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1 Einleitung

1.1 Leishmaniose

1.1.1 Allgemeines

Bei der Leishmaniose handelt es sich um eine durch Parasiten der Gattung Leishma-
nia (L.) verursachte Infektionskrankheit [1]. Der Name Leishmania bzw. Leishmaniose
geht auf den schottischen Tropenarzt und Pathologen William Boog Leishman zurick,
welcher zusammen mit Charles Donovan im Jahr 1901 den nach beiden benannten Erre-
ger L. donovani beschrieben hatte [2]. Laut Weltgesundheitsorganisation (englisch:
World Health Organization, WHO) gehort die Leishmaniose zu den 17 wichtigsten ver-
nachléssigten Tropenkrankheiten (englisch: neglected tropical diseases, NTDs) [3]. Da
diese Erkrankung v. a. in den Tropen und Subtropen auftritt, sind meistens Personen in
Entwicklungs- und Schwellenléandern betroffen. Leishmaniose ist oftmals mit Mangeler-
nahrung, schlechten Hygiene- und Lebensbedingungen, einem beeintrachtigten Immun-
system sowie nicht ausreichenden Finanzmitteln verbunden. Die WHO schétzt die Zahl
der jahrlichen Neuerkrankungen auf ca. 1,3 Millionen. VVon den bereits erkrankten Pati-
enten versterben jedes Jahr 20 000 bis 30 000 Menschen [4].

1.1.2 Lebenszyklus der Leishmanien

Der Lebenszyklus der Leishmanien besteht im Wesentlichen aus zwei Stadien, ndm-
lich Promastigoten und Amastigoten. Diese zwei Stadien sind ebenfalls durch charakte-
ristische Erscheinungsformen der Parasiten zu unterscheiden. In der promastigoten Form
sind die Parasiten langlich, lanzettférmig und beweglich mit einer Grél3e zwischen 10
und 20 um. Uberdies verfiigen Promastigoten an einem Pol (ber ein Flagellum (Abbil-
dung 1A). Die Promastigoten werden durch eine Sandmiicke der Gattung Phlebotomus
(Europa, Afrika und Asien) bzw. Lutzomyia (Amerika) wahrend einer Blutmahlzeit auf
den Vertebratenwirt, darunter v. a. Menschen und Hunde, tbertragen. Im Vertebratenwirt
werden die Promastigoten von Leukozyten, u. a. Makrophagen, dendritische Zellen (eng-
lisch: dendritic cells, DCs) und neutrophile Granulozyten aufgenommen. Diese Zellen
bilden die erste Barriere des Wirtsimmunsystems und sind ein wesentlicher Bestandteil

des angeborenen Immunsystems. In den Wirtszellen, v. a. Makrophagen, differenzieren



sich die Promastigoten zu runden, unbeweglichen Amastigoten mit einer GrdRe von un-
gefahr 2 — 3 um (Abbildung 1B — D) [1, 5]. Die Differenzierung kann sowohl in parasi-
tophoren Vakuolen als auch im Zytoplasma der Wirtszelle erfolgen [6]. Falls das Immun-
system des Wirts die Infektion nicht durch Abtdtung der Parasiten kontrollieren kann,
kommt es zur Vermehrung der Amastigoten in den Wirtszellen [1]. Durch Lyse der Wirts-
zellen werden die Parasiten dann in die Blutbahn abgegeben, wo diese neue Zellen infi-
zieren konnen. Durch einen erneuten Stich einer Sandmicke werden intrazellulare und
freie Amastigoten wieder aufgenommen. Im Verdauungssystem der Sandmuicke differen-
zieren sich die Amastigoten wieder zu maRig beweglichen prozyklischen Promastigoten.
Hier erfolgen anschlielend die Replikation der prozyklischen Promastigoten und schlieR3-
lich die Differenzierung zu sehr beweglichen metazyklischen Promastigoten. Diese ge-
langen im Anschluss zu den Mundwerkzeugen der Miicke. VVon dort aus kdnnen sie bei

der nachsten Blutmahlzeit auf einen neuen Wirt libertragen werden (Abbildung 2) [1, 5].



Abbildung 1: TEM-Aufnahmen von L. m. Promastigoten und Amastigoten.

(A) lanzettenférmiger L. m. Promastigot mit externem Flagellum. L&nge des Promastigoten ungeféhr 10
pm. (B — E) mit L. m. Amastigoten infizierte Makrophagen. L. m. Promastigoten haben sich binnen 24 h
zu runden Amastigoten mit einer GroRe von 2 — 3 pum differenziert. Schwarze Quadrate in B und C mar-
kieren die vergrolRerten Amastigoten in D und E.

F = Flagellum; FP = flagellare Tasche; K = Kinetoplast; kDNA = Kinetoplasten-DNA,; L = lysosoméahnliche
Vakuole; M = Mitochondrium; N = Nukleus des Makrophagen; NP = Nukleus des Parasiten; P = Parasit.

Abbildung wurde aus [7] entnommen und anschlieBend modifiziert.
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Abbildung 2: Lebenszyklus der L. m. Parasiten.

Der Lebenszyklus von L. m. besteht aus 2 Phasen. Durch einen Stich werden metazyklische Promastigoten
von der Sandmiicke (Vektor) in die Blutbahn des Vertebratenwirts ibertragen. Promastigoten werden von
Makrophagen aufgenommen. In den Wirtszellen erfolgen die Differenzierung zu Amastigoten und die an-
schlieRende Vermehrung durch Zellteilung. Durch Lyse der Wirtszellen gelangen die Amastigoten wieder
in die Blutbahn, um neue Zellen zu infizieren. Mit einer erneuten Blutmahlzeit werden intra- und extrazel-
luldre Amastigoten wieder von der Sandmiicke aufgenommen. In der Sandmiicke erfolgt eine Differenzie-
rung von Amastigoten zu prozyklischen Promastigoten. Nach Vermehrung durch Zellteilung differenzieren
sich die prozyklischen Promastigoten zu metazyklischen Promastigoten.

Abbildung wurde aus [8] enthnommen und anschlieBend modifiziert.

1.1.3 Formen der Leishmaniose

Man unterscheidet bei der Leishmaniose zwischen drei verschiedenen Formen: der
kutanen, der mukokutanen und der viszeralen Leishmaniose. Die Schwere einer Leishma-
nieninfektion und die damit verbundenen Symptome hangen u. a. von der Leishmanien-

spezies und dem Immunsystem des Betroffenen ab [7].

Bei der kutanen Leishmaniose, welche auch als Hautleishmaniose bezeichnet wird,
handelt es sich um die am hdufigsten auftretende Form der Leishmaniose [4]. Diese Form
wird v. a. durch die Arten L. aethiopica, L. major (L. m.), L. mexicana und L. tropica



verursacht. Eine durch L. m. hervorgerufene kutane Leishmaniose wird in manchen Re-
gionen auch als Orient- oder Aleppobeule bezeichnet. Nachdem der Betroffene von einer
infizierten Sandmucke an einer unbedeckten Kdorperstelle gestochen worden ist, entsteht
eine papuldse Entziindung. Dies fuhrt zur Entstehung von trockenen oder feuchten Ge-
schwiren, welche in vielen Féllen ulzerieren. Meistens heilt diese Form selbstlimitierend
unter Narbenbildung innerhalb eines Jahrs ab. Es kann in seltenen Fallen jedoch auch zu
Rezidiven kommen [1]. Uber 95 % der Falle dieser Form kommen in Amerika, dem Mit-
telmeerraum, dem Nahen Osten und Zentralasien vor. Es sind v. a. Afghanistan, Algerien,
Brasilien, Kolumbien, Iran und Syrien betroffen. In diesen 6 Landern kommen lber 65 %
der Neuinfektionen vor. Weltweit treten jahrlich 0,7 bis 1,3 Millionen Neuinfektion auf

[4].

Die mukokutane Leishmaniose wird auch Espundia oder Uta genannt und v. a. durch
L. braziliensis verursacht. Haufig zeigen sich hier der gleiche Verlauf und Symptome wie
bei der kutanen Leishmaniose. Jedoch kommt es nach ca. zwei Jahren nach Abklingen
der kutanen Symptome zu einem Rezidiv mit dem Befall mukokutaner Membranen. Es
zeigen sich Ulzerationen, welche in den meisten Fallen von Nase und Nasenseptum aus-
gehen, wodurch diese teilweise oder sogar vollkommen zerstort werden. Im weiteren Ver-
lauf kdnnen auch Oropharynx und Larynx mitbetroffen sein. In besonders schweren Fél-
len koénnen sich folgenschwere Entstellungen bis zur vollstandigen Destruktion des Ge-
sichts zeigen. Betroffene Patienten versterben nicht durch die Infektion selbst, sondern in
den meisten Féllen durch Sekundarinfektionen, z. B. in Folge einer Aspirationspneumo-
nie, Mangelerndhrung oder Erstickung [1, 4]. Laut WHO treten fast 90 % der beschrie-

benen Félle in Bolivien, Brasilen und Peru auf [4].

Die dritte und zugleich schwerste Form der Leishmaniose, die viszerale Leishmaniose,
wird auch innere Leishmaniose oder Kala-Azar genannt. Sie ist eine unbehandelt todlich
verlaufende Form der Leishmaniose. Typische Erreger dieser Form sind L. chagasi,
L. donovani und L. infantum. Nach Infektion durch eine weibliche Sandmiicke kommt es
zur Vermehrung der Parasiten in der Haut und regionalen Lymphknoten. Nachdem die
Parasiten in die Blutbahn gelangt sind, erfolgt die Vermehrung in den Zellen des mono-
nukledaren Phagozytensystems. In der Regel werden die Parasiten jedoch durch Immun-

zellen, v. a. Makrophagen, abgetotet. Falls dies ausbleibt, kommt es zur ungehinderten



Vermehrung und es zeigen sich typische Symptome, wie Fieberschiibe, deshalb auch teil-
weise als Dum-Dum-Fieber oder schwarzes Fieber bezeichnet, verbunden mit Hepato-
splenomegalie, durch die Vermehrung in den betroffenen Organen, und starkem Ge-
wichtsverlust [1, 4]. Bei fortschreitender Erkrankung kommt es aufgrund von Hyper-
splenismus und Knochenmarkssuppression zur Panzytopenie, was eine Anfalligkeit des
Patienten fur bakterielle Sekundéarinfektionen begtinstigt [1]. Laut WHO ist die viszerale
Form v. a. in Indien und im 6stlichen Teil Afrikas endemisch. Man geht von einer jahrli-
chen Inzidenz von 200 000 bis 400 000 weltweit aus, wobei Uber 90 % der neu auftreten-

den Félle in Bangladesch, Brasilien, Ethiopien, Indien, Stidsudan und Sudan vorkommen

[4].

1.1.4 Derzeitige Behandlung der Leishmaniose

Aktuell steht zur Behandlung der verschiedenen Formen der Leishmaniose lediglich
eine geringe Bandbreite an Medikamenten zur Verfligung. Jedoch kann keines der aktuell
eingesetzten Therapeutika als ideale Therapie angesehen werden. Zum einen zeigen die
verabreichten Medikamente u. a. erhebliche Nebenwirkungen und zum anderen entstehen
durch die Behandlung &uRerst hohe Kosten. Da Leishmaniose hauptséchlich in Schwel-
len- und Entwicklungslandern auftritt, entstehen dadurch unter Umstanden uniberwind-

bare finanzielle Hirden fir die lokalen Gesundheitssysteme [9].

Ungeachtet ihrer variablen Effektivitat (Therapieerfolg zwischen 35 und 95 %) und
der schweren Nebenwirkungen gehéren flnfwertige Antimonate, wie z. B. N-Methyl-
glucamin-Antimonat, zu den Mitteln der ersten Wahl zur Behandlung der viszeralen und
kutanen Leishmaniose. Aufgrund der schweren Kardio- und Nephrotoxizitit sowie des
Auftretens von Pankreatitiden mussen Patienten stationdr behandelt werden, um eine aus-
reichende Uberwachung zu gewahrleisten. Die schweren Nebenwirkungen sind auch zu-
meist der Grund fir einen vorzeitigen Therapieabbruch und die hohe Non-Compliance
der Patienten, was z. B. zu einer Resistenzrate von uber 65 % in Bihar (Indien) fihrte [9].

Ein weiteres Erstlinienmedikament ist Amphotericin B. Auch Amphotericin B verur-
sacht schwere Nebenwirkungen. Die obligat intravendse Applikation macht den Einsatz
in ruralen Gebieten schwierig, auBerdem zeigt sich oft wahrend der Therapie hohes Fieber

— begleitet von Myokarditis und Nephrotoxizitat. Zwar konnte die Toxizitat durch die



Entwicklung von liposomalem Amphotericin B reduziert werden und die Bioverfligbar-
keit erhoht werden, jedoch muss diese Form gekiihlt werden, da es bei hohen Tempera-
turen nicht stabil ist (ist bei 25 °C zu lagern). Des Weiteren ist eine Therapie mit liposo-
malem Amphotericin B deutlich kostenintensiver als jene mit konventionellem Ampho-
tericin B [9].

Alternativ zu den zuvor genannten Medikamenten kann Paromomycin zur Behandlung
eingesetzt werden. Paromomycin bietet den Vorteil, dass es relativ kostengunstig ist und
bei kutaner Leishmaniose topisch appliziert werden kann, was mit weniger Nebenwir-
kungen verbunden ist. Bei der viszeralen Form muss es allerdings parenteral verbreicht

werden. Hier zeigt sich die Therapie als nephro-, oto- und zum Teil auch hepatotoxisch
[9].

Ein weiteres Préparat zur Behandlung der Leishmaniose ist Miltefosin, welches ur-
sprunglich zur Behandlung von Neoplasien entwickelt worden ist. Dieses Medikament
kann als einziges oral appliziert werden. Jedoch zeigen sich auch hier diverse Nebenwir-
kungen, wie gastrointestinale Beschwerden, Nephro- und Hepatotoxizitat. Uberdies darf
es nicht wahrend der Schwangerschaft eingenommen werden, da eine teratogene Wir-

kung nicht auszuschlieRen ist [9].

So zeigt sich, dass aufgrund der eingeschrankten Therapiemdglichkeiten ein dringen-
der Handlungsbedarf zur Entwicklung neuer antileishmanialer Medikamente besteht. Aus
diesem Grund werden schon bestehende Praparate und Verbindungen auf ihre anti-
leishmaniale Wirkung getestet. Um jedoch eine gezielte und mdglichst nebenwirkungs-
arme Therapie entwickeln zu kénnen, muss das komplexe Zusammenspiel zwischen Pa-

rasit und Wirtszelle untersucht werden.

1.2 Autophagie
1.2.1 Allgemeines zur Autophagie

Der Begriff Autophagie, auch als Autophagozytose bezeichnet, setzt sich aus den alt-
griechischen Wortern avtog (autos, altgriechisch: selbst), payegiv (phagein, altgriechisch:
fressen) und xbtoc (cytos, altgriechisch: Zelle) zusammen und bedeutet, dass eine Zelle

sich selbst bzw. eigene Bestandteile verdaut [10]. Dieser Begriff wurde vom belgischen



Biochemiker und spateren Nobelpreistrager Christian de Duve im Jahr 1963 gepréagt und
basierte auf seinen Untersuchungen tber Lysosomen. Fir seine Forschungen tiber Lyso-
somen erhielt de Duve 1974 den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin [11].

Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen 3 Arten von Autophagie: Makroautopha-
gie, Mikroautophagie und Chaperon-vermittelte Autophagie [11, 12]. Bei der Makroau-
tophagie wird ein intrazelluléres Substrat durch eine aus einer Doppelmembran gebilde-
ten Vakuole eingeschlossen. Diese doppelmembranigen VVakuolen werden Autophagoso-
men genannt. Sofern sich eine Doppelmembran noch nicht zu einem Autophagosom zu-
sammengeschlossen hat, wird diese Struktur als Phagophore bezeichnet (Abbildung 3).
AnschlieRend fusioniert die d&uBere Membran des Autophagosoms mit einem Lysosom,
woraus ein Autolysosom entsteht. Morphologisch kann ein Autolysosom von einem Au-
tophagosom differenziert werden, da das Autolysosom keine Doppel-, sondern nur eine
einfache Membran besitzt. Durch den sauren pH und die hydrolysierenden Enzyme des
Lysosoms, wie z. B. Proteasen, Nukleasen und Lipasen, werden die innere Membran des
friheren Autophagosoms und dessen Inhalt degradiert (Abbildung 3). Der degradierte
Inhalt wird danach wieder ins Zytoplasma abgegeben. Durch diesen Prozess kénnen tiber-
fliissige oder beschadigte Organellen recycelt werden. Aber auch bei Nahrungsmangel
oder zelluldarem Stress kann durch Autophagie die Homdostase der Zelle erhalten werden,
um deren Uberleben zu sichern [11, 13, 14].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Makroautophagie in L. m.-infizierten Knoch-
marksmakrophagen (englisch: bone marrow-derived macrophages, BMDM) untersucht,
weshalb auch nur auf diese Art der Autophagie naher eingegangen werden wird und Mak-

roautophagie im Folgenden der Einfachheit halber als Autophagie bezeichnet wird.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Makroautophagie (Autophagie).

Nach Induktion der Autophagie bildet sich eine Phagophore, welche intrazelluldre Substrate einhillt. Durch
einen vollstandigen Schluss der Phagophore wurde ein doppelmembraniges Autophagosom gebildet. An-
schlielend fusioniert das Autophagosom mit einem Lysosom, wodurch die &uRere Membran des Autopha-
gosoms mit der Membran des Lysosoms verschmilzt, und ein Autolysosom entsteht. Durch die Hydrolasen
im Lysosom werden die Substrate im Autolysosom sowie die ehemalige innere Membran des Autophago-
soms degradiert.

Abbildung wurde aus [15] entnommen und anschliefend modifiziert.

