Proteasen bekannt und auch in dieser Arbeit nicht gezeigte Vorversuche mit
verschiedenen Protease-Inhibitoren wie PMSF, Pepstatin, Leupeptin u.a. zeigten
keine Auswirkung auf die Inhibierung der Expression von PARP-1 sowohl bei
Infektion von RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen mit T. gondii als auch bei
Inkubation von T. gondii im zellfreien in vitro System. Zur weiteren Chrakterisierung
des Effektormolekils ware jedoch eine Infektion von RAW 264.7
Monocyten/Makrophagen mit der TgSUB1 Knockout Mutante von T. gondii denkbar
um den Effekt von TgSUB1 auf die Inhibierung der Expression von PARP-1 zu

untersuchen.

4.5 Auswirkungen der PARP-1 Uberexpression in Wirtszellen
auf Parasit-Wirt Interaktionen

Sowohl PARP-1 als auch T. gondii haben Einfluss auf verschiedene zellulare
Ablaufe, scheinen aber meist antagonistische Effekte zu verursachen. Wahrend

PARP-1 eine wichtige Rolle in der Apoptose spielt und nach Spaltung als wichtiger
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Apoptosemarker bekannt ist (DURIEZ und SHAH, 1997), moduliert T. gondii die
Apoptose in Wirtszellen auf verschiedensten Wegen (LUDER und GRoOss, 2005;
SCHAUMBURG et al.,, 2006). PARP-1 wird als Koaktivator von NF-kB regulierten
Genen (z.B. TNF-q, IL-6, IL-10, MIP-2, iINOS, etc.) beschrieben (HASSA et al., 2005),
wo hingegen T. gondii die Expression NF-kB regulierter Gene inhibiert (DENKERS,
2003; DENKERS et al., 2004). Zu diesen gehoren verschiedene pro-inflammatorische
Molekile, wie IL-12, TNF-a, IL-6 und iNOS. Auch bei anderen apikomplexen
Parasiten wird PARP-1 in unterschiedlichen Zusammenhangen beschrieben. So wird
bei der zerebralen Malaria unter anderem die PARP-1 Uberaktivierung mit der
Schwere des Verlaufs in Zusammenhang gebracht (CLARK et al., 2004), wahrend bei
T. gondii-Infektionen apoptotische und nicht-apoptotische Wirtszellen eine Abnahme
des PARP-1-Proteinlevels zeigen (GOEBEL et al., 2001). Es stellte sich daher die
Frage, welche Auswirkungen eine Uberexpression von PARP-1 auf das Parasit-Wirt-
Verhaltnis haben wirde. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit

PARP-1 Uberexprimierende RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen generiert.

4.5.1 Invasion und Replikation von T. gondii

PARP-1 beeinflusst die Invasion und Vermehrung von verschiedenen pathogenen
Organismen, wie Viren und Bakterien. Bei der Infektion mit HIV-1 zeigen
verschiedene Klone der monocytischen Zelllinie U937 eine unterschiedliche
Anfalligkeit far HIV-1. Zellen mit einer hohen Anfalligkeit fur HIV-1 Infektionen
besitzen einen 4 - 7-fach reduzierten PARP-1 Gehalt. Daraus wurde geschlossen,
dass die Herunterregulierung von PARP-1 eine wichtige Voraussetzung fur die
Infektion mit HIV-1 ist (TANAKA et al., 1995a). Fur Chlamydiaceae, also intrazellularen
Bakterien, scheint das Gegenteil der Fall zu sein. Sie zeigen in PARP-1"

+/+

Fibroblasten eine 10-fach niedrigere Vermehrungsrate als in PARP-1"" Zellen und
auch PARP-1 Inhibitoren fuhren zu verminderter Bakterienreplikation (YELAMOS et al.,
2004). Welchen Einfluss PARP-1 auf Invasion und Replikation von Parasiten besitzt,
ist bisher unbekannt. Zur Charakterisierung des Einflusses von PARP-1 auf die
Parasit-Wirt Interaktionen und die funktionelle Bedeutung der PARP-1 Modulation
durch den Parasiten wurden PARP-1 Uberexprimierende Makrophagen mit T. gondii
Tachyzoiten infiziert und hinsichtlich des Invasions- und Replikationsverhaltens der

