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1 Einleitung

Bei Leishmania handelt es sich um einzellige Parasiten, die sich durch Zweiteilung ver-
mehren. lhre Entwicklung unterliegt einem Dimorphismus: im Zwischenwirt, Sandfliegen
der Spezies Phlebotomus und Lutzomyia, liegen sie als begeiRelte Promastigoten vor. Die-
se befinden sich extrazellular und haben bei einem Durchmesser von 1,5 bis 3 pum eine
Lange von ca. 15 um. Am anterioren Pol tragen sie ein Flagellum, mit dem sie sich aktiv

fortbewegen kénnen.
1.1 Taxonomie

Leishmanien gehoren als begeil3elte Protozoen zur Ordnung der Kinetoplastida, da sie ein
grolles DNA-haltiges Mitochondrium tragen. Darunter werden sie neben anderen Kine-
toplastida zur Familie der Trypanasomatida gezahlt (Abbildung 1). Derzeit gibt es etwa 15

humanpathogene Spezies.

Subregnum
Protozoen

[
Klasse
Flagellaten
[

Ordnung
Kinetoplastida
[
Familie
Trypanosomatida

Genus Genus Genus
Trypanosoma Leishmania andere
1 1 1
Subgenus Subgenus
Leishmania Viannia
1 | 1 T 1 I—I
Komplex Komplex Komplex Komplex Komplex
L. major L. tropica L. donovani L. aethiopica L. braziliensis

Abb. 1: Taxonomie der Leishmanien-Spezies.




1.2 Leishmania Lebenszyklus

Promastigote Leishmanien liegen in zwei Entwicklungsstadien vor, zum einen in einem
nicht infektidsen prozyklischen Stadium, in dem sie am Mitteldarm der Sandfliege anhaf-
ten, zum anderen in einem infektiésen metazyklischen Stadium. Wahrend dieses 4 bis 7
Tage andauernden Entwicklungsprozesses, der Metazyklogenese, kommt es zur Vermeh-
rung der Promastigoten, zum Verlust der Adhasion an den Mitteldarm und zur Wanderung
in den Pharynx des Vektors (Giannini 1974, Sacks u. Perkins 1984, Pimenta et al. 1992).
Bei der Blutmahlzeit tGbertragt eine infizierte Sandfliege mit ihrem Speichel infektiose me-
tazyklische Promastigoten in den Wirtsorganismus. Dabei wird die Virulenz der Parasiten
durch Speichelbestandteile erhoht (Titus u. Ribeiro 1988). In S&ugetieren verlauft die
Vermehrung von Leishmania intrazelluldar ab. Zur Rekrutierung Polymorphkerniger
Neutrophiler Granulozyten (PMN) setzen die Promastigoten Leishmania Chemotactic Fac-
tor (LCF) frei, wodurch PMN zum Ort der Infektion gelockt werden. Sie nehmen die Pro-
mastigoten auf und sezernieren Interleukin-8 (IL-8), das zur Rekrutierung weiterer PMN
dient (van Zandbergen et al. 2002).

Innerhalb der PMN (Uberleben die Promastigoten ohne abgetdtet zu werden und nutzen die
PMN somit als Zwischenwirtszelle. Nach der Aufnahme der Parasiten sezernieren die
PMN weniger proinflammatorisch wirksames TNF-a, bei gleichzeitig erhOhter Sekretion
des antiinflammatorischen TGF-$ (van Zandbergen et al. 2007).

Neben IL-8 sezernieren die PMN Monocyte-attracting Chemotactic Factors, wie Mac-
rophage inflammatory protein 1-f (MIP1-f), um Makrophagen anzulocken (van Zandber-
gen et al. 2004). Die Makrophagen phagozytieren die inzwischen apoptotischen, vitale
Promastigoten enthaltenden PMN in der Art eines Trojanischen-Pferd-Mechanismus. Nach
der Aufnahme apoptotischer PMN sezernieren die Makrophagen weniger proinflammato-
risch wirksames TNF-a, bei gleichzeitig erhOhter Sekretion des antiinflammatorischen
TGF-B (van Zandbergen et al. 2004). Innerhalb der Makrophagen befinden sich die Pro-
mastigoten in Phagosomen, die mit lysosomalen Strukturen verschmelzen und parasitopho-
re Vakuolen bilden. In diesen Kompartimenten verdauen die Promastigoten ihr Flagellum,
runden ab und wandeln sich im sauren Milieu des Kompartiments in 2 x 6 pum messende
unbegeiRelte Amastigoten um (Bogdan u. Réllinghoff 1998, Ritter et al. 2009). Sie ver-
mehren sich und gelangen nach Ruptur der Makrophagen in die Zirkulation. Bei erneutem
Biss einer Sandfliege gelangen die Amastigoten in die Miicke und wandeln sich dort wie-

der in Promastigoten um.
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Abb. 2: Lebenszyklus von Leishmania.