1.2.2 Autophagie in Infektionskrankheiten

Neben den zuvor benannten Funktionen konnte zusatzlich gezeigt werden, dass Auto-
phagie eine essenzielle Rolle bei Infektionen und Immunabwehr spielt. So kénnen ins
Zytoplasma eindringende Mikroben durch den zuvor beschriebenen Prozess verdaut und
somit abgewehrt werden. Dies ist eine der ersten, wenn nicht sogar die urspringliche
Funktion der Autophagie, welche bis heute erhalten geblieben ist. Man geht davon aus,
dass diese urspriingliche Rolle der Autophagie heute in Form der sogenannten Mitopha-
gie, d. h. der autophage Verdau von Mitochondrien, konserviert wurde, um dadurch das
Uberleben der Zelle zu sichern. Denn Mitochondrien haben einen bakteriellen Ursprung.

Diese haben sich aus einem Rickettisa-&hnlichen a-Probakterium entwickelt [14].

Viele verschiedene zelluléare Aspekte sowohl des angeborenen als auch des erworbe-
nen Immunsystems werden durch Autophagie reguliert. Im adaptiven Immunsystem wer-
den u. a. T-Zellen und B-Zellen beeinflusst. So wird z. B. die T-Zell-Polarisation durch
autophagiedefiziente Makrophagen verstéarkt [16]. Auf der anderen Seite kénnen Zellen

des angeborenen Immunsystems eindringende Mikroorganismen direkt durch autophage



Prozesse eliminieren. Der direkte Verdau von eindringenden Mikroben wird auch als Xe-
nophagie bezeichnet [16]. AuRerdem wirkt Autophagie bei der Prasentation von endogen
exprimierten Antigenen durch den Haupthistokompatibilitdtskomplex-Klasse-I1-Kom-
plex mit [17].

Manche Erreger haben jedoch Strategien entwickelt, um entweder der autophagen De-
gradation zu entfliehen oder sogar die Autophagie zum eigenen Vorteil auszunutzen. So
bewirken die Proteine Nef und Env des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) eine
Hemmung der Autophagie in verschiedenen Zelltypen. Durch Nef wird die Autophagie-
induktion in DCs inhibiert, wodurch auch deren Reifung und die Présentation von HIV-
Antigenen beeintréchtigt werden. Das Env Protein blockiert eine Reifung der Autopha-
gosomen in Makrophagen, wodurch das Virus vor autophager Degradation geschitzt
wird [17]. Auch das Bakterium Mykobakterium tuberculosis, der Erreger der Tuberku-
lose, kann in den Autophagosomen von Makrophagen tiberleben, indem es die Fusion
von Autophagosomen mit Lysosomen inhibiert. Es konnte jedoch weiter gezeigt werden,
dass durch eine Reinduktion der Autophagie ein Rickgang der Infektionsrate erreicht
wurde [18]. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass das Coxsackie-Virus die Au-
tophagie der Wirtszelle sogar fur die eigene Replikation ausnutzt. Durch bisher unbe-
kannte Mechanismen leitet das Coxsackie-Virus in infizierten Zellen Autophagie ein und
benutzt die autophagosomalen Membranen, um die eigene Replikation zu verstérken.
Madglicherweise benutzt das Coxsackie-Virus sogar die autophage Maschinerie, um aus
der Wirtszelle auszubrechen [19].

Es zeigt sich, dass Autophagie eine protektive und essenzielle Funktion fiir das Im-
munsystem darstellt. Jedoch haben im Laufe der Evolution manche Mikroorganismen er-
reicht, sich diesem Prozess zu entziehen bzw. diesen auszunutzen. Dies bietet aber auch
eine Chance fir neue therapeutische Ansétze. So sollten die Interaktionen zwischen Pa-
thogen und Wirtszelle zukulnftig genauer untersucht werden, damit mit diesem Wissen

neue therapeutische Strategien entwickelt werden kénnen.

10



1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Wie beschrieben, stellt die Behandlung der Leishmaniose ein erhebliches sozio6kono-
misches Problem dar. Dies hangt u. a. auch mit den aktuell vorhandenen Therapiemdég-
lichkeiten zusammen, da diese u. a. sehr teuer sind oder teilweise nicht akzeptable Ne-
benwirkungen aufweisen. Aus diesem Grund haben sich verschiedene Organisationen der
Entwicklung neuer Therapeutika verschrieben. So ist eines der Ziele der WHO zur Be-
kampfung der NTDs die Entwicklung von Medikamenten zur Krankheitspréavention [3].
Aber auch private Organisationen haben dieses Problem erkannt. So hat z. B. die Bill &
Melinda Gates Foundation bisher tiber 1 Milliarde US-Dollar in Form von Fordergeldern
zur Bekampfung der NTDs gespendet [20]. AuRerdem gibt es auch vereinzelte Bemuhun-
gen der Pharmaindustrie. Diese fokussiert ihre Anstrengungen v. a. auf die Testung be-
kannter Substanzen gegen verschiedene NTDs [21]. Das Hauptinteresse an der Erfor-
schung von maoglichen neuen Therapieoptionen gegen NTDs bleibt jedoch v. a. bei uni-
versitéren Einrichtungen. So wurden im Teilprojekt B3 (Projektteil Schurigt) des Sonder-
forschungsbereichs (SFB) 630 ,,Erkennung, Gewinnung und funktionale Analyse von
Wirkstoffen gegen Infektionskrankheiten diverse Substanzen auf ihre antileishmaniale
Wirkung mittels eines neu entwickelten Amastigoten-Assays getestet [22]. Die Bemd-
hungen des Teilprojekts B3 (Projektteil Schurigt) des SFB 630 beschrankten sich jedoch
nicht nur auf die Testung von Substanzen, sondern es wurde unter wissenschaftlicher Lei-
tung von Frau Dr. Schurigt die autophagiespezifischen Wechselwirkungen zwischen
L. m. Parasit und Wirtsmakrophage untersucht, um hierdurch neue Erkenntnisse zu ge-

winnen, welche in Zukunft zur Herstellung neuer Therapeutika genutzt werden kénnten
[71.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun in einem ersten Schritt die Interaktion zwischen
den L. m. Parasiten und den Wirtsmakrophagen untersucht. Hier lag das Hauptaugenmerk
auf der Induktion von Autophagie in den infizierten BMDM. Um die Autophagie in den
Makrophagen messen und um verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde ein semiquantitativer Score neu entwickelt. Da die Transmissionselektronenmik-
roskopie (TEM) bis heute den Goldstandard in der Beurteilung autophager Aktivitat dar-
stellt [11], stutzte sich dieser Score auf morphologische Charakteristika der Autophagie.
Mithilfe von lichtmikroskopischen Aufnahmen sollte dann die Auswirkungen der Auto-

phagie auf die Infektionsrate der L. m.-infizierten BMDM untersucht werden. In einem
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zweiten Schritt wurde nachfolgend mittels biomolekularer Methoden Gberprift, ob die
Ergebnisse aus dem entwickelten Score verifiziert werden konnen. Hierfir eignete sich
die Untersuchung von autophagierelevanten Proteinen mithilfe von Western-Blot-Analy-
sen. Geeignete Kandidaten waren die Proteine Autophagy-related 5 (ATG5), Micro-
tubule-associated protein 1 light chain 3 beta (MAP1LC3B = LC3B) und Ubiquitin (UB)
[12]. Zudem sollten die Interaktionen zwischen Parasit und Wirtszellen morphologisch
durch Elektronentomogramme untersucht werden. In einem weiteren Schritt wurde nun
durch Affymetrix-Microarray-Analysen untersucht, ob es noch weitere Gene, bzw. Pro-
teine gibt, welche bei der Autophagie in L. m.-infizierten BMDM eine Rolle spielen kénn-
ten. Im besten Fall konnten mittels dieser Analysen Proteine identifiziert werden, die spe-
zifisch fur die Autophagieinduktion in L. m.-infizierten BMDM sind. Der Einfluss derar-
tiger Proteine auf die Parasit-Wirt-Interaktion sollte dann durch die Herunterregulation
des entsprechenden Proteins mittels kleiner eingreifender RNA (englisch: small inter-
fering RNA, siRNA) untersucht werden.

Somit kénnen maoglicherweise neue Ziele fur eine gezielte antileishmaniale Therapie
gefunden werden, was eine kosteneffiziente und nebenwirkungsarme Behandlung ermdg-

lichen kdnnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Reagenzien

Name

Hersteller

2-[4-82-hydroxyethyl-9-1-piperanzinyl]-ethansulfonsaure
(HEPES)

Life Technologies

2-Mercaptoethanol (2-ME) Sigma-Aldrich
2-Propanol Carl Roth
Ammoniumpersulfat Serva
Bafilomycin Al (Baf Al) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Natriumsalz Carl Roth
Cacodylatsalz Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSQO) AppliChem
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Life Technologies

Entionisiertes Wasser (lateinisch: aqua destillata,
aqua dest.)

Fresenius Kabi

Ethanol

Carl Roth

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Thermo Scientific

Fotales Kalberserum (englisch: fetal calf serum, FCS)

PAA

Gentamycin Sigma-Aldrich
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich
Glycerol Carl Roth

Glycin Sigma-Aldrich
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) Life Technologies
L-Glutamin Biochrom
Methanol Carl Roth
Natriumchlorid Carl Roth
Natriumdodecylsulfat Carl Roth

(englisch: sodium dodecyl sulfate, SDS)

Nichtessenzielle Aminosédurelésung

Life Technologies

Osmiumtetroxid Sigma-Aldrich
Penicillin G Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin-L6sung Life Technologies
Pferdeserum Life Technologies

Phsosphatgepufferte Salzlésung (englisch: phosphate buf-
fered saline, PBS)

Life Technologies

Ponceau S Sigma-Aldrich
Propylenoxid Sigma-Aldrich
Rapamycin Calbiochem
RIPA-Puffer Cell Signaling
Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth
Rotiphorese gel 30 Carl Roth

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI)-Medium

Life Technologies
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Salzsdure Carl Roth
Tetramethylethylendiamin Carl Roth
Trichloressigsaure (englisch: trichloroacetic acid, TCA) Carl Roth
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth

TRIS Base Carl Roth
Trypanblau Life Technologies
Tween 20 Sigma-Aldrich
Uranylacetat Sigma-Aldrich

Tabelle 1: Liste der verwendeten allgemeinen Chemikalien und Reagenzien.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Kits

Name Hersteller

3 mm Chr Blotting Papier Whatman
96-Loch-Zellkulturplatte Greiner Bio-One
Amaxa Mouse Macrophage Nuclefector Transfection Kit Lonza
Becherglaser Schott
Chirurgische Einmalskalpelle B. Braun

Diff-Quik Kit

Medion Diagnostics

Einbettungsformen fir TEM

Baltic Praparation

Epoxy-Embedding Kit Sigma-Aldrich
Filterpapier fur Cytospin3 Thermo Scientific
GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Microarrays Affymetrix
Glasflaschen Schott

GroRenmarker Page ruler prestianed protein ladder

Thermo Scientific

Halt Proteaseinhibitor-Cocktail

Thermo Scientific

Immobilon Western HRP Substrat

Merck Millipore

IVT-Express Kit

Affymetrix

Magnetstédbchen

Heidolph Instruments

Neubauer Zahlkammer (Kammertiefe: 0,02 mm)

Neubauer Z&hlkammer (Kammertiefe: 0,1 mm)

Glaswarenfabrik
Karl Hecht

Nitrocellulosemembran

Whatman

Objekttréger

Thermo Scientific

Petrischalen (100/20)

Greiner Bio-One

QIAshredder Kit Qiagen
ReaktionsgefaRe (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) Eppendorf
RNase-Free DNase Set Qiagen

RNeasy Kit Qiagen

Sterile Einmalpipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml) Greiner Bio-One
Sterile Filter (0,2 um) Sarstedt

Sterile Injektionskanilen (23 G; 27 % G) B. Braun

Sterile Pipettenspitzen (10 pl; 100 pl; 200 pl; 1000 pl) Greiner Bio-One
Sterile Spritzen (1 ml; 25 ml) B. Braun
Suspensionsplatten (hydrophob, 100/20; 60/15; 35/10) Sarstedt

Zellkulturflaschen (25 cm?; 75 cm?)

Greiner Bio-One

Zellschaber

Greiner Bio-One
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Zellsieb (70 pm) BD
Zentrifugenrohrchen (15 ml; 50 ml) Sarstedt

Tabelle 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien und Kits.

2.1.3 Gerate
Name Hersteller
8-Kanal-Pipette Eppendorf
Bioanalyzer 2100 Agilent
Brutschrank INC 153 Memmert
Durchlichtmikroskop Axiolab Carl Zeiss
Durchlichtmikroskop Eclipse 50i Nikon
GeneChip Scanner 3000 7G Affymetrix
Heizblock AccuBlock Labnet
ImageQuant LAS 4000 General Electrics
Inverses Mikroskop Telaval 31 Carl Zeiss
Magnetruhrer mit Heizplatte Heidolph Instruments
Mikropipetten (10 pl; 100 ul; 200 ul; 1000 ul) Eppendorf
Western Blot System Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad Laboratories
Nucleofector 2b Device Lonza
pH-Meter inoLab WTW
Pipettierhilfe accu-jet Brand

Schiittler VVortex Genie 2

Scientific Industries

Spektrophotometer NanoDrop 1000

Thermo Scientific

Sterilbank safe 2020

Thermo Scientific

Transmissionselektronenmikroskop EM900 Carl Zeiss
Transmissionselektronenmikroskop JEM-2100 JEOL

Waage Kern & Sohn
Wasserbad GFL

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Instruments
Zentrifuge MiniSpin Eppendorf

Zentrifuge Shandon Cytospin3

Thermo Scientific

Tabelle 3: Liste der verwendeten Gerate.
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2.1.4 Antikorper und siRNAs

PrimarantikOrper:

Zielprotein Hersteller Verdinnung
B-Aktin (ACTB) Cell Signaling 1:1000
ATGH Cell Signaling 1:1000
BCL2/adenovirus E1B 19 kDa pro- L
tein-interacting protein 3 (BNIP%) Cell Signaling 1:1000
Cathepsin E (CTSE) Santa Cruz Biotechnology | 1:100
LC3B Cell Signaling 1:1000
UB Cell Signaling 1:1000
Tabelle 4: Liste der verwendeten Primérantikorper.
Sekundarantikorper:
Zielprotein | Sekundarantikdrper Hersteller Verdinnung
Meerrettichperoxidase (englisch:
ACTB horseradish peroxidase, HRP)-konju- | Cell Signaling | 1 : 3 000
giert anti-Rabbit IgG
ATGH HRP-konjugiert anti-Rabbit 1gG Cell Signaling | 1:3 000
BNIP3 HRP-konjugiert anti-Rabbit 1gG Cell Signaling | 1:3 000
CTSE HRP-konjugiert anti-Rabbit 1gG SantaCruz |4 .5 g
Biotechnology
LC3B HRP-konjugiert anti-Rabbit 1gG Cell Signaling | 1:3000
UB HRP-konjugiert anti-Rabbit 1gG Cell Signaling | 1: 3000

Tabelle 5: Liste der verwendeten Sekundérantikdrper.

SiRNAs:
Name Hersteller
Atg5 siRNA Santa Cruz Biotechnology
Bnip3 siRNA Santa Cruz Biotechnology
Ctse siRNA Santa Cruz Biotechnology
Negativkontrolle Santa Cruz Biotechnology
Ub siRNA Santa Cruz Biotechnology

Tabelle 6: Liste der verwendeten siRNAs.
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2.1.5 Medien und Puffer
DMEM fiir L929-Zellen:

500,0 ml DMEM
- 2,5 ml 2-ME (Stammlésung: 10 mM)

- 50ml Nichtessenzielle Aminoséureldsung
- 250ml Hitzeinaktiviertes FCS
- 50ml Penicillin/Streptomycin-Ldsung

- 50ml HEPES
- 10,0 ml L-Glutamin

Konditioniertes DMEM:

500,0 ml DMEM
- 2,5ml 2-ME (Stammldsung: 10 mM)

- 50ml Nichtessenzielle Aminoséureldsung
- 50,0ml Hitzeinaktiviertes FCS

- 250ml Pferdeserum

- 0,5 ml HEPES

- 10,0 ml L-Glutamin

- 750ml 929 Uberstand
Komplettes RPMI-Medium:

500,0 ml RPMI-Medium

- 50,0ml Hitzeinaktiviertes FCS

- 5,0ml L-Glutamin

- 5,0ml HEPES

- 2,5ml 2-ME (Stammldsung: 10 mM)
- 1,0 ml Penicillin

- 2,5 ml Gentamicin

Cacodylatpuffer (0,2 M):

- 08564 Cacodylatsalz
- ad 20,0 ml Aqua dest.; mit 1 M Salzséure auf 0,2 M einstellen

2.5 % gepuffertes Glutaraldehyd:

- 9,0ml 0,2 M Cacodylatpuffer
- 1,0mil 25 % Glutaraldehyd

2 % gepuffertes Osmiumtetroxid:

- 1,0mil 4 % Osmiumtetroxid
- 0,5ml Aqua dest.
- 0,5ml 0,2 M Cacodylatpuffer
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Epon (Epoxy-Embedding Kit):

- 30,0ml Epoxy Embedding Medium

- 24,0ml Dodecenylbernsteinsaureanhydrid

- 21,0ml Methyl-5-norbornen-2,3-dicarboxylanhydride
- 15mil 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol

10x TRIS-gepufferter Salzlosung/Tween 20 (englisch: tris buffered saline/tween?20,
TBS-T) Puffer:

- 24,23¢ TRIS Base

- 80,06¢ Natriumchlorid

- ad 1,0 I Aqua dest.; pH mit 1 M Salzsaure auf 7,6 einstellen
- 1,0ml Tween 20

Western-Blot-Transferpuffer:

- 15149 TRIS Base

- 7131¢g Glycin

- 101 Methanol

- ad5,0lI Aqua dest.
10x SDS-Laufpuffer:

- 1514¢ TRIS Base

- 7132¢g Glycin

- 500¢ SDS

- ad5,0l Aqua dest.