Parasiten im Vergleich zu Wildtypzellen untersucht. Sowohl in einem quantitativen
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Wachstumstest mit R-Galaktosidase-exprimierenden Parasiten, als auch bei
Immunfluoreszenzfarbungen konnten keine Unterschiede bei Invasion oder
Replikation von T. gondii zwischen PARP-1 Uberexprimierenden Makrophagen und
deren Wildtypzellen beobachtet werden. Eine mogliche Ursache, warum die PARP-1-
Uberexpression in den Mutanten keinen Effekt auf die Invasion und Replikation der
Parasiten hatte, konnte in dem vergleichbar niedrigen Niveau der Proteinmengen von
PARP-1 nach Infektion sowohl in Wildtypzellen und als auch in Mutanten gelegen
haben. PARP-1 wurde schon wenige Minuten nach der Infektion mit T. gondii
inhibiert und auch der zeitliche Ablauf der Infektion in Wildtypzellen und Mutanten
war sowohl auf Protein- als auch auf Einzelzellebene Uber einen langen Zeitraum der
Infektion vergleichbar erniedrigt. Dies bedeutete, dass T. gondii in der Lage war, die
erhohte PARP-1 Expression der Mutanten im Verhaltnis starker zu erniedrigen,
namlich auf ein vergleichbares Niveau wie in Wildtypzellen. Dennoch ist
festzustelllen, dass die héheren Proteinmengen von PARP-1 in den Mutanten vor
und 24 Stunden nach der Infektion keinen Einfluss auf Invasion und Replikation von
T. gondii hatten.

4.5.2 NF-kB regulierte Gene in der infizierten Wirtszelle

Ergebnisse aus Versuchen mit einem murinen Asthma-Modell, das zur Untersuchung
der PARP-1-Inhibierung und dessen Auswirkung auf Inflammation verwendet wurde,
stellen eine Verminderung von Entzindungsmediatoren nach PARP-1-Inhibierung
fest. So wird eine Unterdriickung der Produktion der pro-inflammatorischen Cytokine
TNF-a und IL-12 nach PARP-1-Inhibierung mit PJ34 nachgewiesen (VIRAG et al.,
2004), sowie von iINOS bei ischamischer Hirnverletzung (PARK et al., 2004). Eine
Reduktion der Entzindungsmediatoren TNF-a und iNOS wird auch mittels
Microarray Analyse von Gewebe aus PARP-17" Mausen bestatigt (HA et al., 2001). T.
gondii kdnnte daher sowohl Uber die Inhibierung der Translokation von NF-kB in den
Nukleus die Expression der pro-inflammatorischen Gene hemmen (DENKERS, 2003)
als auch durch die Inhibierung der Expression von PARP-1. Tatsachlich ist PARP-1
als Koaktivator der NF-kB-regulierten Genexpression beschrieben worden (HASSA et
al., 2005). Des Weiteren ist PARP-1 ein Koaktivator von Stat-1, einem weiteren,

unter anderem pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktor (HA et al., 2001), der auch
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bei der Infektion von T. gondii eine wichtige Rolle spielt (DENKERS und BUTCHER,
2005).

Es sollten daher verschiedene NF-kB-regulierte pro-inflammatorische Molekule, fur
die eine Koaktivator-Funktion von PARP-1 beschrieben wurde (HASSA und HOTTIGER,
2002), hinsichtlich ihrer Expression in Wildtyp RAW 264.7 und PARP-1-
uberexprimierenden Mutanten nach Infektion mit Toxoplasma untersucht werden. Zu
den pro-inflammatorischen Molekulen, die durch PARP-1 als Koaktivator der NF-kB-
abhangige Transkription reguliert werden, gehdren Cytokine (TNF-a, IL-13, IL-6, IL-8,
IL-10 und IFN-y), Chemokine (MIP-1a und MIP-2), Adhasionsmolekule (VCAM,
ICAM, P-Selektin, E-Selektin und CD-1 1a), sowie Enzyme (iNOS) (HASSA und
HOTTIGER, 2002). Welche molekularen Mechanismen dabei zur Regulation der NF-
kB-regulierten Transkription durch PARP-1 fuhren, wird kontrovers diskutiert.
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die Enzymaktivitat von PARP-1 die NF-
kB-regulierte Transkription direkt beeinflusst. So wurde gezeigt, dass eine Poly(ADP-
Ribosyl)ierung die DNA Bindeaktivitat von NF-kB durch direkte Modifikation
verandert (KAMEOKA et al., 2000). Aul3erdem scheint die DNA Bindeaktivitat von NF-
kB-p50 NAD™-abhangig zu sein und durch die Automodifikation von PARP-1
reversibel reguliert zu werden (CHANG und ALVAREZ-GONzALEZ, 2001). Die
Automodifizierung von PARP-1 spielt auch eine wichtige Rolle in der NF-kB-
abhangigen Transkription und Genexpression in Gliazellen (NAKAJIMA et al., 2004).
Andere Studien zeigen hingegen, dass weder die enzymatische Aktivitdt noch die
durch PARP-1 veranderte DNA Bindeaktivitat von NF-kB fur die
Transkriptionsregulation relevant sind (HASSA und HOTTIGER, 2002). Die
Unterschiede in den Ergebnissen der Studien koénnten auf die verwendeten,
unterschiedlichen Systeme, unterschiedlichen Stimuli und unterschiedlichen
Zelltypen zurickzuflhren sein.