PMN: Polymorphkerniger Neutrophiler Granulozyten; LCF: Leishmania Chemotactic Factor; 11-8: Interleu-
kin-8; TNF-a: Tumor Nekrose Faktor-a; TGF-B: Transforming Growth Factor-f3; MIP1-B: Macrophage in-
flammatory protein 1-B; 1: Sekretion steigt; |: Sekretion sinkt.

1.3 Leishmaniose: Formen, Epidemiologie, Diagnostik und Therapie

Weltweit sind 350 Millionen Menschen in 88 L&ndern von der Leishmaniose bedroht. Es
handelt sich dabei um Staaten in Mittel- und Stidamerika, Afrika, Stideuropa und im stdli-
chen Asien. Australien ist als einziger Kontinent nicht betroffen. Bei 1 bis 2 Millionen
Neuinfektionen pro Jahr durch Protozoen der Spezies Leishmania wird von 12 Millionen
Infizierten ausgegangen (WHO 2011).

Schwere und Verlauf der Erkrankung sind von der Erregerspezies und vom Immunstatus
des Infizierten abhéngig. Im Mausmodell und auch in Hautl&sionen von Patienten wurde
nachgewiesen, dass die Infektion von der Art der T-Helferzell-Antwort abhangt. Heilung



tritt vor allem bei einer Th1-Antwort auf, Krankheit bei einer Th2-Antwort (Bourreau et al.
2003).

Die Symptome reichen von selbst heilenden Hautulzerationen bei der kutanen Leishmanio-
se (,,Orientbeule®) Gber L&sionen von Schleimh&uten im Nasenrachenraum bei der muko-
kutanen Leishmaniose (,,Espundia®) bis hin zu schwersten, lebensbedrohlichen viszeralen
Schadigungen bei der viszeralen Leishmaniose (,,Kala Azar*) (Pearson u. Sousa 1996).
Verursacher der kutanen Leishmaniose sind u.a. L. major, L. tropica und L. aethiopica
(WHO 2011). Die mukokutane Form wird u.a. durch L. braziliensis hervorgerufen (Lohuis
et al. 1997) wéhrend L. donovani, L. infantum und L. chagasi zu den Ausldsern der visze-
ralen Leishmaniose z&hlen (Berman 1997).

Der Erregernachweis wird sowohl durch Mikroskopie oder Kultur als auch durch den
Nachweis von DNA geflhrt. Dazu werden Proben aus Haut, Milz, Knochenmark oder
Lymphknoten gewonnen und analysiert (Reithinger u. Dujardin 2007). Zudem besteht die
Maoglichkeit eines Antikdrpernachweises (Berman 1997).

Hautl&sionen bei der kutanen Leishmaniose heilen meist spontan und ohne Therapie, kon-
nen aber durch topische Applikation von Paromomycin oder direktes Einbringen von An-
timon in die Lasion behandelt werden (Berman 1997). Auch systemisch verabreichtes Mil-
tefosin ist wirksam (Machado et al. 2010). Bei viszeraler Leishmaniose finden Pentavalen-
tes Antimon, Amphotericin B, Pentamidin, Paromomycin und IFN-y Anwendung (Berman
1997). Als hochwirksam gilt das oral applizierbare Miltefosin (Hexadecylphosphocholin)
(Jha et al. 1999).

1.4 Virulenzfaktoren auf der Oberflache von Leishmania

Promastigote Leishmanien tragen auf ihrer Oberflache eine dichte Glykokalix. Neben der
Protease Glykoprotein 63 (gp63), Proteophosphoglykanen und Glykoinositolphospholipi-
den (GIPLs) ist deren Hauptbestandteil das aus einem in der Oberflachenmembran haften-
den Lipidanker und Polysachharid bestehende Lipophosphoglykan (LPG) (Turco u. Desco-
teaux 1992, Beverley u. Turco 1998).