5x SDS-Probenpuffer:

- 25ml TRIS Base, pH 6,8

- 10,0 ml Glycerin

- 10g SDS

- 50mil DTT (5 M)

- 15ml Agua dest.

- 1,0 ml 1% Bromphenolblau

Trenngel (12 %):

- 34ml Aqua dest.

- 25ml 1,5 M TRIS Base (pH 8,8)
- 0,2mil 10 % SDS

- 4,0ml Rotiphorese gel 30

- 01mil 10 % Ammoniumpersulfat
- 0,02mil Tetramethylethylendiamin
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Sammelgel (4 %):

- 3,0mil Aqua dest.

- 1,25 mil 0,5 M TRIS Base (pH 6,8)

- 0,2mil 10 % SDS

- 0,65mil Rotiphorese gel 30

- 01mil 10 % Ammoniumpersulfat

- 0,02 mi Tetramethylethylendiamin
Ponceau S:

- 10¢g 0,5 % Ponceau S

- 30,0 ml 3% TCA

- ad 200,0 ml  Aqua dest.
RIPA-Lysepuffer:

- 150,0 pl RIPA-Puffer
- 1,5 ul Halt Protease Inhibitor Cocktail
- 1,5l 0,5 M EDTA

Lammli-Puffer:

- 44ml 0,5 M TRIS (pH 6,8)
- 44ml Glycerol

- 22ml 20 % SDS

- 05ml 1 % Bromphenolblau
- 345ml PBS

- 23ml 2-ME

2.1.6 Verwendete Leishmanien-Stamme, Zelllinien und Versuchstiere
Zur Infektion der BMDM wurde der virulente L. m. Stamm (MHOM/IL/81/FE/BNI)
verwendet. Ebendieser wurde urspriinglich von einem israelischen Patienten isoliert, wel-

cher an kutaner Leishmaniose erkrankt war [23].

Der L929-Uberstand wurde mit L929-Fibrobasten gewonnen, welche bei der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) als murine Bindege-
websfibroblasten L929 katalogisiert sind (DSMZ-Nummer: ACC 2).

Fur die Generierung von BMDM wurden Stammzellen (SZ) aus den Ober- und Unter-
schenkelknochen 7 bis 10 Wochen alter weiblicher BALB/c-Mé&use gewonnen. Die

BALB/c-Mause wurden von Charles River Laboratories erworben.
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2.1.7 Software

Name Anbieter
ETomo/IMOD Boulder Laboratory
Excel 2013 Microsoft

ImageJ 1.49¢g NIH

IrfanView 4.33 Irfan Skiljan

NIS Elements 3.22.11 Nikon

SerialEM Boulder Laboratory
SPSS 20.0.0 IBM

Word 2013 Microsoft

Tabelle 7: Liste der verwendeten Programme.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Kultivierung von L. m. Promastigoten

Der zuvor beschriebene virulente L. m. Stamm (MHOM/IL/81/FE/BNI) wurde zur In-
fektion der BMDM verwendet. Zur Passage dieses L. m. Stamms wurden 5 x 108 L. m.
Promastigoten subkutan in die Schwanzwurzel einer BALB/c-Maus gespritzt. Dieser
Vorgang wurde bei der Regierung von Unterfranken ordnungsgemal angezeigt (Geneh-
migungsnummer: 55.2-2531.01-26/12).

Nach ca. 8 Wochen wurde die entstandene Hautl&sion entnommen und durch ein Zell-
sieb getrieben. Nach dreimaligem Waschen in PBS (1. Zentrifugation: 120 x g ftr 10 min
bei 21 °C; 2. Zentrifugation: 450 x g fir 10 min bei 21 °C; 3. Zentrifugation: 3.000 x g
fir 10 min bei 21 °C) wurde das Zellpellet in 8 ml RPMI-Medium resuspendiert. VVon
dieser Zellsuspension wurden jeweils 100 pl auf eine 96-Loch-Blutagarplatte verteilt
(Anfangspassage) und bei 27 °C und Kohlenstoffdioxid (CO2)-Gehalt von 5 % inkubiert.
Nach einer Woche wurden die Promastigoten 1 : 5 auf eine neue 96-Loch-Blutagarplatte
mit frischen RPMI-Medium passagiert und bei 27 °C und 5 % CO- kultiviert. Damit die
Virulenz der Promastigoten auch nach mehrwdchiger Inkubation im Brutschrank gewahr-
leistet werden konnte, wurden diese alle 8 Wochen durch Infektion einer neuen BALB/c-

Maus passagiert.
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2.2.1.2 Ernte und Bestimmung der Zellzahl von L. m. Promastigoten

Vier Tage nach Passage befinden sich die Promastigoten in der stationdren Phase. Zu
diesem Zeitpunkt wurden sie von der Blutagarplatte abgeerntet und in ein 50 ml Zentri-
fugenréhrchen Gberflhrt. Das Volumen des Zentrifugenrohrchens wurde mit PBS auf
20 ml aufgefillt. Nach einmaligem Waschen mit 20 ml PBS (Zentrifugation: 3.000 x g
fir 10 min bei Raumtemperatur [RT]) wurde das Zellpellet in 10 ml komplettem RPMI-
Medium resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer (Kammertiefe 0,02 mm) in einer 1 : 20 Verdinnung in PBS durch Auszéh-
len von 4 GroRquadraten. AnschlieBend wurde die Zellzahl auf 3 x 10° Promastigoten
pro ml eingestellt.

2.2.1.3 Kultivierung und Gewinnung des Uberstands von L929-Zellen

Die murine Bindegewebsfibroblastenzelllinie L929 wurde von der DSMZ erworben.
Aus deren Uberstand wurde der fiir die Ausdifferenzierung von SZ zu BMDM essenzielle
Monozytenkolonien-stimulierende Faktor (englisch: macrophage colony-stimulating fac-
tor, M-CSF) gewonnen. Dazu wurde eine in flissigem Stickstoff gelagerte Subkultur im
37 °C warmen Wasserbad angetaut, mit 1 ml angewarmtem DMEM fir L929-Zellen ver-
setzt und vollends aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen in 8 ml warmes DMEM
uberfuhrt und bei 70 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet
in 30 ml DMEM resuspendiert und in eine 75 cm? Zellkulturflasche tberfuhrt. Die Zellen
der 1. Passage wurden bei 37 °C und 5 % CO> fur 2 Tage inkubiert. Nach dieser Zeit
waren die Zellen zu ca. 80 % konfluent, sodass die Kultur gesplittet werden konnte. Hier-
fur wurden die L929-Fibroblasten mit einem Zellschaber abgeschabt und in DMEM re-
suspendiert. Anschlielend wurde die Zellsuspension im Verhaltnis 1 : 10 passagiert, dazu
wurde zu 3 ml der Zellsuspension 27 ml neues DMEM gegeben. Die Passagen wurden in
75 cm? Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert.

Nach 4 Tagen waren die Zellen zu ca. 90 % konfluent und konnten mithilfe eines Zell-
schabers aus den Zellkulturflaschen abgeerntet und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
tiberfiihrt werden. Nach Zentrifugation mit 300 x g fiir 10 min bei 4 °C wurde der Uber-
stand abgekippt und das Pellet in 2 ml DMEM resuspendiert. Die Bestimmung der Le-

bendzellzahl erfolgte in einer 1 : 10 Verdiinnung in Trypanblau mittels einer Neubauer-
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Zahlkammer (Kammertiefe 0,1 mm). Die Zellzahl wurde auf 1 x 10° Zellen pro ml mit
DMEM eingestellt. Jeweils 30 ml der Suspension wurden in eine neue 75 cm? Zellkultur-
flasche bzw. 7,5 ml in eine 25 cm? Zellkulturflasche tberfuhrt. Es folgte eine Inkubation
bei 37 °C und 5 % CO; flir 10 Tage.

Nach Inkubation von 10 Tagen wurde der Uberstand aus den Zellkulturflaschen abge-
nommen und mit einem Filter (PorengréBe 0,2 um) steril filtriert. Der Uberstand wurde
anschlieBend in 50 ml Zentrifugenréhrchen aliquotiert und bis zur Verwendung bei
-20 °C aufbewahrt.

2.2.1.4 Generierung von BMDM aus SZ

Die Generierung von BMDM aus murinen SZ erfolgte nach einem modifizierten Pro-
tokoll, welches urspringlich von Schleicher und Bogdan publiziert wurde [24]. Hierfur
wurde eine weibliche BALB/c-Maus im Alter von 7 bis 10 Wochen durch zervikale
Dislokation get6tet. Anschlieend wurden beide Ober- und Unterschenkelknochen aus
dem Becken herausprépariert. Nach sorgféltiger Entfernung von Muskeln, Sehnen und
Bindegewebe wurden die Knochen in eine Petrischale mit sterilem PBS gelegt und an-
schlielend in 70 % Ethanol desinfiziert. Unter der Sterilbank erfolgte die Er6ffnung der
Rohrenknochen, indem die knochenmarksarmen Enden mit einer Préparationsschere ent-
fernt wurden. Das Knochenmark wurde mit einer 23 G Kandle auf einer 1 ml Spritze mit
kaltem komplettem RPMI-Medium ausgespult und in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen
aufgefangen. Nach einem Zentifugationsschritt mit 300 x g fiir 10 min bei 4 °C wurden
die SZ mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und nochmals bei 300 x g fir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 10 ml kaltem konditioniertem DMEM
aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Verdinnung von 1 : 10 in
Trypanblau mittels einer Neubauer-Zahlkammer (Kammertiefe 0,1 mm). Die Zellzahl
wurde mit konditioniertem DMEM auf 1,2 x 10° Zellen pro ml eingestellt. Damit die SZ
sich zu BMDM ausdifferenzieren konnten, wurden jeweils 8 ml der Zellsuspension auf
eine Suspensionsplatte (100/20) ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; fiir 6 Tage inku-
biert.
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2.2.1.5 Infektion von BMDM mit L. m. Promastigoten

Nach 6 Tagen Inkubation unter den zuvor beschriebenen Bedingungen wurden die
BMDM von den Suspensionsplatten abgeerntet. Die verwendeten Suspensionsplatten
bieten den Vorteil, dass sich die BMDM zwar am Boden anheften, wodurch das Kultur-
medium vorsichtig abgesaugt werden kann, aber durch die spezielle Beschichtung der
Suspensionsplatten kdnnen die BMDM trotzdem nach 10-mindtiger Inkubation auf Eis
mit einem Zellschaber von den Suspensionsplatten abgeerntet werden. Um die BMDM
abzuernten, wurde das alte DMEM von den Suspensionsplatten vorsichtig abgesaugt und
10 ml kaltes PBS hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Platten fur 10 min auf Eis ge-
stellt. Danach wurden die BMDM vorsichtig mit einem Zellschaber abgeschabt und in
ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Nach Zentrifugation bei 300 x g fiir 10 min bei
4 °C wurden die Zellen mit 20 ml kaltem RPMI-Medium gewaschen und nochmals bei
300 x g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde mit 10 ml
kaltem komplettem RPMI-Medium resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte in
einer Verdinnung von 1 : 20 in Trypanblau mittels einer Neubauer-Zahlkammer (Kam-
mertiefe 0,1 mm). Die Zellzahl wurde mit komplettem RPMI-Medium auf 2 x 10° Zellen
pro ml eingestellt. Dann wurden jeweils 46 ml in eine 100/20 Suspensionsplatte, 16,6 ml
in eine 60/15 Suspensionsplatte, bzw. 5,7 ml der Zellsuspension in eine 35/10 Suspensi-
onsplatte Gberfihrt und bei 37 °C und 5 % CO- flir 4 h inkubiert, damit sich die BMDM
an den Boden der Suspensionsplatten anheften konnten, was die spétere Infektion erleich-

tern sollte.

In der Zwischenzeit wurden die L. m. Promastigoten, wie zuvor erdrtert, abgeerntet
und auf eine Zellkonzentration von 3 x 10® Promastigoten pro ml eingestellt. Zur Infek-
tion der BMDM wurde das Medium vorsichtig von den Suspensionsplatten abgesaugt
und durch das gleiche Volumen an Promastigotensuspension ersetzt. Bei Kontrollzellen,
welche nicht infiziert wurden, wurde das Medium durch die gleiche Menge komplettes
RPMI-Medium ersetzt. AnschlieRend wurden infizierte und uninfizierte BMDM fur die
gleiche Zeit bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
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2.2.1.6 Autophagieinduktion in nicht-infizierten BMDM

BMDM wurden, wie oben beschrieben, generiert, inkubiert und von Zellsuspensions-
platten abgeerntet. Nach dem zuvor beschriebenen 4-stindigen Inkubationsschritt wur-
den, damit sich die BMDM an den Boden der Suspensionsplatten anheften, die Zellen zur
Autophagieinduktion entweder in HBSS fir 1 h oder in komplettem RPMI-Medium mit
500 nM Rapamycin fir 1 h inkubiert. Sowohl die Inkubation in HBSS als auch die Be-
handlung mit Rapamycin sind bekannte und oft verwendete Methoden, um Autophagie

in Zellen zu induzieren [12].

2.2.2 Lichtmikroskopie
2.2.2.1 Bestimmung der Infektionsrate in L. m.-infizierten BMDM

Nachdem BMDM, wie oben beschrieben mit L. m. Promastigoten infiziert wurden,
wurden diese in einem Zeitraum von 0,5 h bis 48 h inkubiert. Die Infektionsrate wurde
nach 0,5h; 1 h; 2h; 4h; 10 h; 24 h; 27 h; 30 h und 48 h mittels Lichtmikroskopie be-
stimmt. Im Einzelnen wurden die L. m.-infizierten BMDM nach besagter Zeit abgeerntet,
indem die Suspensionsplatte fiir 10 min auf Eis gestellt wurde und die Zellen mit einem
Zellschaber abgeschabt wurden. Die Zellsuspension wurde dann in ein Zentrifugenrohr-
chen Uberfihrt. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension in einen Cytospin-
Trichter pipettiert und mittels einer Shandon Cytospin3 bei 1 500 min™* fiir 5 min zentri-
fugiert. Durch die Zentrifugation wurden die Zellen auf einem Objekttrager fixiert. Im
Anschluss wurden die Objekttrager mit dem Diff-Quik Kit nach Anleitung des Herstellers
fixiert und gefarbt.

Die fixierten Objekttrager wurden im Anschluss mit einem Eclipse 50i Lichtmikro-
skop untersucht. Mit der NIS Elements Software konnten digitale Bilder der L. m.-infi-
zierten BMDM erstellt werden. Pro Zeitpunkt wurden 50 BMDM untersucht und die An-
zahl der intrazellularen Leishmanien gezéhlt. Die Infektionsrate wurde anhand der durch-
schnittlichen Anzahl intrazellul&rer Parasiten pro Zelle bestimmt. Signifikanzen zwischen
den einzelnen Ansétzen wurden durch zweiseitige t-Tests mittels SPSS Version 20.0.0
bestimmt. Die Normalverteilung der Stichproben wurde durch einem Kolmogorow-
Smirnow-Test in SPSS Version 20.0.0 bestatigt. Ein Unterschied in den Infektionsraten

galt ab einem p-Wert < 0,05 als signifikant.
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2.2.2.2 Bestimmung des Nukleus-Kinetoplast-Abstands in L. m.-infizierten BMDM

Wie Dbei der Bestimmung der Infektionsrate wurden BMDM mit L. m. Promastigoten
infiziert und zu den beschriebenen Zeitpunkten abgeerntet. Anschliefend wurden die Pro-
ben, wie oben beschrieben durch Zentrifugation auf Objekttragern fixiert und mit dem
Diff-Quik Kit nach Anleitung des Herstellers fixiert sowie geféarbt. Zusétzlich wurden
auch Promastigoten ohne BMDM (= Zeitpunkt 0) auf Objekttrager fixiert und mit dem
Diff-Quik Kit fixiert und gefarbt.

Analog zur Bestimmung der Infektionsrate wurden die fixierten Objekttrager mit ei-
nem Eclipse 50i Lichtmikroskop untersucht und mit der NIS Elements Software konnten
digitale Bilder der L. m.-infizierten BMDM gemacht werden. Flr jeden Zeitpunkt wurden
50 intrazellulare Parasiten untersucht, mit Ausnahme des Zeitpunkts 0, hier wurden 50
Promastigoten analysiert, da es sich um eine reine Leishmanienprobe ohne BMDM han-
delt. Der Nukleus-Kinetoplast-Abstand wurde anhand des durchschnittlichen Abstands
zwischen diesen beiden leishmanialen Organellen bestimmt. Signifikanzen zwischen den
einzelnen Ansatzen wurden durch zweiseitige t-Tests mittels SPSS Version 20.0.0 be-
stimmt. Die Normalverteilung der Stichproben wurde durch einem Kolmogorow-
Smirnow-Test in SPSS Version 20.0.0 bestatigt. Ein Unterschied im Nukleus-Kineto-
plast-Abstand galt ab einem p-Wert < 0,05 als signifikant.