LPS-stimulierte Makrophagen zeigten eine stark erhohte TNF-a Expression im
Vergleich zu unstimulierten Kontrollen, allerdings filhrte die Uberexpression von
PARP-1 in LPS-stimulierten Klonen zu keiner starkeren TNF-a Expression im
Vergleich zu LPS-stimulierten Wildtypzellen (Abb. 26A). Dieses Ergebnis war

+/+

insofern unerwartet, da PARP** und PARP” Mause extreme Unterschiede in der
TNF-a Expression nach LPS-Stimulierung aufweisen (LIAUDET et al., 2002).
Bemerkenswerterweise wurde die TNF-a Expression sowohl in LPS-stimulierten

PARP-1 Uberexprimierenden Zellen als auch in LPS-stimulierten Wildtypzellen durch
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die Infektion mit T. gondii in ahnlichem Malde herunterreguliert (Abb. 26A). In Bezug
auf die Wildtypzellen korrelierte dies mit anderen Studien, in denen ebenfalls eine
Herunterregulation der LPS-stimulierten TNF-a Expression durch T. gondii zu
beobachten ist (DENKERS, 2003). Dass auch die PARP-1 Uberexprimierenden Zellen
eine vergleichbare Herrunterregulation der LPS-stimulierten TNF-a Expression
zeigten, konnte auf die Notwendigkeit der Anwesenheit bzw. Abwesenheit von
PARP-1, nicht aber auf die absolute Menge des Proteins zurickzufuhren sein. Dies
wiirde mit den starken Unterschieden in PARP** und in PARP” Mé&usen beziiglich
der TNF-a Expression nach LPS-Stimulierung (LIAUDET et al., 2002) korrelieren. Die
hier vorliegenden Daten sprechen dafiir, dass eine Uberexpression von PARP-1
keinen Einfluss bei der LPS-stimulierten TNF-a Expression hatte.

Im Gegensatz dazu war die mRNA Expression des Chemokins Makrophage
Inflammatory Protein (MIP)-2 in LPS-stimulierten PARP-1 Uberexprimierenden
Makrophagen im Vergleich zu LPS-stimulierten Wildtypzellen erhdéht (Abb. 26B).
Auch in PARP** und in PARP” Mausen werden extreme Unterschiede in der MIP-2
Expression nach LPS-Stimulierung beobachtet (LIAUDET et al., 2002). AuRRerdem
zeigt sowohl die pharmakologische Inhibierung sowie die genetische Deletion von
PARP-1 eine starke Unterdrickung der Expression der Chemokine MIP-1a und MIP-
2 bei entzindlichen Erkrankungen (HAsko et al., 2002). Daher war auch eine
mutmalliche Zunahme der MIP-2 Expression nach LPS-Stimulierung in PARP-1
Uberexprimierenden Makrophagen im Vergleich zu Wildtypzellen maoglich.
Ausgehend von dem erhdhten PARP-1-Grundlevel in PARP-1 Uberexprimierenden
Makrophagen war T. gondii in der Lage, die MIP-2 Expression um einen
vergleichbaren Level wie in Wildtypzellen zu inhibieren. Dennoch zeigte dies, dass
PARP-1 offensichtlich bei der MIP-2 Expression Regulatorfunktion hatte. Durch die
Inhibierung der Expression von PARP-1 durch T. gondii kdnnte der MIP-2-Level
unter einen Schwellenwert fallen, der die Entwicklung des Parasiten im Wirt
begunstigte. Dies konnte ein erster Hinweis auf eine funktionelle Bedeutung der
PARP-1-Inhibierung nach Infektion mit T. gondii sein.