Im prozyklischen Entwicklungsstadium promastigoter Leishmanien verhindert es deren
Anheften an den Mitteldarm der Sandfliege. Im Laufe der Metazyklogenese der Promasti-
goten verdndert das LPG seine molekulare Struktur und wird elongiert. Auf Grund dieser
strukturellen Veranderungen kommt es schlieRlich zum Verlust der Adhésion der metazyk-

lischen Parasiten an den Mitteldarm (Sacks et al. 1995).



Nach dem Biss einer Sandfliege und der im Zuge der Blutmahlzeit stattgefundenen Trans-
mission metazyklischer Promastigoten werden diese durch LPG vor komplementvermittel-
ter Lyse geschitzt. Dies geschieht durch spontanes Abspalten der auf metazyklischen Pro-
mastigoten bindenden Membranangriffskomplexe (Puentes et al. 1990). Des Weiteren
schutzt LPG die Promastigoten vor hydrolytischen Enzymen und reaktiven Sauerstoffspe-
zies (ROS) (Spath et al. 2003).

LPG ist zudem essentiell fiir die Virulenz promastigoter Leishmanien. Nach dem Knockout
der UDP-Galaktopyranose Mutase, einem fiir die Synthese von LPG notwendigen Enzym,
zeigen promastigote L. major eine stark eingeschrénkte Virulenz (Spéath et al. 2000, Klecz-
ka et al. 2007). Neben LPG muss es noch weitere Virulenzfaktoren geben, da promastigote
L. mexicana auch ohne LPG virulent sind (Ralton et al. 2003).

Amastigoten exprimieren im Gegensatz zu Promastigoten wesentlich weniger LPG, sind

aber trotzdem zur Vermehrung in Makrophagen fahig (Schneider et al. 1993).

1.5 Programmierter Zelltod von Leishmania

Der programmierte Zelltod bzw. Apoptose war bis vor einigen Jahren nur bei Eukaryoten
bekannt. Er dient dem Ziel, die Homoostase und Entwicklung des Organismus zu gewahr-
leisten (Elmore 2007). Seit einigen Jahren ist das Vorkommen von Apoptose auch bei Ein-
zellern anerkannt (Kaczanowski et al. 2011).

Eukaryotische Zellen, aber auch Leishmanien, die sich in Apoptose befinden, erfillen eine
Reihe von Kriterien: Zunéchst wird das bei vitalen Zellen auf der Innenseite der Plasma-
membran gelegene Phosphatidylserin auf die AuRRenseite transloziert. Dort kann es mittels
Phosphatidylserin bindendem Annexin A5 in Gegenwart von Calciumionen nachgewiesen
werden (Martin et al. 1995).

Weitere Zeichen des programmierten Zelltodes bei Leishmania sind negative Veranderun-
gen im Membranpotential des Kinetoplasten, ein Zuwachs an Permeabilitat der Plasma-
membran, die Kondensierung des Chromatins und die Fragmentierung des Zellkerns. Pro-
mastigote Leishmanien verlieren ihre torpedoférmige Gestalt und runden wahrend dieses
Vorgangs ab (Lee et al. 2002, Jimenez-Ruiz et al. 2010).

Bei Leishmania kommt es im Verlauf der Metazyklogenese zur Apoptose. Zum Zeitpunkt
der hochsten Virulenz sind ca. 50 % der Promastigoten Phosphatidylserin positiv und da-
mit apoptotisch (van Zandbergen et al. 2006). Da Phosphatidylserin als ,,eat me signal“ auf

Phagozyten wirkt, nehmen PMN die Promastigoten auf und verdndern die Sekretion von



TNF-a und TGF-B hin zu einer Abschwéchung der Immunreaktion. Dadurch kdnnen die
Promastigoten innerhalb der PMN, die nach 2 Tagen ihrerseits apoptotisch werden, Gberle-
ben. Makrophagen phagozytieren die Phosphatidylserinpositiven PMN und veréndern e-
benfalls die Sekretion von TNF-o und TGF- zu Gunsten einer Ddmpfung der Immunreak-
tion. Apoptotische Zellen haben also einen das Immunsystem ddmpfenden und damit die
Leishmanieninfektion begtnstigenden Effekt (Voll et al. 1997, Fadok et al. 1998, van
Zandbergen et al. 2006).