223 TEM
2.2.3.1 Einbettung der Proben fur TEM

Fir ultrastrukturelle Untersuchungen mit dem Transmissionselektronenmikroskop
wurden L. m.-infizierte BMDM und uninfizierte Kontrollen sowie BMDM, bei denen
durch HBSS oder Rapamycin Autophagie induziert wurde, eingebettet. Die Zellen wur-
den, wie bereits beschrieben, behandelt. L. m.-infizierte BMDM und uninfizierte Kon-
troll-BMDM wurden in einem Zeitraum von 0,5 h bis 24 h bei 37 °C und 5 % CO> inku-
biert. BMDM, bei welchen Autophagie induziert wurde (durch HBSS oder Rapamycin),
wurden fur 1 h bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert. Nach Inkubation wurden die Suspensi-
onsplatten fir 10 min auf Eis gestellt und anschlieRend mit einem Zellschaber abgeerntet
und in ein Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 600 x g fiir 5 min bei

RT wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml 2,5 % gepuffertem
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Glutaraldehyd resuspendiert und tUber Nacht bei 4 °C fixiert. AnschlieRend wurden die
Proben fiinfmal mit jeweils 0,5 ml 50 mM Cacodylatpuffer fiir 3 min bei RT gewaschen.
Zwischen jedem Waschschritt wurden die Proben bei 600 x g fiir 5 min bei RT zentrifu-
giert. Im Anschluss wurden die Ansatze fur 120 min bei RT in je 0,2 ml 2 % gepuffertem
Osmiumtetroxid fixiert. Es folgten 5 Waschschritte mit je 0,5 ml Aqua dest. fur je 3 min
bei RT. Zwischen jedem Waschschritt wurden die Proben bei 1 600 x g fir 5 min bei RT
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen tber Nacht bei 4°C in je 0,1ml 0,5%
Uranylacetat kontrastiert. Die Proben wurden nach der Kontrastierung wieder fiinfmal
mit je 0,5 ml Aqua dest. fiir je 3 min bei RT gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt
wurden die Proben bei 1 600 x g fur 5 min bei RT zentrifugiert. Nach dem letzten Wasch-

schritt wurden die Zellen in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.

Die genaue Vorgehensweise ist der untenstehenden Tabelle aufgefiihrt:

Ausfuhrung Substanz Volumen | Inkubation Zentrifugation

1x Dehydrierung | 50 % Ethanol | 0,5 ml 30 min; 4°C | 1600 x g; 5 min;
4°C

1x Dehydrierung | 70 % Ethanol | 0,5 ml 30 min; 4°C | 1600 x g; 5min;
4°C

1x Dehydrierung | 90 % Ethanol | 0,5 ml 30 min; 4°C | 1600 % g; 5 min;
4°C

1x Dehydrierung | 96 % Ethanol | 0,5 ml 30 min; 4°C | 1600 x g; 5min;
4°C

2x Dehydrierung | 100 % Ethanol | 0,5 ml 30 min; 4°C | 1600 % g; 5 min;
4°C

1x Dehydrierung | 100 % Ethanol | 0,5 ml 30 min; RT 1600 x g; 5 min;
RT

2x Dehydrierung | Propylenoxid | 0,5 ml 30 min; RT 1600 x g; 5 min;
RT

Tabelle 8: Dehydrierungsschritte von Zellen zur Einbettung in Epon.

AnschlieBend wurden die Zellen in Einbettungsformen tberfuhrt und in einem Ge-

misch aus 50 % Epon und 50 % Propylenoxid Gber Nacht bei RT inkubiert. Am néchsten
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Tag wurde dieses Gemisch vorsichtig abgenommen und durch reines Epon ersetzt. Die
Proben wurden anschlieBend erneut iber Nacht bei RT inkubiert. Im Weiteren erfolgte

die Polymerisation des Epons bei 60 °C flr 3 Tage.

Nach dieser Zeit konnten die ausgeharteten Eponstifte mit dem Zellpellet in der Spitze
der Einbettungsformen aus den Formen herausgeschnitten werden. Danach wurden diese
Stifte von den Mitarbeitern der ,,Imaging Core Facility* der Universitit Wiirzburg mit
einem Mikrotom in 100 nm dicke Schnitte geschnitten und mit Uranylacetat und Bleizit-

rat nachkontrastiert.

2.2.3.2 Erstellung eines semiquantitativen Scores zur Autophagiemessung

Zu den morphologischen Charakteristika der Autophagie zéhlen eine erhéhte Vakuo-
lisierung des Zytoplasmas sowie das intrazelluldare Auftreten von myelinahnlichen Struk-
turen (englisch: myelin-like structures, MLS) und Autophagosomen [12, 18, 25-29]. So-
wohl die Vakuolisierung des Zytoplasmas als auch das Auftreten von MLS kdnnen her-
vorragend in einem Transmissionselektronenmikroskop beobachtet werden, weshalb an-
hand dieser beiden Parameter ein semiquantitativer Score (im Nachfolgenden als totaler
Autophagiescore bezeichnet) entwickelt wurde, um den Grad der Autophagieinduktion
in der jeweiligen Probe zu messen und mit anderen Proben vergleichen zu kdnnen. An-
hand der Vakuolisierung des Zytoplasmas wurden Punkte zwischen 0 und 3 entsprechend
des Grads der Vakuolisierung vergeben. Der Score 0 wurde vergeben, wenn 0 % — 25 %
der Flache des Zytoplasmas vakuolisert waren. Der Score 1 wurde bei 26 % — 50 %,
Score 2 bei 51 % — 75 % und Score 3 entsprechend bei 76 % — 100 % Vakuolisierung des
Zytoplasmas. Fir das intrazelluldre Auftreten von MLS wurde ein zusétzlicher Score-

punkt vergeben, sodass der maximal erreichbare totale Autophagiescore bei 4 lag.

Um die Autophagieinduktion in infizierten und uninfizierten Makrophagen sowie
BMDM, bei denen Autophagie mit HBSS oder Rapamycin induziert wurde, mittels tota-
lem Autophagiescore vergleichen zu konnen, wurden Ubersichtsbilder bei 1 600 x Ver-
groRerung mit einen Zeiss EM900 Transmissionselektronenmikroskop gemacht. VVon je-
dem Praparat wurden 50 individuelle BMDM durch den zuvor beschriebenen totalen Au-

tophagiescore bewertet. Die statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Proben
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wurde durch einen Wilcoxon-Mann-Whitney-Test mit SPSS Version 20.0.0 gepriift. Eine
statistische Signifikanz wurde ab einem p-Wert < 0,05 angenommen.

2.2.3.3 Elektronentomografie

Um die Interaktionen zwischen Parasit und Wirtszelle besser untersuchen zu kénnen,
wurden die TEM-Préparate (s. 0.) von L. m.-infizierten BMDM nochmals von den Mit-
arbeitern der ,,Imaging Core Facility der Universitdt Wiirzburg mit einem Mikrotom in
250 nm dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden anschlieBend mit 2,5 %
Uranylacetat in Ethanol fir 15 min und dann mit Bleizitrat fur 10 min inkubiert. Im An-
schluss wurden die Praparate mit Kohlenstoff beschichtet und mit 12 nm groRen Gold-
kornchen behandelt. Da es sich bei den Goldkdrnchen um elektronendichtes Material
handelt, erscheinen diese im Transmissionselektronenmikroskop mit hohen Kontrast.
Demgemal kénnen die Goldkérnchen spater als Ansatzpunkte genutzt werden, um die
einzelnen TEM-Aufnahmen zu einem Tomogramm zusammenzufiigen. Flr die Tomo-
grafie wurden Bilder von +70° bis -70° Neigung in 1° Schritten in einem JEM-2100
Transmissionselektronenmikroskop aufgenommen. Fir diese Aufnahmen wurde die frei-
verfiigbare SerialEM Software benutzt. Um die Bilder zu einem dreidimensionalen To-
mogramm zu rekonstruieren, wurde die ebenfalls freiverfligbare ETomo/IMOD Software
eingesetzt. Die zeitaufwendige Rekonstruktion der Tomogramme wurde freundlicher-
weise von Ana Marcu (SFB 630; Teilprojekt B3: Projektteil Schurigt; Universitat Wirz-
burg) tbernommen. Mithilfe der freienverfligbaren Software ImageJ Version 1.49g konn-

ten die Tomogramme in Videos (mp4-Dateien) umgewandelt werden.

2.2.4 Transkriptomanalysen

2.2.4.1 Isolation von RNA aus L. m.-infizierten BMDM

Fir die Hybridisierung von Affymetrix Microarrays wurde RNA aus L. m.-infizierten
und nicht-infizierten BMDM isoliert, die fiir 24 h inkubiert wurden. Die RNA-Isolation
erfolgte mittels RNeasy Mini Kit. Dazu wurde das Kulturmedium von den Suspensions-
platten vorsichtig abgenommen und anschlielend 600 pl Buffer RTL (aus RNeasy Mini
Kit) pro Platte hinzugegeben, um die Zellen zu lysieren. Die Lysate wurden dann in
QIlAshredder spin Sdulchen (aus QIAshredder Kit), welche in 2 ml Reaktionsgefalen
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steckten, uberfiihrt und bei 12 100 x g fiir 2 min bei RT zentrifugiert, um die Lysate zu
homogenisieren. Anschliefend wurde das Saulchen verworfen und zum Durchfluss wur-
den 600 pl 70 % Ethanol hinzugeben. Die Proben wurden durch Pipettieren gemischt.
Danach wurden die Proben jeweils in ein RNeasy spin Sdulchen (aus RNeasy Mini Kit),
welche ebenfalls in 2 ml ReaktionsgeféaRen steckten, tberfiihrt und bei 12 100 x g fiir 15 s
bei RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und es wurden 350 pl Buffer RW1
(aus RNeasy Mini Kit) zu jedem RNeasy spin Saulchen hinzugefugt. Nach einer Zentri-
fugation bei 12 100 x g fir 15 s bei RT wurde der Durchfluss verworfen. Zum Verdau
von DNA wurden 80 ul DNase | incubation mix (aus RNase-Free DNase Set) auf jede
RNeasy spin Membran gegeben und fur 15 min bei RT inkubiert. Nach Inkubation wur-
den zu jeder Probe nochmals 350 ul Buffer RW1 hinzugefiigt und die Proben bei
12 100 x g fur 15 s bei RT zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss wieder verworfen
wurde, wurden zu jedem Ansatz 500 ul Buffer RPE (aus RNeasy Mini Kit) gegeben und
bei 12 100 x g fur 15 s bei RT zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Durchfluss
erneut verworfen. Es wurden dann 500 pl Buffer RPE zu jeder Probe hinzugefiigt und bei
12 100 x g fur 2 min bei RT zentrifugiert. Anschliefend wurde der Durchfluss wieder
verworfen und es wurde 50 pl ribonukleasefreies Wasser (aus RNeasy Mini Kit) direkt
auf die RNeasy spin Membran gegeben und die Réhrchen bei 12 100 x g fir 1 min bei
RT zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde nochmals wiederholt und der Durchfluss in
ribonukleasefreien Reaktionsgefalen zu je 20 ul aliquotiert. Die RNA-Konzentration
wurde flr jede Probe mit einem NanoDrop 1000 bestimmt. Die Aliquots wurden bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.4.2 Hybridisierung von Affymetrix Microarrays

Durch den Einsatz von Microarrays kann die Expression einer Vielzahl von Genen in
sehr wenig Probenmaterial untersucht werden. Auf den Microarrays befinden sich spezi-
elle Sonden, welche eine definierte DNA-Sequenz erkennen, wodurch die gebundene
DNA identifiziert werden kann. Damit diese Sequenzen erkannt werden kénnen, wird
RNA in komplementare DNA (englisch: complementary DNA, cDNA) durch das Enzym

reverse Transkriptase synthetisiert. Je mehr cDNA von den entsprechenden Sonden er-
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kannt wird, desto mehr Boten-RNA (englisch: messenger RNA, mRNA) ist in der jewei-
ligen Probe vorhanden. Durch den Vergleich mit Kontrollproben kann nun eine Aussage

tiber die Anderung der Genexpression abgeleitet werden.

Die Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Microarrays wurden durch die Mit-
arbeiter der Microarray-Gruppe der ,,Core Unit SysMed*“ des Universitatsklinikums
Wirzburg hybridisiert. Zuvor wurde die verwendete RNA auf Degradierung geprift.
Dazu wurde die RNA-Integritatszahl (englisch: RNA integrity number, RIN) fir jede
Probe mit einem Bioanalyzer 2100 bestimmt. Die bestimmten RINSs lagen in einem Be-
reich von 8,8 bis 9,5; wobei 10,0 die hochstmoégliche RIN ist. Die Affymetrix Microarrays
wurden mit 100 ng RNA hybridisiert. Zuvor wurde die verwendete RNA in vitro transkri-
biert und mit dem IVT-Express Kit mit Biotin markiert. Die Signale der Affymetrix
Microarrays wurden mit einem GeneChip Scanner 3000 7G ausgelesen. Um eine
Kreuzhybridisierung mit dem Transkriptom der Parasiten zu vermeiden, wurden RNA-
Sequenzen, welche eine Homologie mit dem Genom von L. m. aufweisen, aus der Ana-
lyse ausgeschlossen [30]. Die Hybridisierung der Affymetrix Microarrays wurde von
Margarete Gobel, der Vergleich der RNA-Sequenzen auf Homologien zwischen L. m.
und Maus wurde von Dr. Claus J. Scholz sowie Dr. Heike Weber (alle Microarray-

Gruppe) durchgefuhrt.

2.2.4.3 Bioinformatische Aufbereitung der Microarray-Daten

Die gewonnen Rohdaten aus der Hybridisierung der Affymetrix Microarrays wurden
von Dr. Claus J. Scholz und Dr. Heike Weber (beide Microarray-Gruppe) bioinforma-
tisch aufbereitet. Ebendiese Aufbereitung der Daten wurde kirzlich in der Literatur be-
schrieben [7].

2.2.5 Western-Blot-Analysen
2.2.5.1 Gewinnung von Proteinlysaten

Zur Gewinnung von Proteinlysaten wurden L. m.-infizierte und nicht-infizierte Kon-
troll-BMDM fur 24 h bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Zudem wurden uninfizierte
BMDM fir 1 h bei 37 °C und 5 % CO- in HBSS inkubiert. Fir Proteinlysate, welche fir

den LC3B Western Blot verwendet wurden, wurden die Proben 1 h vor Lyse mit 100 nM
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Baf Al, welches in DMSO gel6st wurde, behandelt. Die Behandlung der Zellen mit
Baf Al bewirkt, dass die Ans&uerung des autophalysosomalen/lysosomalen Kompart-
ments verhindert wird und somit die Degradation von LC3B inhibiert wird. Kontrollen
wurden 1 h vor Lyse mit DMSO behandelt. AnschlieRend wurde das Kulturmedium vor-
sichtig abgenommen und die Zellen wurden mit Lysepuffer lysiert. Fir LC3B Western
Blots wurden 10° BMDM mit 31,5 pl Lammli-Puffer lysiert. Fir eine 60/15 Suspensi-
onsplatte mit 3,32 x 108 BMDM ergibt sich eine Menge von 105 pl Lammli-Puffer zum
Lysieren der Zellen. Alle weiteren Proben wurden mit RIPA-Lysebuffer lysiert. Laut An-
leitung des Herstellers sollen auf eine Petrischale mit 100 mm Durchmesser 400 pl RIPA-
Lysebuffer zum Lysieren der Zellen gegeben werden. Daraus ergibt sich fiir eine 60/15
Suspensionsplatte mit 60 mm Durchmesser ein VVolumen von 144 ul. Dazu wurden noch
nach Anleitung des Herstellers jeweils 1,5 ul EDTA bzw. Halt-Proteaseinhibitor-Cocktail
gegeben, wodurch sich ein Gesamtvolumen von 147 ul pro 60/15 Suspensionsplatte
ergibt. Proben, welche mit Lammli-Puffer lysiert wurden, wurden anschliefend in 1,5 ml
ReaktionsgefaRe tberfuhrt und bei 95 °C fur 5 min erhitzt. Das Lysat wurde nun mit einer
27 % G Kanlle auf einer 1 ml Spritze funfmal auf und ab gezogen, um die DNA im Lysat
zu zerschneiden. Jeweils 24 pl Lysat wurden in Reaktionsgefdlien aliquotiert und bei
-20 °C bis zur Verwendung gelagert. Zellen, welche mit RIPA-Lysepuffer behandelt wor-
den waren, wurden vor dem Abernten fiir 10 min auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden
die Lysate in QlAshredder Saulchen tberfihrt und bei 12 100 x g fur 2 min bei RT zent-
rifugiert, um die Lysate zu homogenisieren. Jeweils 20 pl Lysat wurden in Reaktionsge-
falen aliquotiert und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert. La&mmli-Puffer Proben
konnten direkt aufgetaut und bei 95 °C fur 5 min denaturiert werden, bevor sie auf die
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (englisch: polyacrylamide gel electrophoresis;
PAGE)-Gele geladen worden sind, da der Probenpuffer schon enthalten war. Die RIPA-
Puffer-Proben mussten vor Beladung der Gele mit jeweils 5 pl 5x SDS-Probenpuffer ge-
mischt und ebenfalls bei 95 °C fiir 5 min denaturiert werden.

2.2.5.2 Herstellung der SDS-PAGE-Gele
Fur die SDS-PAGE wurden Polyacrylamidgele mit einer Dicke von 1 mm gegossen.
Dazu wurde das 12 %-ige Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen. Sobald das

Trenngel auspolymerisiert war, konnte das Sammelgel iber dieses gegossen werden. Fur
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die spateren Banden wurden Kdmme mit 10 Zinken in das noch flissige Sammelgel ge-
steckt, sodass spéater pro Gel 10 Taschen fiir die Lysate entstanden. Die K&mme wurden
nach Polymerisation des Sammelgels gezogen und die Taschen mit 1x SDS-Laufpuffer

ausgespult.