Es ist denkbar, dass die Inhibierung der Expression von PARP-1 und die daraus
resultierende MIP-2 Inhibierung ein bisher unbekannter Weg des Parasiten ist, in
pro-inflammatorische Chemokin-vermittelte Abwehrmechanismen der Wirtszelle
einzugreifen. Diese Hypothese wird von der Tatsache untermauert, dass die

Chemokin-Suppression eine wichtige Rolle bei der anti-inflammatorischen Wirkung
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der PARP-1-Inhibierung spielt (HAsko et al., 2002). Durch die Inhibierung der
Expression von PARP-1 kdnnte T. gondii die Produktion von pro-inflammatorischen
Molekulen und die Infiltration von inflammatorischen Zellen vermindern. Ein ahnlicher
Effekt konnte fur die chronische Erkrankung Asthma nachgewiesen werden (VIRAG et
al., 2004). Die Untersuchung von weiteren PARP-1- und NF-kB-regulierten
Chemokinen, wie z.B. MIP-1a (HAssA und HOTTIGER, 2002), konnte daruber
Aufschluss geben, ob es sich tatsachlich um eine bisher unbekannte Interaktion von
T. gondii mit einem pro-inflammatorischen Chemokin-vermittelten
Abwehrmechanismus der Wirtszelle handelt.

Neben Cytokinen wie TNF-a und Chemokinen wie MIP-2 und MIP-1a werden auch
Adhasionsmolekule wie das Intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 durch PARP-1
und dessen Koaktivatorfunktion von NF-kB beeinflusst (HASSA und HOTTIGER, 2002).

+/+

Dabei zeigt sich bei Mikroarrayanalysen von mit LPS stimulierten PARP™" Gliazellen
eine deutlich héhere Transkription von ICAM-1 im Vergleich zu PARP™ Gliazellen
(HA et al., 2002). Auch in Fibroblasten von PARP™” Mausen ist die Cytokin-stimulierte
Expression von ICAM-1 deutlich reduziert im Vergleich zu Fibroblasten von PARP**
Mausen. Aulerdem flhrt eine pharmakologische Inhibierung der Expression von
PARP-1 mit 3-Aminobenzidin zu einer Inhibierung der Expression von ICAM-1
(ZINGARELLI et al., 1998). Auch Wachstumsfaktoren wie einige Mitglieder der IGFBP-
Familie zeigen deutliche Unterschiede in ihrer Expression in Wildtypzellen im
Vergleich zu PARP” primaren Fibroblasten. Wahrend IGFBP-5 eine 4.5-fach
niedrigere Expression in Wildtypzellen zeigt, ist die Expression von IGFBP-4 in
Wildtypzellen um das 20 fache hoher als in PARP™ Fibroblasten (SIMBULAN-
ROSENTHAL et al., 2000). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit auch die LPS-
stimulierte Expression von ICAM-1 und IGFBP-4 in PARP-1 Uberexprimierenden
Monocyten/Makrophagen und deren Wildtypzellen mit und ohne Infektion mit T.
gondii untersucht. Die Ergebnisse zeigten jedoch weder eine verstarkte Expression
von ICAM-1 noch von IGFBP-4 nach Stimulierung mit LPS in Wildtypzellen und auch
nicht in PARP-1 Uberexprimierenden Mutanten. Auch eine Infektion mit T. gondii
fuhrte zu keiner Veranderung der Expression von ICAM-1 und IGFBP-4 in
Wildtypzellen oder Mutanten im Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 26C und D). Auch
wenn diese Ergebnisse der Literatur offensichtlich widersprechen muss festgehalten
werden, dass es bisher keine Vergleiche zwischen PARP Wildtypzellen und PARP

uberexprimierenden Mutanten hinsichtlich der Expression von ICAM-1 und IGFBP-4
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gibt. Stattdessen handelt es sich stets um den Vergleich zwischen PARP™ Zellen
und PARP** Zellen (ZINGARELLI et al., 1998; HA et al., 2002) oder um Vergleiche
zwischen Wildtypzellen und mit PARP-Inhibitoren behandelten Zellen (ZINGARELLI et
al., 1998; SzaABoO et al., 2002; PicoNI et al., 2004; ScoTT et al., 2004; HADDAD et al.,
2006). Es ist also durchaus denkbar, dass eine Uberexpression von PARP-1 nicht
notwendigerweise zu einer verstarkten ICAM-1 oder IGFBP-4 Expression fuhrt. Eine
weitere mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Resultate konnte in den
unterschiedlichen verwendeten Zelltypen liegen. Obwohl die hier vorliegenden Daten
den Ergebnissen von Simbulan-Rosenthal und Kollegen widersprechen, korrelieren
sie mit den Ergebnissen einer neueren Studie. So zeigt das mRNA-Profil von IGFBP-
4 in Skelettmuskelgewebe keine Veranderung durch LPS oder Sepsis (LANG CH et
al., 2006).

Daten aus anderen Labors legen die Vermutung nahe, dass zwischen der hier
beobachteten schnellen PARP-1-Inhibierung wahrend der frihen Infektion mit T.
gondii und der von anderen beobachteten Auswirkung der T. gondii-Infektion auf NF-
KB in Makrophagen ein Zusammenhang bestehen kdnnte. So kann 2 h p.i. keine
nukleare Lokalisierung von p65 oder c-Rel, Untereinheiten von NF-kB, in mit T.
gondii infizierten Makrophagen beobachtet werden (SHAPIRA et al., 2002). Auch in
peritonealen Makrophagen wird 2 h nach Infektion mit T. gondii keine Aktivierung von
NF-kB gefunden (BUTCHER et al., 2001). Zudem kann keine Transkription von einigen
NF-kB-regulierten Genen, wie IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a und iNOS nachgewiesen
werden. Die Daten der hier vorliegenden Arbeiten zeigten eine Inhibierung der
Expression von PARP-1 sowohl in Wildtypzellen als auch in PARP-1
Uberexprimierenden Mutanten wahrend der ersten Stunden der Infektion. Da der
Parasit auch die erhdhten PARP-1 Level der Mutanten in vergleichbarer Weise Uber
einen langen Zeitraum reduzieren konnte, war ein Effekt durch die Uberexpression
nur vor Infektion mdglich. Dies liel3 sich anhand der MIP-2 Expressionsprofile
erkennen. Bei TNF-a hingegen schien, wie bereits erwahnt, nur die Anwesenheit von
PARP-1 fur die Expression ausschlaggebend zu sein, nicht aber die absolute Menge
des Proteins in der Zelle, und damit hatte auch die Uberexpression in Mutanten
keinerlei Auswirkung auf die TNF-a Expression. Interessant ware es nun, weitere NF-
kB-regulierte Gene, wie z.B. iINOS, IL-12 etc., in Bezug auf ihre Expression zu

untersuchen.
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4.5.3 Apoptose in infizierten Wirtszellen

Die Apoptose stellt einen wichtigen Mechanismus in mehrzelligen Organismen
wahrend Embryogenese bzw. Homeostase dar, um funktionslose oder geschadigte
Zellen des Organismus zu entfernen (HUPPERTZ et al., 1999). Dies geschieht in einer
strikt regulierten Weise und verhindert entzindungsbedingte Schadigungen von
umliegendem Gewebe. Auch bei Infektionen durch Pathogene spielt der
programmierte Zelltod fur den Wirt eine wichtige Rolle. Vom Immunsystem als
infiziert erkannte Zellen kdnnen durch Apoptose eliminiert werden bevor sich die
Infektion auf andere Zellen ausbreitet. Aus diesem Grund greifen viele intrazellulare
Pathogene in die Apoptoseregulation des Wirtes ein, entweder indem die Apoptose
inhibiert oder induziert wird (SCHAUMBURG et al., 2006). Verschiedene Viren wie das
Epstein-Barr-Virus (GREGORY et al., 1991), oder der Erreger des afrikanischen
Schweinefiebers (REVILLA et al., 1997), Bakterien wie Coxiella burnetti (VOTH et al.,
2007), Pseudomonas aeruginosa (ZHANG et al., 2004) oder Wolbachia (PANNEBAKKER
et al.,, 2007) und protozoische Parasiten wie Leishmania donovani (MOORE und
MATLASHEWSKI, 1994), Theileria parva (HEUSSLER et al., 1999) und T. gondii (GOEBEL
et al., 1998; NAsH et al., 1998; KELLER et al., 2006) inhibieren die Apoptose in
Wirtszellen. Einige virale (TAKIZAWA et al., 1993), bakterielle (ZYCHLINSKY et al., 1992;
CHEN und ZYCHLINSKY, 1994; MULLER et al., 1996; BELYl et al.,, 2006) und
eukaryontische (KHAN et al., 1996; VAN ZANDBERGEN et al., 2007) Pathogene
induzieren dagegen die Apoptose in bestimmten Wirtszellen. T. gondii hat sowohl
Mechanismen entwickelt, um die Apoptose in Wirtszellen zu inhibieren (GOEBEL et
al., 1998; NAsH et al., 1998; GOEBEL et al., 2001; KELLER et al., 2006), als auch in
bestimmten Immunzellpopulationen zu induzieren (KHAN et al., 1996; LUDER und
GRoss, 2005; SCHAUMBURG et al.,, 2006). Dabei bildet sich ein empfindliches
Gleichgewicht zwischen Replikation und Uberleben von T. gondii und dem Uberleben
des Wirtes.