2.2.5.3 Aufbau und Durchfiihrung der Western Blots

Ein SDS-PAGE-Gel wurde pro Tasche mit jeweils 20 ul Lysat beladen. Zur GroRen-
bestimmung wurde eine Tasche mit einem Page ruler prestianed protein ladder GroRen-
marker beladen. Jeweils 2 Gele wurden in eine Mini-PROTEAN Tetra Cell Elekropho-
rese eingespannt. Diese wurde dann mit 1x SDS-Laufpuffer, wie vom Hersteller vorge-
schrieben, befllt. Fur den Durchlauf der Proben durch das Sammelgel wurde eine Span-
nung von 60 V angelegt. Sobald die Proben das Trenngel erreicht hatten, wurde die Span-
nung auf 100 V erhdht. Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele in Sandwich-Tech-
nik in eine mit Western-Blot-Transferpuffer befillte Blotkammer eingespannt. Die Pro-
teine wurden im Anschluss mittels Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran mit ei-
ner Stromstarke von 250 mA fir 1 h bei RT geblottet. Der Proteintransfer auf die Memb-
ran wurde durch Farben in Ponceau S Uberpruft. Die Membranen wurden anschlieRend in
50 ml 5 % BSA (iber Nacht bei 4 °C unter leichter Bewegung (ca. 70 min™) inkubiert.
Das BSA wurde in TBS-T gelost. Daraufhin wurden die Membranen mit dem Primaran-
tikorper, welcher in TBS-T verdunnt wurde, tiber Nacht bei 4 °C unter kontinuierlicher
Bewegung (ca. 70 min) inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen fiinfmal in
50 ml TBS-T auf einem Schiitteltisch (ca. 400 min™) gewaschen. Danach erfolgte die In-
kubation der Membranen im Sekundéarantikorper fur 1 h bei RT unter kontinuierlicher
Bewegung (ca. 70 min™). Die verwendeten Sekundarantikérper waren mit HRP konju-
giert, welche durch kurze Inkubation in Immobilon Western HRP Substrat und einem
ImageQuant LAS 4000 Imager sichtbar gemacht werden konnten. Die Bandenstérke der
einzelnen Proben wurde mit ImageJ Verson 1.49s densitometrisch ausgewertet. Fur sémt-
liche Proteine diente ACTB als Ladekontrolle. Jedes Protein wurde daher auf ACTB nor-
malisiert und anschlieBend wurden die densitometrischen Werte als Vielfache der nicht-
infizierten Kontrollproben dargestellt. Die statistische Signifikanz zwischen den Mittel-

werten wurde durch einseitige t-Tests in Excel 2013 getestet. Der einseitige t-Test wurde
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angewendet, da bereits eine VVorannahme aus den Genexpressionsanalysen mittels Affy-
metrix-Microarray-Analysen bestand. Die Normalverteilung der Stichproben wurde
durch einem Shapiro-Wilk-Test in SPSS Version 20.0.0 bestatigt. Da aufgrund des tech-
nischen Aufwandes eine maximale Probenzahl von n = 3 mdglich war, wurde die Nor-
malverteilung mit zuvor genannten Test geprift. Ein Unterschied zwischen den Mittel-
werten galt ab einem p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant.

2.2.6 Herunterregulation der Genexpression mit SiRNA

Um die Auswirkungen von bestimmten Proteinen auf die Infektionsrate von L. m. Pa-
rasiten zu untersuchen, wurde die Expression von ausgewéhlten Proteinen durch spezifi-
sche siRNAs temporér herunterreguliert. Diese Herunterregulation wurde durch Protein-
lysate von transfizierten Proben durch Western-Blot-Analysen bestétigt. Flr die Proteine
ATG5 und UB wurden BMDM direkt nach 6-tdgiger Kultivierung abgeerntet (s. 0.).
Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die BMDM nochmals bei 300 x g fur 10 min bei
4 °C zentrifugiert. Fur die Transfektion wurden 1 x 105 BMDM in 100 ul Mouse Macro-
phage Nucleofector Solution (aus Amaxa Mouse Macrophage Nuclefector Transfection
Kit) gel6st. Zur Transfektion mit entsprechender siRNA wurden pro Transfektionskivette
(aus Amaxa Mouse Macrophage Nuclefector Transfection Kit) 1,14 x 106 BMDM hinzu-
gegeben. Die siRNAs wurden entsprechend der Anleitung des Herstellers in mitgeliefer-
tem ribonukleasefreiem Wasser geldst, sodass eine Konzentration von 10 uM entstand.
Zu jeder Transfektionskuvette wurden 3 pl der jeweiligen siRNA-L&sung gegeben. An-
schlieBend wurden die Zellen mit einem Nucleofector 2b Device und Programm Y-001
transfiziert. Um ein Absterben der BMDM zu verhindern, wurde sofort nach Transfektion
500 ul komplettes RPMI-Medium zu jeder Kivette hinzugegeben und die Kuvette auf
Eis gestellt. Die transfizierten BMDM wurden in 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfthrt
und die Kiivetten nochmals mit 500 pl komplettem RPMI-Medium ausgespult. Anschlie-
Rend wurden die Zellen wieder in einer Konzentration von 2 x 10° BMDM pro ml auf die
Suspensionsplatten ausgesat. Nach einer Inkubation von 4 h bei 37 °C und 5 % CO., wur-

den die BMDM, wie bereits beschrieben, infiziert.

Fir die Proteine BNIP3 und CTSE wurden BMDM kultiviert und infiziert. 20 h nach

Infektion wurden die infizierten Makrophagen abgeerntet und mit der entsprechenden

33



siRNA transfiziert (s. 0.). Bei allen Proben wurde 48 h nach Infektion die Infektionsrate
bestimmt (s. 0.), um die Auswirkungen der Herunterregulation der Genexpression auf die
Infektionsraten zu beobachten. Zudem wurden 6 h, 12 h und 24 h nach Transfektion Pro-
teinlysate abgeerntet, mit denen die Herunterregulation mit Western-Blot-Analysen auf

Proteinebene bestatigt wurde (Abbildung S1; siehe Anlage).

2.2.7 Statistische Methoden

Zur Testung der statistischen Signifikanz wurden in dieser Arbeit verschiedene statis-
tische Verfahren verwendet, welche im Folgenden aufgefihrt sind. Aufgrund der Ver-
wendung verschiedener statistischer Testverfahren wird zusatzlich im jeweiligen Kapitel
kurz auf die statistische Auswertung eingegangen.

Fur die Prifung der statistischen Signifikanz des totalen Autophagiescores der einzel-
nen Proben wurde ein Wilcoxon-Mann-Whitney-Test benutzt. Die Berechnung des Wil-
coxon-Mann-Whitney-Test wurde mit SPSS Version 20.0.0 durchgefuhrt (s. Kapitel

,»2.2.3.2 Erstellung eines semiquantitativen Scores zur Autophagiemessung™).

Die statistische Signifikanz der Infektionsraten und der Nukleus-Kinetoplast-Abstéande
wurde durch einen zweiseitigen t-Test mit SPSS Version 20.0.0 gepruft. (s. Kapitel
»2.2.2.1 Bestimmung der Infektionsrate in L. m.-infizierten BMDM* und ,,2.2.2.2 Be-
stimmung des Nukleus-Kinetoplast-Abstands in L. m.-infizierten BMDM*)

Fir die Vergleiche der Densitometrie der einzelnen Western-Blot-Proben wurde ein
einseitiger t-Test zur Prifung der Signifikanz verwendet. Die Berechnung des einseitigen
t-Test wurde mit Excel 2013 durchgefuhrt (s. Kapitel ,,2.2.5.3 Aufbau und Durchfiihrung
der Western Blots®).

Die komplexe bioinformatische Aufarbeitung der aus den Affymetrix Microarrays ge-
wonnen Daten und die Testung der statistischen Signifikanz wurden von Dr. Claus J.
Scholz und Dr. Heike Weber durchgefiihrt (s. Kapitel ,,2.2.4.3 Bioinformatische Aufbe-
reitung der Microarray-Daten®)

Eine statistische Signifikanz wurde sowohl bei dem verwendeten Wilcoxon-Mann-

Whitney-Test als auch bei den t-Tests ab einem p-Wert < 0,05 angenommen.
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Zur Beurteilung eines linearen Zusammenhangs zwischen den densitometischen
LC3B-11 Werten und den totalen Autophagiescores wurde in Excel 2013 der Korrelati-
onskoeffizient R berechnet und ein Korrelationsdiagramm erstellt (s. Kapitel ,,3.1.2 Un-

tersuchung der Autophagieinduktion mit LC3B Western-Blot-Analysen®).
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3 Ergebnisse

3.1 Autophagieinduktion in L. m.-infizierten BMDM

3.1.1 TEM Untersuchungen zur Autophagieinduktion

Zur Untersuchung der Autophagieinduktion in Makrophagen wurden BMDM mit
L. m. Promastigoten infiziert und fur 24 h inkubiert. Zur Kontrolle wurden uninfizierte
BMDM fir die gleiche Zeit inkubiert. Ferner wurden uninfizierte BMDM fiir 1 h in
HBSS, einem Hungermedium, inkubiert. Aufgrund der fehlenden Aminosauren in HBSS
wird in den behandelten Zellen Autophagie induziert, um auf diese Weise die Homgo-
stase der Zelle zu erhalten. Auf3erdem wurde zu uninfizierten BMDM 500 nM Rapamycin
gegeben und anschlieBend fir 1 h inkubiert. Rapamycin fiihrt Gber eine Hemmung der
mechanistic Target of Rapamycin (MTOR)-Kinaseaktivitdt, einem zentralen Regulator

der Autophagie, zur Autophagieinduktion [12, 31].

Die TEM war eine der ersten Methoden, mit der Autophagie untersucht wurde und sie
nimmt bis heute einen sehr hohen Stellenwert in der Untersuchung autophager Prozesse
ein [12]. Zu den wichtigen morphologischen Kennzeichen dieser autophagen Prozesse
zahlen v. a. eine erhohte Vakuolisierung des Zytoplasmas (Abbildung 4C — E) sowie das
vermehrte Auftreten von Autophagosomen (Abbildung 4F — H) und MLS (Abbildung 41
— K). Autophagosomen zeigen sich im Transmissionselektronenmikroskop als doppel-
membrane Strukturen, in denen unter Umstanden Teile des Zytoplasmas oder Zellorga-
nellen enthalten sein kénnen. MLS hingegen sind durch eine multilamellare Struktur ge-
kennzeichnet [12, 18, 25-29]. Anhand des totalen Autophagiescores wurden die verschie-
denen Proben ausgewertet und miteinander verglichen. Es zeigte sich ein hoch signifi-
kanter Unterschied zwischen den totalen Autophagiescores der uninfizierten Proben und
den L. m.-infizierten Proben (Abbildung 5A). Auch ein signifikanter Unterschied zwi-
schen uninfizierten Proben und den Proben, welche mit HBSS oder Rapamycin behandelt
wurden, konnte beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein Unterschied in
den totalen Autophagiescores zwischen L. m.-infizierten Proben und HBSS- bzw. ra-

pamycinbehandelten Proben (Abbildung 5A).
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Abbildung 4: TEM-Aufnahmen von L. m.-infizierten, autophagieinduzierten und uninfizierten BMDM.
(A, B) uninfizierte Kontroll-BMDM; (C — K) BMDM wurden mit (C, F, 1) L. m. Promastigoten infiziert,
bzw. wurden uninfizierte BMDM mit Autophagieinduktoren (D, G, J) Rapamycin oder (E, H, K) HBSS
behandelt. Im Gegensatz zu den (A, B) uninfizierten Kontrollzellen zeigte sich in (C — K) eine Autopha-
gieinduktion, welche durch (C — E) eine vermehrte Vakuolisierung des Zytoplasmas, das vermehrte Auf-
treten von (F — H) Autophagosomen und (I — K) MLS gekennzeichnet ist.

N = Nukleus des Makrophagen; P = Parasit.

Abbildung wurde aus [7] entnommen und anschlieBend modifiziert.
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Abbildung 5: Untersuchungen zur Autophagieinduktion in BMDM.

(A) TEM-Ubersichsbilder von L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM sowie BMDM, bei denen Auto-
phagie durch Rapamycin oder HBSS induziert wurde, wurden mittels des totalen Autophagiescores bewer-
tet. AuRerdem wurde bei diesen Proben das Auftreten von MLS (MLS Haufigkeit) und die Vakuolisierung
des Zytoplasmas (Vakuolisierungsscore) charakterisiert. (B, C) Lysate von L. m.-infizierten und uninfizier-
ten BMDM sowie von BMDM, die in HBSS gehungert wurden, wurden benutzt, um Autophagie mittels
LC3B Antikorper in Western-Blot-Analysen zu untersuchen. Ergebnisse zeigen die Mittelwerte von 3 un-
abhéngigen Experimenten. ACTB diente bei allen Western Blots als Ladekontrolle. (B) Densitometrische
Auswertung von LC3B-I1 in L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM, zusétzlich wurde anhand der den-
sitometrischen Werte von LC3B-1 und LC3B-1l das LC3B-Verhéltnis berechnet. (C) Um den autophagen
Flux in L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM sowie von BMDM, die in HBSS gehungert wurden, zu
untersuchen, wurden diese Proben zusatzlich mit Baf Al behandelt. Zur Kontrolle wurden BMDM mit
DMSO behandelt.

Baf Al = Bafilomycin Al; L. m.-inf. = L. m.-infiziert; n.s. = nicht signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** n <0,001.

Abbildung wurde aus [7] enthommen und anschlieBend modifiziert.
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Auch wenn man nur die Vakuolisierung der BMDM vergleicht, hat sich gezeigt, dass
es einen signifikanten Unterschied zwischen nicht-infizierten und L. m.-infizierten
BMDM gibt. Wie beim totalen Autophagiescore haben infizierte Proben und HBSS- bzw.
rapamycinbehandelte BMDM keinen signifikanten Unterschied aufgewiesen (Abbildung
5A).

Ein ahnliches Bild zeigt sich auch beim Auftreten von MLS. Denn es konnte gezeigt
werden, dass MLS signifikant haufiger bei L. m.-infizierten BMDM als bei uninfizierten
BMDM auftraten. Zudem gab es bei der Haufigkeit der MLS keinen signifikanten Unter-
schied zwischen L. m.-infizierten und autophagieinduzierten (HBSS und Rapamycin)
Proben (Abbildung 5A).

Dieses Ergebnis zeigt, dass L. m.-infizierte BMDM den gleichen Ph&notyp aufweisen
wie BMDM, bei denen Autophagie entweder pharmakologisch (Rapamycin) oder durch
Hungern (HBSS) induziert wurde. Dies liel3 sich nicht nur anhand des totalen Autopha-
giescores beobachten, sondern auch dadurch, dass die Vakuolisierung des Zytoplasmas
sowie das Auftreten von MLS alleine keinen signifikanten Unterschied zwischen L. m.-
infizierten und autophagieinduzierten BMDM zeigen. Es l&sst sich dementsprechend kon-
kludieren, dass bei L. m.-infizierten BMDM die maximal mdgliche Autophagie induziert
war. Im Vergleich zwischen uninfizierten Kontroll-BMDM und L. m.-infizierten bzw.
autophagieinduzierten BMDM konnte hingegen ein signifikanter Unterschied im totalen
Autophagiescore, im Vakuolisierungsscore und im Auftreten von MLS (MLS Héaufigkeit)
festgestellt werden. So wurde die Hypothese der Autophagieinduktion in BMDM durch
die Infektion von L. m. Parasiten aufgestellt, welche im Folgenden auf molekularer Ebene

weiter untersucht wurde.

3.1.2 Untersuchung der Autophagieinduktion mit LC3B Western-Blot-Analysen
Um die Hypothese der Autophagieinduktion in L. m.-infizierten BMDM auch auf mo-
lekularer Ebene zu untersuchen und um die Ergebnisse aus den TEM Experimenten zu
bestatigen, wurden LC3B Western Blots von uninfizierten und L. m.-infizierten BMDM
sowie von BMDM, die in HBSS gehungert wurden, durchgefiihrt. Bei LC3B handelt es

sich um einen der sensitivsten und gebrauchlichsten Marker fiir Autophagie [12]. LC3B
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tritt in zwei verschieden Formen auf. Zum einen als zytosolisches LC3B-1 und zum an-
deren als LC3B-I1, welches an die Membran der Autophagosomen gebunden ist. Bei der
Autophagieinduktion wird LC3B-1 mit Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert, woraus
LC3B-I1I entsteht, welches mit der Membran der Autophagosomen assoziiert ist. Somit
ist LC3B-II ein exzellenter Marker fur eine quantitative Analyse von Autophagosomen,
denn je mehr LC3B-I1 detektierbar ist, desto mehr Autophagosomen sind vorhanden [12,
32].

So konnte gezeigt werden, dass bei L. m.-infizierten Proben mehr LC3B-11 vorhanden
ist als bei uninfizierten Proben, und somit auch mehr Autophagosomen vorhanden sind
(Abbildung 5B und C). Vergleicht man nun die densitometrischen LC3B-II Werte mit
den totalen Autophagiescores, so stellt man ein dhnliches Muster fest (Abbildung 5A und
B). Um einen linearen Zusammenhang eindeutig zwischen den densitometischen LC3B-
I1 Werten und den totalen Autophagiescores festzustellen, wurde in Excel 2013 der Kor-
relationskoeffizient R berechnet. Mit einem Wert von R = 0,839 wies der berechnete Kor-
relationskoeffizient einen starken positiven linearen Zusammenhang zwischen den bei-
den Variablen auf und damit auch zwischen den beiden Methoden (Abbildung 6). Der
Korrelationskoeffizient kann einen Wert zwischen -1,0 und +1,0 annehmen, wobei -1,0
einen vollstandig negativen linearen und +1,0 einen vollstdndig positiven linearen Zu-
sammenhang bedeuten wirde. Falls der Korrelationskoeffizient einen Wert um 0,0 an-

nimmt, bedeutet dies, dass kein linearer Zusammenhang besteht [33].
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Korrelations- 0,839

Korrelationsdiagramm koeffiZient R
Bestimmtheitsmall R2 | 0,703
40 Steigung b 0,8534
Achsenabschnitt a 0,5407
Tabelle 9: Berechnete GréRen zum
3.0 Korrelationsdiagramm (Abbildung 6).
2,0 A

y = 0,8534x + 0,5407
R =0,839
1,0 4

Totaler Autophagiescore

0,0

0,0 1,0 2,0 3.0 4,0

Relative Expression (LC3B-ll)

Abbildung 6: Korrelationsdiagramm.