PARP-1 steht im Zusammenhang mit verschiedenen Formen des programmierten
Zelltodes wie dem Apoptose-induzierenden Faktor (AlF)-abhangigen Zelltod (Yu et
al., 2002; Yu et al., 2003), einer verstarkten Sensibilitdt gegenuber Endonukleasen
wahrend der frihen Phase der Apoptose (SIMBULAN-ROSENTHAL et al., 1998) und
einer Anfalligkeit fur verschiedene Apoptose-Induktoren (TANAKA et al., 1995b; PACINI
et al., 1999). Die Spaltung von PARP-1 durch die Caspase 3 stellt einen

Regulationsmechanismus im Ablauf der Apoptose dar und wird auch als zentraler
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Nachweisparameter fir Apoptose verwendet (DURIEZ und SHAH, 1997). Aus diesem
Grund wird die Spaltung von PARP-1 durch die Caspase 3 als wichtige Grolde fur
den Nachweis der Inhibierung der Apoptose nach Infektion mit Pathogenen
verwendet (GOEBEL et al., 2001; ZHANG et al., 2004; Kim et al., 2007; VOTH et al.,
2007). Dabei zeigt sich in mit Coxiella burnetti (VOTH et al., 2007) bzw. T. gondii
(GOEBEL et al., 2001; KiM et al., 2007) infizierten Wirtszellen eine reduzierte Spaltung
von PARP-1 nach Apoptose-Induktion mit Staurosporin bzw. Actinomycin-D.
Gleichzeitig ist die Actinomycin-induzierte Apoptose in Toxoplasma-infizierten Zellen
deutlich gehemmt. AuBerdem gibt es Hinweise, dass PARP-1 bei Uberaktivierung ein
Pro-Apoptose-Signal darstellen kénnte. Bei Ubermalliger Aktivierung von PARP-1
kann es zu einer kompletten Leerung der NAD" Speicher und damit zu einer starken
Abnahme von ATP in der Zelle kommen, dies fuhrt letztendlich zum Zelltod (ZHANG et
al., 1994; HA und SNYDER, 1999; PIEPER et al., 1999; BouLu et al., 2001; YING et al.,
2005). Obwohl die genauen Zusammenhange noch nicht geklart sind, scheinen bei
dieser Art von Zelltod der Ubergang zur Permeabilitdt der Mitochondrien (MPA), die
Freisetzung von AIF (ALANO et al., 2004; YING et al., 2005) und die Inhibierung der
Glycolyse aufgrund der Depletion von ATP (YING et al., 2005) eine Rolle zu spielen.
Aulerdem gibt es Vermutungen, dass diese Ereignisse in Zusammenhang mit der
PARP Uberaktivierung und NAD" Depletion auf mindestens zwei Wegen zum Zelltod
fuhren (YING, 2008). Daher wird aufgrund des parasiten-induzierten PARP-1-Abbaus
und der Inhibierung der Apoptose durch T. gondii auf einen maéglicherweise anti-
apoptotischen Mechanismus geschlossen (GOEBEL et al., 2001). Ob die Inhibierung
der Apoptose durch eine Infektion mit T. gondii dabei auf die Inhibierung der
Expression von PARP-1 zuriick zu fiihren ist, und ob eine Uberexpression von
PARP-1 diesen Effekt aufheben kann, sollte daher mit Hilfe der PARP-1
uberexprimierenden RAW 264.7 Monocyten/Makrophagen geklart werden. Die Daten
der hier vorliegenden Arbeit zeigten jedoch deutlich, dass die Inhibierung der
Expression von PARP-1 in infizierten Wirtszellen nicht den anti-apoptotischen Effekt
durch T. gondii erkldren konnte. AuRerdem verhinderte eine Uberexpression von
PARP-1 in den Mutanten nicht die T. gondii-induzierte Inhibierung der Apoptose.
Dass die Inhibierung der Expression von PARP-1 nicht primar mit apoptotischen
Ablaufen in Verbindung stehen durfte, deuteten schon frihere Untersuchungen an, in
denen gezeigt wurde, dass die PARP-1-Proteinlevel durch eine Infektion mit T. gondii

sowohl in apoptotischen, als auch in nicht-apoptotischen Zellen stark reduziert sind
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(GOEBEL et al., 2001). Die hier dargestellten eigenen Ergebnisse bestatigten diesen
Sachverhalt deutlich, da 4 h p.i. die PARP-1-Proteinlevel in Wildtypzellen stark
erniedrigt waren (Abb. 3B), wohingegen T. gondii die Caspase 3/7 Aktivitat zu
diesem Zeitpunkt nicht beeinflusste (Abb. 27). Umgekehrt liel} die transiente
Inhibierung der Expression von PARP-1 24 h p.i. stark nach, wahrend die Caspase
3/7 Aktivitat zu diesem Zeitpunkt eine starke Inhibierung durch T. gondii erfuhr.
Untermauert werden diese Daten von der Tatsache, dass T. gondii die Apoptose in
mit Actinomycin-D behandelten Wirtszellen durch die Inaktivierung der Caspase 3
und die Aktivierung von NF-kB inhibiert. Dabei wird auch die Inaktivierung von
PARP-1 gezeigt (KiM et al., 2006). AuRerdem inhibiert T. gondii die Caspase 3 in
einem zellfreien in vitro System (KELLER et al., 20006).

Auch die Voraussetzungen seitens des Parasiten zeigten, dass die PARP-1-
Inhibierung nicht flr die Blockade der Apoptose durch T. gondii verantwortlich war.
So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch tote Parasiten PARP-1
inhibierten, was gegen einen aktiven Prozess sprach. Fur die Inhibierung der
Apoptose ist aber ein lebender Parasit unerlasslich (NAsH et al., 1998; GOEBEL et al.,
1999).

Allerdings bestand die Moglichkeit, dass die Inhibierung der Expression von PARP-1
durch T. gondii mit einem Caspase-unabhangigen Pfad des programmierten
Zelltodes in Zusammenhang stand. Es ist bekannt, dass PARP-1 die Freisetzung des
Apoptose-induzierenden Faktors (AlF) aus den Mitochondrien auslost und so die
Apoptose induziert (Yu et al., 2003; HONG et al., 2004; vAN WIJK und HAGEMAN, 2005;
AGUILAR-QUESADA et al., 2007). Allerdings konnte bisher kein Anhaltspunkt gefunden
werden, dass T. gondii in die Caspase-unabhangige Apoptose eingreift. Es werden
ausschlieBlich Interaktionen von T. gondii mit dem Caspase-abhangigen
extrinsischen (VUTOVA et al., 2007; HipPE et al., 2008) und dem intrinsischen
Signalweg der Wirtszellen (GOEBEL et al., 1998; GOEBEL et al., 2001; LUDER und
GRoOss, 2005; KELLER et al., 2006; SCHAUMBURG et al., 2006) nachgewiesen. Daher
ware eine Inhibierung der Expression von PARP-1 durch T. gondii in Verbindung mit
der Blockierung eines Caspase-unabhangigen Pfades des programmierten Zelltodes,
z.B. Uber einen AlF-vermittelten Weg, sehr unwahrscheinlich, muss aber in weiteren
Versuchen abgeklart werden.

Die PARP-1-Inhibierung durch T. gondii in infizierten Wirtszellen als anti-

apoptotischer Mechanismus (GOEBEL et al., 2001) konnte somit von uns widerlegt
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werden. Zusammenfassend kann damit festgehalten werden, dass ein
Zusammenhang zwischen dem Caspase-vermittelten Weg der Apoptose und der
PARP-1-Inhibierung durch T. gondii ausgeschlossen wurde. Die Modglichkeit einer
Interaktion zwischen dem AlF-vermittelten Zelltod und der PARP-1-Inhibierung nach

Infektion mit T. gondii konnte nicht ausgeschlossen werden, erscheint aber
unwahrscheinlich.
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5. Zusammenfassung

Toxoplasma gondii ist ein weit verbreiteter und obligat intrazellularer protozoischer
Parasit, der unter anderem in Menschen meist asymptomatische, lebenslang
persistierende Infektionen hervorruft. Er ist aber auch ein wichtiger opportunistischer
Krankeitserreger des Menschen. T. gondii hat Mechanismen entwickelt, um innerhalb
seines Wirtes langfristig zu persistieren, dabei spielt ein balanciertes Parasit-Wirt-
Verhaltnis eine wichtige Rolle. T. gondii verandert dazu verschiedene Aspekte in der
Wirtszellphysiologie und verursacht neben der Modulation von Wirtszell-
Kompartimenten, der Interaktion mit Wirtszell-Signalwegen und der Apoptose auch
die Inhibierung der Expression der Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP)-1. PARP-
1 ist ein nukleares Protein und spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen zellularen
Ablaufen einschliellich DNA Reparatur, Apoptose, Nekrose und Regulation der
Genexpression. Aullerdem ist es an der Pathogenese von verschiedenen
Krankheiten wie entzindlich-chronischen Erkrankungen, Ischamie und Malaria
beteiligt. Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer Infektion mit T. gondii auf PARP-1
eingehend zu charakterisieren, um neue Erkenntnisse Uber die Parasit-Wirt-
Interaktionen wahrend einer Toxoplasmose zu erlangen.