Diagramm zeigt die Korrelation zwischen dem totalen Autophagiescore und der relativen Expression von
LC3B-I11. Der berechnete Korrelationskoeffizient R betrégt R = 0,839. Die abgebildete Gerade hat die Funk-
tion y = 0,8534x + 0,5407.

Probe Relative Expresssion Totaler
(LC3B-II) Autophagiescore

HBSS 1,88 2,92

Uninfiziert 1,00 0,90

L. m.-infiziert | 3,42 3,18

Tabelle 10: Werte fur Korrelationsdiagramm (Abbildung 6).

Der LC3B-11 Wert alleine kann jedoch zu Fehlinterpretationen uiber die Anderung der
Autophagieaktivitéat fihren. Denn eine erhdhte Anzahl von Autophagosomen kann nicht
nur durch eine erhohte Autophagieinduktion, sondern auch durch eine Hemmung des Au-
tophagosomabbaus bedingt sein [12, 32]. Deshalb ist es tiblich, das Verhéltnis von LC3B-
I1 zu LC3B-I zu berechnen. Durch das LC3B-Il/LC3B-I-Verhaltnis werden somit quan-
titative Anderungen in der Autophagieaktivitat charakterisiert. Dies bedeutet, dass eine
Erhéhung des LC3B-11/LC3B-I-Verhéltnisses in behandelten Zellen im Vergleich zu un-
behandelten Zellen auf eine erhdhte autophage Aktivitat in den behandelten Zellen schlie-
Ren l&sst [12, 32, 34], da mehr LC3B-1 zu LC3B-I1 umgesetzt wird und somit auch mehr
Autophagosomen entstehen. In L. m.-infizierten BMDM konnte gezeigt werden, dass
diese Zellen im Vergleich zu den uninfizierten BMDM ein signifikant erhohtes LC3B-
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I1/LC3B-I Verhéltnis aufweisen und somit auch eine erhohte autophage Aktivitat (Abbil-
dung 5B und C).

Mithilfe von bestimmten Autophagieinhibitoren kdnnen qualitative Verdnderungen im
autophagen Flux (englisch Fluss) untersuchen werden. Ein sehr bekannter und oft ange-
wandter Inhibitor ist Baf Al. Dieser Inhibitor hemmt u. a. die V-Typ-ATPase an den
Lysosomen, wodurch deren Ansduerung verhindert wird und somit auch der Abbau in
den Autolysosomen inhibiert wird. Fir die Anwendung von Baf Al bedeutet dies, dass
bei einem funktionierenden autophagen Flux eine Behandlung mit Baf Al bedingt, dass
der Abbau von LC3B-II in den Autolysosomen verhindert wird und es somit zu einer
Anreicherung von LC3B-11 kommt. Im Umkehrschluss heift es, dass bei einem defekten
oder inhibierten autophagen Fluss eine Behandlung mit Baf Al keine weitere Anreiche-
rung von LC3B-I1I zu sehen ist [12, 32]. Durch die Behandlung mit 100 nM Baf Al fir
1 h zeigte sich eine deutliche Anreicherung von LC3B-I1 in L. m.-infizierten BMDM ver-
glichen mit L. m.-infizierten BMDM, die mit der gleichen Menge DMSO fiir 1 h behan-
delt wurden (Abbildung 5C). Zudem konnte auch in uninfizierten BMDM eine leichte
Anreicherung von LC3B-II nachgewiesen werden, nachdem diese mit 100 nM Baf Al
fir 1 h behandelt wurden (Abbildung 5C). Dieses Ergebnis offenbart, dass in den ver-
wendeten BMDM eine funktionierende Autophagie existent ist, was durch die Anreiche-
rung von LC3B-I1 in uninfizierten BMDM nach Baf A1 Behandlung gezeigt wurde. Au-
Rerdem zeigte sich eine deutlich hohere autophage Aktivitét in L. m.-infizierten BMDM,
da nach Baf Al Behandlung eine grolRere LC3B-11 Anreicherung zu sehen war, im Ver-
gleich zu uninfizierten BMDM, die mit Baf Al behandelt wurden (Abbildung 5C).

In den LC3B-Western-Blot-Analysen konnte eine signifikant erhohte Autophagiein-
duktion in L. m.-infizierten BMDM im Vergleich zu uninfizierten BMDM beobachtet
werden. Mit einem berechneten Korrelationskoeffizient von R = 0,839 konnte zudem ein
deutlicher linearer Zusammenhang zwischen dem neu etablierten totalen Autopha-
giescore und der densitometrischen Auswertung der LC3B Western Blots, welche eine
der besten und géngigsten Methoden zur Autophagiemessung ist, gezeigt werden. Es l&sst
sich folgern, dass der totale Autophagiescore zur Messung der Autophagie in L. m.-infi-
zierten BMDM herangezogen werden kann.
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3.2 Verdau von L. m. Parasiten in BMDM
Um die Auswirkungen der Autophagieinduktion in L. m.-infizierten BMDM auf die

Infektionsrate zu untersuchen, wurden BMDM mit L. m. Promastigoten infiziert und in
einem Zeitraum von 0,5 h bis 48 h inkubiert. Anschlielend wurden die infizierten
BMDM auf Objekttragern fixiert, angefarbt und mit einem Lichtmikroskop untersucht.

In diesem Infektionszeitkurs hatte sich gezeigt, dass in der sehr friihen Infektions-
phase, d. h. zwischen 0,5 h und 1 h nach Infektion, ein signifikanter Anstieg der Infekti-
onsrate zu beobachten war. In der darauffolgenden Zeit, also zwischen 1 h und 24 h nach
Infektion, zeigte sich allerdings kein signifikanter Anstieg der Infektionsrate. Im folgen-
den Zeitabschnitt, von 24 h bis 48 h nach Infektion, konnte ein signifikanter Riickgang
der Infektionsrate nachgewiesen werden (Abbildung 7A). Dieser Riickgang der Infekti-
onsrate konnte durch die erhdhte autophage Aktivitat, wie mittels totalem Autopha-
giescore und LC3B Western Blots nachgewiesen wurde, und dem damit verbundenen

autophagen Verdau von Parasiten erklart werden.

Zusétzlich zur Infektionsrate wurden die Abstande zwischen Nukleus und Kinetoplast
der L. m. Parasiten gemessen. Wie bereits erwahnt, treten Leishmanien in zwei Lebens-
formen auf, nd&mlich Promastigoten und Amastigoten. Charakteristisch fur die langen lan-
zettformigen Promastigoten ist ein weiter Abstand zwischen Nukleus und Kinetoplast.
Wahrend ihrer Differenzierung zu Amastigoten verkirzt sich dieser Abstand, weshalb die
rundlichen Amastigoten durch einen kurzen Nukleus-Kinetoplast-Abstand gekennzeich-
net sind. Auch im untersuchten Zeitraum konnte eine signifikante Verkirzung des Nuk-
leus-Kinetoplast-Abstands zwischen 0,5 h und 24 h nach Infektion beobachtet werden
(Abbildung 7B). Somit kdnnte die Differenzierung der Leishmanien von Promastigoten
zu Amastigoten eine maogliche Erklarung fur die unverénderte Infektionsrate zwischen
1 hund 24 h nach Infektion sein, da der Parasit sich in dieser Zeit vor Verdau schitzt, um

eine Differenzierung zum Amastigoten zu gewahrleisten.
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Abbildung 7: Entwicklung der Infektionsrate und des Nukleus-Kinetoplast-Abstands.

(A) BMDM wurden mit L. m. Promastigoten infiziert und zu den abgebildeten Zeiten abgeerntet. Mittels
Lichtmikroskopie wurde die Anzahl der intrazelluldren Parasiten bestimmt. Die Infektionsrate wurde durch
die durchschnittliche Anzahl der intrazelluldren Parasiten zum jeweiligen Zeitpunkt bestimmt. (B) BMDM
wurden mit L. m. Promastigoten infiziert und zu den abgebildeten Zeiten abgeerntet. Mittels Lichtmikro-
skopie wurde der Abstand zwischen Nukleus und Kinetoplast der Parasiten bestimmt. Der Nukleus-Kine-
toplast-Abstand wurde durch den durchschnittlichen Abstand zwischen diesen beiden Organellen zum je-
weiligen Zeitpunkt bestimmt.

n.s. = nicht signifikant; * p <0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.

Abbildung wurde aus [7] entnommen und anschlieend modifiziert.

3.3 Untersuchung weiterer autophagierelevanter Proteine

Durch die Expressionsanalysen von LC3B konnte bereits eine Autophagieinduktion in
L. m.-infizierten BMDM auf molekularer Ebene nachgewiesen werden. Es wird jedoch
von fiihrenden Experten auf dem Gebiet der Autophagieforschung empfohlen, dass eine
Autophagieinduktion durch mehrere Methoden oder Marker gezeigt wird [12]. Aus die-
sem Grund wurden zusatzlich zum totalen Autophagiescore und der LC3B-Expression
noch die Expression von ATG5 und UB, zwei weitere wichtige Proteine der Autophagie,

mit Western-Blot-Analysen untersucht.
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3.3.1 Untersuchungen der Expression von ATG5

Bei ATG5 handelt es sich um ein essenzielles Protein fur die Bildung von autophagen
Membranen. ATG5 bildet zusammen mit zwei weiteren Proteinen, namlich autophagy-
related 12 (ATG12) und autophagy-related 16 (ATG16), einen Komplex, welcher fur die
Konjugation von PE an LC3B-I verantwortlich ist. Durch diese Konjugation entsteht

LC3B-II, das fir die Bildung von reifen Autophagosomen notwendig ist [12, 35].

Es konnte mithilfe von Western-Blot-Analysen gezeigt werden, dass ATG5 in L. m.-
infizierten BMDM, im Vergleich zu nicht-infizierten BMDM, signifikant erhoht expri-
miert wird (Abbildung 8A und B). Durch die erhthte Menge an ATG5 kann man auf
einen verstarkten autophagen Flux schlieRen, da ATG5 fir die Umsetzung von LC3B-I
zu LC3B-II notig ist. Um zu zeigen, dass es sich beim Verdau von L. m. Parasiten tat-
séchlich um autophagen Verdau handelt, wurde Atg5 mRNA mittels spezifischer SIRNA
herunterreguliert, was zur Folge hat, dass ebenfalls weniger ATG5 Protein translatiert
wird. Durch die Herunterregulation von ATG5 wird die Autophagosomformation redu-
ziert, wodurch die autophage Maschinerie inhibiert wird und somit auch keine Parasiten
durch Autophagie verdaut werden kénnen. Der Effekt der Herunterregulation wurde auf
Proteinebene mittels Western-Blot-Analysen bestatigt (Abbildung S1A; siehe Anlage).
In den mit Atg5 siRNA transfizierten BMDM zeigte sich eine signifikant erhohte Infek-
tionsrate im Vergleich zu den Proben, welche mit einer Negativkontrolle transfiziert wur-
den (Abbildung 8C).

Somit konnte die Hypothese des autophagen Verdaus von L .m. Parasiten in BMDM
bestatigt werden. Zusatzlich konnte durch die Untersuchung des fur den autophagen Flux
essenziellen Proteins ATG5 bestatigt werden, dass die autophage Aktivitdt in L. m.-infi-
zierten BMDM erhoht ist.
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Abbildung 8: Untersuchungen zu ATG und UB.

(A, B) Lysate von L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM sowie von BMDM, die in HBSS gehungert
wurden, wurden benutzt, um Autophagie mittels ATG5 bzw. UB Antikorper in Western-Blot-Analysen zu
untersuchen. Ergebnisse zeigen die Mittelwerte von 3 unabhéngigen Experimenten. ACTB diente bei allen
Western Blots als Ladekontrolle. (A) Densitometrische Auswertung von ATG5 bzw. UB in L. m.-infizier-
ten und uninfizierten BMDM. (C) BMDM wurden direkt nach Generierung mit siRNA bzw. einer Nega-
tivkontrolle transfiziert. Nach 4-stundiger Inkubation wurden die Zellen mit L. m. Promastigoten infiziert.

Die Infektionsrate wurde 48 h nach Infektion bestimmt.

L. m.-inf. = L. m.-infiziert; n.s. = nicht signifikant; * p < 0,05; *** p <0,001.

Abbildung wurde aus [7] enthommen und anschlieBend modifiziert.
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3.3.2 Untersuchungen der Expression von UB

Bei UB handelt es sich um ein wichtiges Protein fir die Degradation von Substraten
durch Autophagie. UB fungiert bei der Autophagie als Adapterprotein zwischen Substrat
und den Autophagosomen und sorgt dadurch dafir, dass Strukturen, welche der autopha-
gen Maschinerie zugefuhrt werden sollen, erkannt und zielgerichtet zum Autophagosom
gefiihrt werden [36, 37].

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass UB in L. m.-infizierten BMDM
im Vergleich zu uninfizierten BMDM (Abbildung 8A und B) signifikant erhoht ist. Dar-
uber hinaus wurde versucht, mittels siRNA die Rolle von UB am autophagen Verdau von
L. m. Amastigoten zu untersuchen. Dazu wurden, wie bereits beschrieben, L. m.-infizierte
BMDM mit Ub-spezifischer siRNA transfiziert, um die Ub mRNA und die Expression
des daraus resultierenden UB Proteins herunterzuregulieren. Die Herunterregulation von
UB wurde auf Proteinebene durch Western-Blot-Analysen verifiziert (Abbildung S1A,;
siehe Anlage). Durch die Herunterregulation von UB Protein zeigte sich 48 h nach Infek-
tion eine signifikant erhéhte Infektionsrate in den L. m.-infizierten BMDM, welche mit
Ub-spezifischer siRNA transfiziert wurden, verglichen mit den L. m.-infizierten Zellen,

die mit einer Negativkontrolle transfiziert wurden (Abbildung 8C).

Aus diesem Ergebnis l&sst sich ableiten, dass auch UB wahrscheinlich eine wichtige
Rolle am autophagen Verdau von L. m. Amastigoten durch BMDM spielt. Eine mogliche
Funktion als Adapterprotein zwischen Parasiten und autophagen Membranen, z. B. MLS,
ist denkbar, jedoch benétigt es weitergehende und ausfiihrlichere Untersuchungen, um

diese Frage vollstandig zu klé&ren.

3.4 Rolle von MLS im Verdau von L. m. Parasiten

Gewohnlich werden intrazelluldre Pathogene durch autophage Membranen einge-
schlossen und in Autolysosomen degradiert. Dies konnte flr eine Vielzahl von Erregern,
u. a. Bakterien und Viren, gezeigt werden [38]. Aus diesem Grund wurden die L. m.-
infizierten Proben mit einem Transmissionselektronenmikroskop auf das Vorkommen
von solchen autophagen Membranen untersucht. Uberraschenderweise konnten keine au-
tophagen Membranen, welche L. m. Parasiten einschlieRen, beobachtet werden, wie es

u. a. bei Mykobakterien der Fall ist [18]. Es hatte sich jedoch gezeigt, dass sehr haufig
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extrazellulare MLS, d. h. MLS, die aulRerhalb des Zytoplasmas des Parasiten waren, mit
den Zellmembranen der L. m. Amastigoten assoziiert waren (Abbildung 9A und B). Zu-
dem konnten sogar MLS innerhalb der Amastigoten (intrazellulare MLS) nachgewiesen
werden (Abbildung 9C und D). Bei bereits angedauten Parasiten konnten sehr héufig

MLS in unmittelbarer Nahe zum Parasiten beobachtet werden (Abbildung 9E und F).

Um die Interaktion von Parasitenmembran und MLS genauer zu untersuchen, wurden
Elektronentomografien von den L. m.-infizierten Proben erstellt. Mittels dieser Tomo-
gramme konnte die Interaktion von extrazelluldaren MLS mit der Parasitenmembran be-
statigt werden (Videos 1 und 2; Link siehe Anhang). Zudem konnten die intrazelluléren
MLS genauer untersucht werden (Videos 1 und 3; Link siehe Anhang). Das intrazellulare
Auftreten von MLS, also innerhalb des L. m. Parasiten, wurde dadurch verifiziert, dass
sich die MLS innerhalb der Mikrotubuli des L. m. Amastigoten befunden hatten. Denn
diese Mikrotubuli sind ein wesentlicher Bestandteil der leishmanialen Zellmembran. Zu-
dem konnte eine direkte Interaktion von intrazellularen MLS mit den Mikrotubuli des

Parasiten beobachtet werden (Video 3; Link siehe Anhang).

Mithilfe der TEM und Elektronentomografie konnte gezeigt werden, dass der auto-
phage Verdau von L. m. Parasiten sich vom autophagen Verdau von kleinen Bakterien
und Viren zu unterscheiden scheint. Es liegt die Vermutung nahe, dass die 2 — 3 um gro-
Ren L. m. Amastigoten nicht durch autophage Membranen eingeschlossen werden, son-
dern dass MLS mit der Parasitenmembran interagieren und dadurch ein Verdau des Pa-
rasiten moglich ist. Der exakte Mechanismus ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt nicht ein-

deutig bestimmbar und muss in Zukunft genauer untersucht werden.
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Extrazellulare MLS B WMikrotubuli
I Mitochondrium

Abbildung 9: Untersuchung der parasitenassozierten MLS mittels TEM.

(A - F) BMDM wurden mit L. m. Promastigoten fiir 24 h infiziert und anschlieRend fiir die TEM eingebet-
tet. Es wurden sehr haufig MLS (A) im Zytoplasma der BMDM mit dichter Assoziation zu Amastigoten
und (C) im Zytoplasma der Amastigoten beobachtet. (E) zudem wurden bei angedauten Amastigoten mit
defekter Zellmembran Uberreste von intrazellularen MLS gefunden; (B, D, F) schematische Darstellung
der TEM-Bilder A, C, bzw. E.

Intrazellulare MLS

Parasitenmembran Nukleus des Parasiten

Abbildung wurde aus [7] enthnommen und anschlieBend modifiziert.
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3.5 Identifikation infektionsspezifischer Gene

3.5.1 Erstellung eines Netzwerks aus autophagierelevanten Genen

Um neben den bekannten autophagierelevanten Genen neue, eventuell sogar flr die
Infektion von L. m. Parasiten spezifische Gene zu identifizieren, wurde mithilfe von Af-
fymetrix Microarrays die Genexpression von L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM
untersucht. Die daraus resultierenden Daten wurden von Dr. Claus J. Scholz und Dr.
Heike Weber (beide Microarray-Gruppe) bioinformatisch aufgearbeitet. Von insgesamt
42 712 untersuchten Probesets waren 878 Probesets signifikant differentiell reguliert.
Diese Probesets konnten 310 hochregulierten Genen und 333 herunterregulierten Genen
zugeordnet werden. Eine vollstandige Tabelle der signifikant differentiellen Probesets
wurde kirzlich publiziert [7].

Um nun die autophagierelevanten Gene aus dieser Fille an Genen herauszufiltern,
wurde der erstellte Datensatz mit einem von Behrends et al. vertffentlichen Netzwerk
Uber autophagierelevante Protein-Protein-Interaktionen verglichen [39]. Das von Beh-
rends et al. publizierte Netzwerk wurde als ,,Autophagy Interaction Network* (AIN) be-
zeichnet. Mithilfe dieses Netzwerks konnte ein eigenes Netzwerk erstellt werden, welches
aus Genen bestand, die sowohl fir die Autophagie relevant als auch spezifisch fur die
Infektion mit L. m. Parasiten sind. Das entstandene Netzwerk enthielt 28 signifikant dif-
ferentiell exprimierte Gene und wurde in Anlehnung an das AIN als ,,Leishmania Infec-
tion Subset of AIN“ (LISA) bezeichnet (Abbildung 10 und Tabelle 11).
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Abbildung 10: LISA.

BMDM wurden mit L. m. Promastigoten flr 24 h infiziert und anschlieBend wurde die RNA extrahiert.
Danach wurden Affymetrix Microarrays mit RNA hybridisiert. Die Abbildung zeigt ein Netzwerk aus au-
tophagierelevanten und fr die L. m. Infektion spezifischen Genen.

* = Gene der Glykolyse.

Abbildung wurde aus [7] entnommen.

Bei genauerer Untersuchung dieses Netzwerkes zeigte sich, dass LISA zwei zentrale
Knotenpunkte hat. Bei diesen handelt es sich zum einem um Mapllc3b (=Lc3b), einem
zentralen Gen der Autophagie und zum anderen um Protein kinase, AMP-activated,
gamma 2 non-catalytic subunit (Prkag2) der AMP-aktivierten Proteinkinase, einem Re-
gulator der Glykolyse. Diese zwei Knotenpunkte werden durch 5 weitere Gene miteinan-
der verbunden. Dabei handelt es sich um Aldolase A (englisch: aldolase a, Aldoa), Fused
in sarcoma (Fus), Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (englisch: glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, Gapdh), Hitzeschockprotein 90 kDa alpha (englisch: heat
shock protein 90 kDa alpha, Hsp90aal) und Zinc finger CCHC domain containing 11
(Zcchell) (Abbildung 10 und Tabelle 11). Zudem zeigte sich, dass auRer Prkag2 noch
weitere Gene der Glykolyse in LISA enthalten waren (Abbildung 10). AulRerdem konnten
noch zusatzliche signifikant regulierte Gene der Glykolyse in L. m.-infizierten BMDM
gefunden werden (Tabelle 12). Mit Ausnahme von Prkag2, bei dem es sich um einen
negativen Regulator der Glykolyse handelt [40], waren alle anderen Gene der Glykolyse

signifikant hochreguliert.
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LISA

Gen (Probeset ID)

ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1
(1416014 _at)

Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4

(1418911 s at)

AHAL, activator of heat shock protein ATPase homolog

1 (yeast) (1424147 _at)

Aldolase A, fructose-bisphosphate (1433604 _x_at)

Adaptor protein complex AP-2, alpha 2 subunit
(1432007 _s_at)
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60
(1447789 x_at)

Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2

(1440866 _at)

Enolase 2, gamma neuronal (1418829 a_at)

FUN14 domain containing 1 (1453369 a_at)

Fusion, derived from t(12;16) malignant liposarcoma
(human) (1451285 _at)

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(1447999 x_at)

Helicase, lymphoid specific (1417541 at)

Heat shock protein 90, alpha (cytosolic), class A mem-
ber 1 (1426645 _at)

Potassium channel tetramerisation domain containing 12
(1434881 _s_at)

Lactate dehydrogenase A (1419737 _a_at)
Microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta
(1415929 at)

Minichromosome maintenance deficient 3 (S. cere-
visiae) (1420028_s_at)

Macrophage migration inhibitory factor (1416335_at)
Asparaginyl-tRNA synthetase (1428666 _at)

N-myc downstream regulated gene 1 (1420760 s_at)
Nuclear factor of activated T cells 5 (1438999 a at)
Phosphoglycerate kinase 1 (1417864 _at)

Pyruvate kinase, muscle (1417308_at)

Protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic
subunit (1423831 at)

Sorbitol dehydrogenase (1438183 x_at)

Tripartite motif-containing 21 (1418077_at)
Thioredoxin reductase 1 (1421529 a_at)

Zinc finger, CCHC domain containing 11 (1437395 at)
Tabelle 11: Liste der in LISA enthaltenen Gene.

Symbol

Abcel
Acsl4

Ahsal
A [o[oF:
Ap2a?2

Ddx6

Eif2ak2

Eno2
Fundel

Fus

Gapdh
Hells
Hsp90aal

Kctd12
Ldha

Map1llc3b

Mcm3
Mif
Nars
Ndrgl
Nfat5
Pgkl

Prkag2

Sord
Trim21
Txnrdl
Zcchell

Rot = signifikant hochreguliertes Gen; blau = signifikant herunterreguliertes Gen.
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Glykolyse

Gen (Probeset ID) Symbol LogFC

Fructose-bisphosphate aldolase A (1433604 x_at)
Fructose-bisphosphate aldolase C (1451461 _a_at)
Enolase 2 (1418829 a at)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(1447999 x_at)

Lactate dehydrogenase A (1419737 _a_at)

Phosphoglycerate kinase 1 (1417864 _at)
Phosphoglycerate mutase 1 (1426554 a_at)

Pyruvate kinase, muscle (1417308 _at)

Protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic
subunit (1423831 at)

Triosephosphate isomerase 1 (1415918 a_at)
Tabelle 12: Regulierte Gene der Glykolyse.
Rot = signifikant hochreguliertes Gen; blau = signifikant herunterreguliertes Gen.

So entstand durch die Affymetrix-Microarray-Analysen LISA, ein Netzwerk aus in-
fektionsspezifischen und autophagierelevanten Genen. Zudem kann man anhand der Er-
gebnisse aus LISA vermuten, dass bei der L. m. Infektion auch die Glykolyse von Rele-
vanz ist. Des Weiteren scheinen Autophagie und Glykolyse bei der Infektion mit L. m.

Parasiten eng verknupft zu sein.

3.5.2 Identifikation weiterer infektionsspezifischer Autophagiegene

Neben den in LISA identifizierten autophagierelevanten Genen wurden zudem anhand
von publizierten Ergebnissen weitere fiir die Autophagie relevante Gene in L. m.-infizier-
ten BMDM gefunden, die nicht im AIN enthalten waren (Tabelle 13). Bei diesen Genen
handelte es sich um Bnip3, Ctse, DNA-damage regulated autophagy modulator 1
(Dram1), Optineurin (Optn), Syntaxin 5A (Stx5a) und Vacuolar protein sorting 41
(Vps41) [41-46].
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Weitere autophagierelevante Gene

Gen (Probeset ID) Symbol LogFC

BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3
(1422470 _at)

Cathepsin E (1418989 _at)

DNA-damage regulated autophagy modulator 1

(1424524 at)
Optineurin (1435679 _at)
Syntaxin 5A (1449679 s at)

Vacuolar protein sorting 41 (yeast) (1437901 _a_at)
Tabelle 13: Zusétzliche autophagierelevante Gene.
Rot = signifikant hochreguliertes Gen; blau = signifikant herunterreguliertes Gen.

Aus den Genen von Tabelle 13 wurden Bnip3 und Ctse flr die weiteren Untersuchen
ausgewahlt. Bei BNIP3 handelt es sich um ein Protein, welches in der Literatur im Zu-
sammenhang mit MTOR-unabhéngiger Autophagie beschrieben worden ist [45]. Bei
MTOR handelt es sich um einen der zentralen Regulatoren der Autophagie [31]. Die Pro-
tease CTSE wurde ausgewahlt, da sie als wichtig fur die autophage Proteolyse in Makro-
phagen beschrieben worden ist [46].

3.6 Untersuchung von BNIP3 und CTSE als autophagierelevante Proteine

3.6.1 Untersuchungen der Expression von BNIP3

BNIP3 wurde fur die genauere Untersuchung ausgewahlt, da es zum einen im Zusam-
menhang mit MTOR-unabhdngiger Autophagie beschrieben wurde [45], zum anderen
aber auch, da eine direkte Interaktion zwischen BNIP3 und LC3 publiziert wurde. Zudem
wurde BNIP3 im Rahmen der Xenophagy, d. h. im autophagen Verdau von Pathogenen,
erwahnt [47, 48].

Es konnte gezeigt werden, dass BNIP3 in L. m.-infizierten BMDM nicht nur auf RNA-
Ebene, sondern auch auf Proteinebene im Vergleich zu uninfizierten Proben (Abbildung
11A und B) signifikant hochreguliert war. Uberdies hatte sich auf Proteinebene gezeigt,
dass BNIP3 in Proben, welche in HBSS gehungert wurden, keine Hochregulation nach-

gewiesen werden konnte (Abbildung 11B). In diesen Proben wurde durch die Inkubation
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im Hungermedium HBSS Autophagie ausgeldst. Da in diesen Proben keine Hochregula-
tion zu sehen war, kann man daraus schlieRen, dass eine Hochregulation von BNIP3 spe-
zifisch fur L. m.-infizierte BMDM ist. Andere autophagierelevante Proteine, wie z. B.
ATG5 und UB, waren sowohl in L. m.-infizierten als auch in HBSS-gehungerten Proben
hochreguliert (Abbildung 8B), woraus sich ableiten lasst, dass diese Proteine allgemein
flir die Autophagieinduktion in BMDM wichtig sind. Im n&chsten Schritt wurde ein Zeit-
kurs fur die BNIP3-Expression erstellt. In einem Zeitfenster von 0,5 h bis 24 h war zu
sehen, dass die BNIP3-Expression in uninfizierten Proben auf einem niedrigen Level
blieb. Im Gegensatz dazu stieg die BNIP3-Expression in L. m.-infizierten Proben im glei-
chen Zeitraum sukzessive bis 24 h nach Infektion an (Abbildung 12A und B). Die BNIP3-
Expression war bei 24 h nach Infektion am hochsten, was auch fir die Wichtigkeit dieses
Protein fur den Verdau von L. m. Parasiten spricht, da ab 24 h die Infektionsrate schritt-
weise abnimmt (Abbildung 7A).

Um die Bedeutung von BNIP3 im Verdau von L. m. Parasiten zu untermauern, wurden
L. m.-infizierte BMDM 20 h nach Infektion, also zu einem Zeitpunkt an dem die BNIP3-
Expression sehr hoch war, mit Bnip3-spezifischer siRNA transfiziert, um die Expression
von BNIP3 auf Proteinebene herunterzuregulieren. Die Herunterregulation auf Protein-
ebene wurde mit Western-Blot-Analysen bestatigt (Abbildung S1B; siehe Anlage). Zur
Kontrolle wurden L. m.-infizierte zum gleichen Zeitpunkt ebenfalls mit einer Negativ-
kontrolle transfiziert. 48 h nach Infektion wurden die Infektionsraten sowohl fir L. m.-
infizierte BMDM, die mit Bnip3 siRNA transfiziert wurden, als auch fur die Kontrollzel-
len, die mit einer Negativkontrolle transfiziert wurden, bestimmt. Hier zeigte sich, dass
die Infektionsrate in den mit Bnip3 siRNA transfizierten BMDM signifikant héher war,
als in den Kontrollzellen (Abbildung 11C).

Aus diesen Ergebnissen l&sst sich ableiten, dass BNIP3 ein wichtiges Protein fir den
Verdau von L. m. Parasiten in BMDM ist. Aul3erdem scheint es spezifisch fur L. m.-infi-
zierte BMDM zu sein.
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56



(Abbildung auf der vorherigen Seite)

Abbildung 11: Untersuchungen zu BNIP3 und CTSE.

(A, B) Lysate von L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM sowie von BMDM, die in HBSS gehungert
wurden, wurden benutzt, um Autophagie mittels BNIP3 bzw. CTSE Antikorper in Western-Blot-Analysen
zu untersuchen. Ergebnisse zeigen die Mittelwerte von 3 unabhéngigen Experimenten. ACTB diente bei
allen Western Blots als Ladekontrolle. Zudem wurde aus L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM RNA
extrahiert, welche mittels Affymetrix Microarrays hybridisiert wurde. (A) Densitometrische Auswertung
von BNIP3 bzw. CTSE in L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM. (C) 20 h nach Infektion wurden
L. m.-infizierte BMDM mit siRNA bzw. einer Negativkontrolle transfiziert und fiir insgesamt 48 h inku-
biert. AnschlieBend wurde die Infektionsrate bestimmt.

L. m.-inf. = L. m.-infiziert; n.s. = nicht signifikant; * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; RFU = relative
Fluoreszenzeinheit.

Abbildung wurde aus [7] entnommen und anschliefend modifiziert.
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Abbildung 12: Zeitkursuntersuchung zu BNIP3 und CTSE.

(A, B) Lysate von L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM wurden benutzt, um Autophagie mittels
BNIP3 bzw. CTSE Antikérper in Western-Blot-Analysen in einem Zeitraum von 0,5 h bis 24 h nach Infek-
tion zu untersuchen. ACTB diente bei allen Western Blots als Ladekontrolle. (B) Densitometrische Aus-
wertung von BNIP3 bzw. CTSE in L. m.-infizierten BMDM in einem Zeitraum von 0,5 h bis 24 h nach
Infektion.

L. m.-inf. = L. m.-infiziert.

Abbildung wurde aus [7] enthommen und anschlieRend modifiziert.
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3.6.2 Untersuchungen der Expression von CTSE

Das zweite Protein, das fir die genauere Untersuchung ausgewahlt worden ist, war
CTSE. Bei CTSE handelt es sich um eine Aspartatprotease, die hauptsachlich in Zellen
des Immunsystems, d. h. also auch in Makrophagen, vorkommt. In der Literatur wurde
CTSE als wichtiges Protein fur die Immunabwehr gegen eindringende Pathogene be-
schrieben, da es eine wichtige Rolle bei der Fusion von Autophagosom und Lysosom
spielt [46]. Zudem zeigte sich, dass CTSE relevant fiir die Degradation von Substrat durch

Lysosomen ist, indem es u. a. den sauren pH-Wert im Lysosom aufrechterhélt [46, 49].

In vorliegender Studie konnte beobachtet werden, dass Ctse in L. m.-infizierten
BMDM auf mRNA-Ebene signifikant herunterreguliert war, verglichen mit uninfizierten
Kontrollzellen (Abbildung 11A). Um diese Herunterregulation auch auf Proteinebene zu
zeigen, wurden Western-Blot-Analysen von L. m.-infizierten BMDM und nicht-infizier-
ten BMDM sowie von BMDM, die in HBSS gehungert wurden, durchgefiihrt. Uberra-
schenderweise zeigte sich auf Proteinebene eine signifikante Hochregulation in L. m.-in-
fizierten Makrophagen im Vergleich zu uninfizierten BMDM (Abbildung 11A und B).
Dieser Unterschied kdnnte damit erklart werden, dass in Makrophagen ein grol3er Pool
an Ctse mRNA vorhanden ist, welcher ggf. schnell translatiert werden kann, um die De-
gradation in den Autolysosomen zu gewabhrleisten. Zudem konnte beobachtet werden,
dass in den Proben, in welchen Autophagie durch die Inkubation in HBSS ausgelost
wurde, kein Unterschied zu uninfizierten BMDM zu sehen war (Abbildung 11B). Dieses
Ergebnis spricht dafir, dass es sich bei CTSE um eine infektionsspezifische Protease han-
delt, da CTSE nur in L. m.-infizierten BMDM hochreguliert ist. Um die Veranderungen
von CTSE wahrend der Infektion von Makrophagen genauer zu untersuchen, wurde ein
Zeitkurs von 0,5 h bis 24 h nach Infektion durchgefuhrt. Hier zeigte sich ein &hnliches
Bild wie bei BNIP3. Es konnte ein schrittweiser Anstieg von CTSE bis 24 h nach Infek-
tion beobachtet werden (Abbildung 12A und B). Dieses Ergebnis legte die Vermutung
nahe, dass auch CTSE ein essenzielles Protein fir den Verdau von L. m. Parasiten ist, da
im Zeitraum von 1 h bis 24 h nach Infektion keine Anderung der Infektionsrate zu erken-
nen war. Erst ab 24 h nach Infektion, als die CTSE-Expression am hochsten war, zeigte

sich eine sukzessive Abnahme der Infektionsrate (Abbildung 7A).
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Um diese Vermutung zu bestatigen, wurden in einem ndchsten Schritt BMDM mit
L. m. Promastigoten infiziert und fur 20 h inkubiert. Anschlie3end wurden die L. m.-infi-
zierten BMDM mit spezifischer Ctse siRNA transfiziert, um die CTSE-Expression auf
Proteinebene herunterzuregulieren. Zur Kontrolle wurden L. m.-infizierte BMDM mit ei-
ner Negativkontrolle zum gleichen Zeitpunkt transfiziert. Die Herunterregulation wurde
durch Western-Blot-Analysen bestétigt (Abbildung S1B; siehe Anlage). Die Infektions-
rate beider Ansatze wurde 48 h nach Infektion (s. 0.) bestimmt. Hier zeigte sich eine sig-
nifikant erhohte Infektionsrate in den mit Ctse siRNA transfizierten L. m.-infizierten
BMDM verglichen mit der Kontrollprobe (Abbildung 11C).