PARP-1-Proteinlevel wurden bereits innerhalb weniger Minuten nach Infektion von
Mausmakrophagen mit T. gondii dosisabhangig inhibiert. Da diese Inhibierung in
verschiedenen murinen und humanen Zelltypen beobachtet wurde, handelte es sich
um ein generelles Phanomen einer T. gondii-Infektion. Die verminderten PARP-1
Proteinmengen flhrten zu einer signifikant verminderten ADP-Ribosylierung in
infizierten Wirtszellen. Vergleichende Untersuchungen mit virulenten und avirulenten
T. gondii Stammen widerlegten die Theorie einer genotyp- oder virulenzabhangigen
PARP-1-Inhibierung. Die Inhibierung erfolgte posttranskriptional und unabhangig von
einer funktionsfahigen Translationsmaschinerie der Wirtszelle. Durch den Einsatz
von Proteasominhibitoren wurde ein Toxoplasma-induzierter PARP-1-Abbau durch
Wirtszellproteasomen weitgehend ausgeschlossen. Versuche mit unterschiedlich
behandelten Parasiten zeigten, dass die PARP-1-Inhibierung unabhangig von
Invasions- oder Replikationsfahigkeit von T. gondii stattfand, denn auch tote
Parasiten waren zur PARP-1-Inhibierung in der Lage. Die Sekretion von Wirtszell-
eigenen Molekilen, die durch Infektion mit T. gondii induziert wurden, konnte als

zugrunde liegender Mechanismus weitgehend ausgeschlossen werden. Dagegen
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war ein direkter Kontakt zwischen Parasit und Wirtszelle notig, wie Experimente mit
einem in vitro Transwell-System zeigten. Dabei schien ein bisher nicht naher
identifiziertes Effektormolekul in der Parasitenmembran fur die Herunterregulation
von PARP-1 verantwortlich zu sein, wie Fraktionierungen von Parasitenextrakten
nahelegten. Das Hauptoberflachenantigen von Toxoplasma, SAG-1, konnte jedoch
als parasitares Effektormolekll ausgeschlossen werden. Mdglicherweise konnte es
sich bei dem Effektormolekul um eine Protease von T. gondii handeln.

Um die funktionelle Bedeutung von PARP-1 und dessen Modulation durch
Toxoplasma zu untersuchen, wurde PARP-1 in Monocyten/Makrophagen der Maus
stabil Uberexprimiert (PARP-1"" Mutanten). Bemerkenswerterweise inhibierte T.
gondii nach Infektion die PARP-1-Proteinlevel in Uberexprimierenden Mutanten auf
das gleiche Niveau wie in Wildtypzellen. Die zumindest teilweise erhdhten PARP-1-
Proteinmengen in PARP-1"°" Mutanten hatten keinen Einfluss auf Invasion und
Replikation des Parasiten im Vergleich zu Wildtypzellen. Expressionsprofile von NF-
kB-regulierten Genen in PARP-1 Uberexprimierenden Mutanten und Wildtypzellen
zeigten, dass PARP-1 an der parasiten-vermittelten Verminderung von MIP-2, nicht
aber jener von TNF-a beteiligt zu sein schien. Die PARP-1-Inhibierung durch T.
gondii kdnnte daher ein bisher unbekannter Mechanismus des Parasiten sein, in pro-
inflammatorische = Chemokin-vermittelte =~ Abwehrmechanismen der Wirtszelle
einzugreifen. Die zumindest zeitweise Uberexpression von PARP-1 verhinderte
jedoch nicht die T. gondii-abhangige Inhibierung der Staurosporin-induzierten
Wirtszellapoptose, wobei ein Effekt auf Caspase-unabhangige Apoptosewege nicht
ausgeschlossen werden konnte.

Durch diese Arbeit konnten neue Zusammenhange zwischen T. gondii und der
PARP-1-Inhibierung in Wirtszellen aufgezeigt werden, die zu einem besseren

Verstandnis der Parasit-Wirt-Interaktionen wahrend einer Toxoplasmose beitragen.
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