Es kann insofern aus diesen Ergebnissen abgeleitet werden, dass es sich bei CTSE um
eine infektionsspezifische Protease handelt, welche eine essenzielle Rolle flir den Verdau

von L. m. Parasiten in Makrophagen zu haben scheint.

3.7 Entwicklung des totalen Autophagiescores wéhrend der L. m. Infektion
Da die Zeitkursexperimente mit BNIP3 und CTSE einen schrittweisen Anstieg bis
24 h nach Infektion zeigten, sollte nun untersucht werden, ob dieser sukzessive Anstieg
auch fur den totalen Autophagiescore zutrifft. So wurden wie bei den Zeitkursexperimen-
ten zu BNIP3 und CTSE BMDM mit L. m. Promastigoten infiziert und fir 0,5 h; 1 h; 2 h;
4 h; 10 h und 24 h inkubiert. Uninfizierte Kontrollzellen wurden fir den gleichen Zeit-

raum in komplettem RPMI-Medium inkubiert.

Uberraschenderweise zeigte sich hier ein etwas anderes Bild als bei den BNIP3-, bzw.
CTSE-Zeitkursexperimenten. Im Vergleich zwischen L. m.-infizierten und uninfizierten
BMDM zeigte sich ein deutlich erhohter totaler Autophagiescore in den infizierten Pro-
ben (Abbildung 13). Viel interessanter war allerdings der Verlauf des totalen Autopha-
giescores in L. m.-infizierten BMDM. Hier zeigte sich schon bei 0,5 h ein hoher Score,
welcher bis 1 h nach Infektion konstant blieb. Im weiteren Verlauf zeigte sich ein signi-
fikanter Riickgang des totalen Autophagiescores bis 10 h nach Infektion, verglichen mit
1 h nach Infektion (Abbildung 13). Von 10 h auf 24 h nach Infektion war wieder ein sig-
nifikanter Anstieg des totalen Autophagiescores zu beobachten (Abbildung 13). Zwi-
schen den Proben 1 h und 24 h nach Infektion war wiederum kein signifikanter Unter-
schied zu erkennen (Abbildung 13).
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Auch der Verlauf des totalen Autophagiescores in uninfizierten BMDM zeigte einen
interessanten Verlauf. Hier konnte man einen schrittweisen Riickgang beobachten (Ab-
bildung 13). Dieser Riickgang des totalen Autophagiescores kénnte durch den Entzug des
Wachstumsfaktors M-CSF erklart werden. M-CSF ist unerlésslich fur die Differenzierung
von SZ zu Makrophagen, jedoch findet nach Generation der BMDM ein Wechsel des
Inkubationsmediums von M-CSF-haltigen konditionierten DMEM zu komplettem
RPMI-Medium statt, welches kein M-CSF enthalt. So wurde bereits in der Literatur er-
oOrtert, dass Autophagie durch M-CSF wahrend der Differenzierung von SZ zu BMDM
induziert wird und dass diese Autophagie fur die Entwicklung der Makrophagen essenzi-
ell ist [50, 51].

Aufgrund der Ergebnisse lasst sich resimierend konstatieren, dass bei L. m.-infizierten
BMDM schon zu einem sehr friihen Zeitpunkt, d. h. noch vor 0,5 h nach Infektion, Au-
tophagie induziert wird. Zudem scheint die autophage Aktivitét in infizierten BMDM
zwischen 1 h und 24 h inhibiert zu sein, was womdglich die Differenzierung der Promas-

tigoten zu Amastigoten gewahrleisten konnte.

n.s.
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Abbildung 13: Zeitkursuntersuchung des totalen Autophagiescores.
TEM-Ubersichsbilder von L. m.-infizierten und uninfizierten BMDM in einem Zeitraum von 0,5 h bis 24 h
nach Infektion wurden mittels des totalen Autophagiescores bewertet.

n.s. = nicht signifikant; ®) p <0,1; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.

Abbildung wurde aus [7] enthnommen und anschlieBend modifiziert.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass L. m. Parasiten durch
Autophagie in Makrophagen verdaut werden konnen. Dies wurde durch Auswertung von
TEM-Bildern mittels des neu etablierten totalen Autophagiescores, durch Untersuchun-
gen des autophagiespezifischen Proteins LC3B sowie durch Bestimmung der Infektions-
rate zu verschiedenen Zeitpunkten gezeigt (Abbildungen 5 und 7A). AulRerdem wurden
zusétzliche autophagierelevante Proteine, wie ATG5 und UB, analysiert, welche schlief3-
lich diese These der Autophagieinduktion und des anschlieRenden autophagen Verdaus
von L. m. Parasiten durch BMDM bestatigten (Abbildung 8). Im bisher beschriebenen
autophagen Verdau von Mikroorganismen wurden Pathogene von einer autophagen
Membran umschlossen und in Autolysosomen degradiert [17]. Dies wurde u. a. schon fur
diverse Bakterien und Viren gezeigt [38]. Im Gegensatz dazu konnten beim autophagen
Verdau von L. m. Parasiten keine Amastigoten in Autolysosomen oder von Phagophoren
umschlossene Parasiten beobachtet werden. Daher scheint dieser autophage Verdau sich
vom bisher berichteten zu unterscheiden. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass MLS
mit der Zellmembran von L. m. Amastigoten interagieren und anschlielend diese wahr-
scheinlich penetrieren (Abbildung 9A und B; Videos 1 und 2). Nach Penetration werden
dann Teile des Zytoplasmas und intrazellulare Kompartimente von den MLS umschlun-
gen (Abbildung 9C und D; Videos 1 und 3). Bei bereits verdauten Amastigoten konnte
eine defekte Zellmembran mit MLS in unmittelbarer Nachbarschaft beobachtet werden
(Abbildung 9E und F). Ein Grund fir diese Art des autophagen Verdaus kénnte schlicht-
weg die GroRe der L. m. Parasiten sein. So sind L. m. Amastigoten durchschnittlich 2 — 3
pum grof’ [7], wobei Bakterien im Querschnitt nur ca. 0,5 pum [52] und Viren zwischen
0,022 pum (Parvo-Virus B 19) und 0,3 um (Pocken-Virus) groB sind [53]. Im Vergleich
dazu haben Autophagosomen einen Durchschnitt von ca. 0,1 pum bis 0,9 um [54]. Auf-
grund dieses GrolRenunterschieds und des damit verbundenen energetischen Aufwands
zur Formation und Erhaltung solch groer Membranen kénnte es sein, dass die deutlich
groReren Amastigoten nicht von autophagen Membranen umschlossen werden kénnen.
Ein anderer Grund fur diese Art des autophagen Verdaus konnte darin bestehen, dass
aufgrund der Penetration der MLS durch die Zellmembran der Parasiten diese intakt

bleibt und dadurch der Verdau der Amastigoten vom Zytoplasma der Wirtszelle separiert
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wird. Damit kdnnte eine Antigenprasentation an die Wirtsmakrophagen durch tote Para-
siten verhindert werden. In diesem Zusammenhang wurde schon in der Literatur berich-
tet, dass die T-Zell-Proliferation und die Eliminierung von L. m. Parasiten durch Infektion

mit apoptoseahnlichen L. m. deutlich reduziert wird [55].

Bisher wurde eine solche Art des autophagen Verdaus noch nicht beschrieben. Der
genaue Mechanismus dieses Verdaus von L. m. Parasiten durch BMDM bleibt allerdings
noch unbekannt. Mdglicherweise konnte UB als Adapterprotein zwischen MLS und Zell-
membran der Amastigoten fungieren und somit die Penetration der MLS ermdglichen.
Dies konnte eine moagliche Erklarung fir die signifikant erhohte Infektionsrate in L. m.-
infizierten BMDM sein, nachdem die UB-Expression mittels spezifischer siRNA herun-
terreguliert worden ist (Abbildung 8C). Eine Ubiquitinierung von intrazellularen Erre-
gern, bevor diese in Autolysosomen degradiert werden, wurde flr diverse Pathogene be-
schrieben [36, 37]. Auch die genaue Herkunft der MLS und ihre exakte Funktion bleiben

bisher nicht vollstandig geklart.

Da die Penetration der leishmanialen Zellmembran durch MLS wahrscheinlich der
entscheidende Schritt beim hier untersuchten autophagen Verdau ist, wurde auch die bis-
herige Literatur tber MLS analysiert. Zum ersten Mal wurden MLS von Armstrong und
Hart im Jahr 1971 als Myelinfiguren (englisch: myelin figure[s]) im Zusammenhang mit
beschadigten Mykobakterien beschrieben (Abbildung 14F) [56]. Zu diesem Zeitpunkt
wurden Myelinfiguren noch nicht mit Autophagie konnektiert. Spater wurden diese Stuk-
turen im Zusammenhang mit Autophagie als MLS (Abbildung 14A und B) [25], multila-
mellare Korper (englisch: multilamellar bodies) (Abbildung 14C) [29], Myelinfiguren
(englisch: myelin figures) (Abbildung 14D) [28] und myelindhnliche Figuren (englisch:
myelin-like figures) (Abbildung 14E) [18] beschrieben. In letzterer Publikation wurde so-
gar gezeigt, dass diese Strukturen Mykobakterien enthalten [18]. Andere Autoren gehen
noch einen Schritt weiter und beschreiben diese Strukturen als autophage Vakuolen (eng-
lisch: autophagic vacuole[s]) (Abbildung 14G) [57] oder als Autophagosomen (englisch:
autophagosome[s]) (Abbildung 14H) [58], bzw. stellen MLS als charakteristisch fiir Au-
tophagosomen dar (Abbildung 14B). Somit besteht zwar ein deutlicher Zusammenhang
zwischen Autophagie und MLS, wobei ihre exakte Herkunft in weiteren und aufwendigen

Studien in Zukunft genau untersucht werden sollte.
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Fig. 2. Ultrastructural analysis of
macrophages treated with IFN-y.
[...] Myelin-like structures typical
of autophagosomes are
indicated by arrows.
AusPinheiro etal., 2009.

£

Figure 2: Micrographs (TEM)
show ultrastructure of PC-12
cells nucleofected with [...] GFP
+ APP-wt [...] Symptoms of
autophagy: black arrows
indicate multilamellar bodies.

Fig. 3. Amino acid and serum
starvation [...] Myelin-like
structure characteristic of
autophagosomes in starved
cells (arrow).

AusPinheiro etal., 2009.

Zitat[25]. Zitat [25]. Aus: Pajak etal., 2015.
Zitat [29].
E Starvation F

» %

figure development.

upon Induction of Autophagy RAW 264.7 cells were infected with
BCG (for 1 hr), incubated in full nutrient or starvation medium (for 2
hr), and processed for electron microscopy. (C-F) Infected
macrophages induced for autophagy by starvation. The bacilli were
found in altered phagosomes, referred to as mycobacterial
autophagosomes (MAP) with internal membranes (C and D).
Fusion events between MAP and multivesicular bodies (MVB) were
observed (E). Under starvation condition [...] myelin-like figures (as
originally noted and termed by D'Arcy Hart and colleagues
(Armstrong and Hart, 1971) containing bacterial and other debris
were observed (F). Black arrows, phagosomal membrane.
Asterisks, bacilli. White arrows, internal membranes within
autophagosomes. Double black arrows, onion (myelin)-like
multilamellar structures; double white arrows, Erlike membranes
juxtaposed to autophagosomes and multilamellar structures.

Aus: Gutierrez etal., 2004. Zitat [18].

'

Figure 2. Ultrastructure of
autophagic vauoles in mouse
ebryonic fibroblasts. The cells
were incubated in serum- and
amino acid-free medium two
hours to induce autophagy [..]
(C) A late or degnerative
autophagic vacuole (AVd).

Aus: Eskelinen, 2005.

Zitat [57].

B it

Figure 3. Transmission electron
micrographs of SMCs [smooth
muscle cells] [...] for 18 hours in
low-serum (2%) conditions. 7-
Ketocholesterol-induced SMC
death is characterized by the
formation of numerous
autophagosomes that often
contain large myelin figures
(arrows).

Aus: Martinet & De Meyer, 2009.
Zitat [28].

Figs. 9and 10. Increasing degrees of bacillary damage, with myelin

Aus: Armstrong & Hart, 1971. Zitat [56].

Figure 2. [liver cells of septic
patients]

A larger autophagosome
contains mitochondria and other
organelles in varying states of
degradation, admixed with
whorls of membrane-derived
material.

Aus: Watanabe etal., 2009.

Zitat [58].

Abbildung 14: Literaturlbersicht zu MLS.

(A —H) Auswahl an verschiedenen Publikationen, die einen Zusammenhang zwischen MLS und Autopha-
gie beschreiben. In der Abbildung sind die Originalabbildungen mit Legenden aus der jeweiligen Publika-

tion dargestelit.
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Der beobachtete VVerdau von L. m. Parasiten durch BMDM, welche aus BALB/c-M&u-
sen generiert worden sind, konnte bisher noch nie belegt werden. In der Literatur gelten
BALB/c-Mduse eigentlich als suszeptibel fir L. m. Infektionen [59]. Dennoch zeigte sich
in dieser Arbeit ein signifikanter Riickgang der Infektionsrate in BMDM in vitro (Abbil-
dung 7A). Dieses Ergebnis steht jedoch nicht unmittelbar im Gegensatz zu bisher be-
schriebenen Suszeptibilitdt von BALB/c-Mdause fur L. m. Infektionen, sondern es zeigt

vielmehr die eigentliche Komplexitét der Autophagieregulation.

So wird die Autophagie in Makrophagen u. a. durch die Zytokine Interferon-y (INF-
v) und Interleukin (IL)-4 reguliert. Dabei bewirkt INF-y eine Autophagieinduktion, wo-
gegen IL-4 zur Inhibierung der Autophagie fuhrt [60]. Aufgrund dieser Regulationsme-
chanismen haben Makrophagen zwar in vitro die Fahigkeit L. m. Parasiten zu verdauen,
aber durch das Zusammenspiel mit anderen Zellen des Immunsystems, z. B. DCs oder T-
Zellen, kdnnten Makrophagen in vivo am Verdau von L. m. Parasiten gehindert werden.
So kénnen T-Helfer(Th)-Zellen nach Antigenpréasentation durch DCs oder Makrophagen
sowohl INF-y als auch IL-4 sezernieren [59]. Bei BALB/c-Mdusen kommt es wahrend
der Infektion von L. m. zu einer starken Th2-Immunantwort und damit verbunden zu einer
Sezernierung von Th2-Zytokinen, wie IL-4, was zu einer Inhibierung der Autophagie und
folglich auch zum Uberleben der L. m. Parasiten fiihrt [59, 60]. Diese Regulationsmecha-
nismen wirden wiederum die Suszeptibilitdt von BALB/c-Mausen erklaren. Im Gegen-
satz dazu kommt es bei C57BL/6-Mé&usen, welche als resistent gegen L. m. Infektionen
gelten [59], wahrend einer L. m. Infektion zu einer Giberwiegend Th1 vermittelten Immun-
antwort [59] und damit zur Ausschittung von INF-y, wodurch Autophagie in Makropha-
gen induziert wird, und somit die Resistenz dieses Mausstamms gegen L. m. Infektionen

erklart werden konnte.

Dieses Ergebnis, dass BMDM von L. m. suszeptiblen BALB/c-Mé&usen prinzipiell in
der Lage sind, L. m. Parasiten zu verdauen, konnte flr zukinftige antileishmaniale The-
rapien genutzt werden. So kdnnte versucht werden, dass gezielt in Makrophagen Auto-

phagie ausgeldst wird, was einen Riickgang der Infektionsrate zur Folge haben sollte.

Durch Transkriptomanalysen von L. m.-infizerten BMDM konnten mithilfe von Affy-
metrix Microarrays BNIP3 und CTSE als autophagierelevante und fur die L. m. Infektion

spezifische Proteine identifiziert werden. Dadurch wurden mit diesen Proteinen zwei
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neue potenzielle Ansatzpunkte fir die Entwicklung maoglicher zukinftiger antileishmani-
aler Medikamenten gefunden. Mit diesem Wissen kdnnten Therapeutika entwickelt wer-
den, welche gezielt diese Proteine in den infizierten Zellen hochregulieren, was zu einem
Rickgang der L. m. Parasiten fuhren sollte — und damit auch zu einer erfolgreichen The-
rapie der Infektion. Eine Moglichkeit der gezielten Regulation von Genen und den damit
verbunden Proteinen bietet der Einsatz von microRNA (miRNA). So werden derzeit di-
verse miRNAs als mogliche Therapieoption bei verschiedenen Erkrankungen erforscht
oder sogar schon in klinischen Studien getestet [61-63]. Es befindet sich sogar schon eine
miRNA-basierte Therapie fur die chronische Hepatitis C in der Phase 2a. Hier konnte in
der Gruppe, die mit miRNA behandelt wurden, eine deutliche Reduktion des Hepatitis C
Virus gezeigt werden [64]. Sowohl fir BNIP3 als auch fiir CTSE konnte eine Regulation
durch miRNA gezeigt werden [65, 66].