Neben dem in Kultur und in Sandfliegen vorkommenden natirlichen Zelltod promastigoter
Leishmanien induziert das antileishmanids wirksame Miltefosin (Hexadecylphosphocho-
lin) ebenfalls Apoptose (Jha et al. 1999, Paris et al. 2004, Khademvatan et al. 2011).

Auch Staurosporin ist in der Lage in Leishmania Apotose zu induzieren (Arnoult et al.
2002).

1.6 Makrophagen

Humane Makrophagen gehoren als Phagozyten zum angeborenen Immunsystem. Bei ihnen
handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe. Zum einen gibt es ortsstandige Gewebe-
makrophagen, wie Kupfferzellen in der Leber oder Mikroglia im Gehirn. Zum anderen gibt
es im peripheren Blut zirkulierende Monozyten. Diese konnen in vitro durch Stimulation
mit verschiedenen Wachstumsfaktoren zur Differenzierung in Makrophagen Typ I und 1l
angeregt werden (Verreck et al. 2004).

Der Subtyp | entsteht nach Stimulation von Monozyten aus peripherem Blut mit Granulo-
cyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF). Nach Antigenkontakt sezernieren
sie proinflammatorische Zytokine wie IL-1f, IL-6, IL-12, IL-23 und TNF-a. Zudem pro-
duzieren sie reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Stickstoffderivate und Komplementfakto-
ren. Auf ihrer Oberflache prasentieren sie in erhdhtem MaRe MHC Kilasse | und Il und
aktivieren Thl Zellen (Verreck et al. 2004, Cassol et al. 2010). Sie weisen damit ein
proinflammatorisches Profil auf.

Im Gegensatz dazu stehen die nach Stimulation von Monozyten aus peripherem Blut mit
Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) entstehenden Makrophagen Typ Il. Auf
der Zelloberflache tragen sie den Marker CD 163, was sie von den CD 163 negativen
Makrophagen Typ | abgrenzt (Xu et al. 2006, Xu et al. 2007). Makrophagen Typ Il produ-
zieren nach Aufnahme apoptotischer Zellen antiinflammatorische Zytokine wie 1L-10 und



TGF-B. Sie weisen zudem eine hohere Phagozytosekapazitét als Makrophagen Typ | auf,
womit sich fiir sie ein antiinflammatorisches Profil ergibt (Xu et al. 2006).

Als Phagozytose wird die Aufnahme von Zellschrott oder Mikroorganismen durch Phago-
zyten bezeichnet. Zu den Phagozyten werden Dendritische Zellen, PMN und Makrophagen
gerechnet. Die Phagozytose dient damit auf der einen Seite der Verteidigung des Wirtsor-
ganismus, auf der anderen Seite profitieren obligat intrazellul&re Parasiten wie Leishmania
von ihr (von Stebut 2007).

Promastigote L. major tragen auf ihrer Oberflache als Bestandteil der Glykokalix neben
LPG, Proteophosphoglykanen und Glykoinositolphospholipiden (GIPLs) die in hoher An-
zahl und Dichte vorkommende Metalloprotease Glykoprotein 63 (gp63). Die auch als
Leishmaniolysin bezeichnete Protease dient dazu, den auf der Oberflache der Promastigo-
ten vorhandenen Komplementfaktor C3b zu C3bi zu inaktivieren. C3bi bindet mit hoher
Affinitdt an den auf Makrophagen vorkommenden Komplementrezeptor C3R, zudem
hemmt C3bi die Bildung der C5-Konvertase und damit die Bildung des Membranattackie-
rungskomplexes (Brittingham et al. 1995).

Nach der Bindung von C3bi an den auf Makrophagen vorkommenden Komplementrezep-
tor C3R kommt es zur ,leisen” Aufnahme der Promastigoten in die Makrophagen: Die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1p wird reduziert oder fur IL-
12 komplett eingestellt. Auch die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) ist in
ihrer Aktivitat reduziert (Wilson u. Pearson 1988, Carrera et al. 1996).

Auch nach Aufnahme promastigotenhaltiger apoptotischer PMN durch Makrophagen
kommt es zu einer Verschiebung des Zytokinsekretionsprofils der Makrophagen zur an-

tiinflammatorischen Seite (van Zandbergen et al. 2004).

1.7 Autophagie

Bei der Autophagie handelt es sich um einen physiologischen, in eukaryotischen Zellen
ablaufenden Prozess, der dazu dient, alte Proteine und Zellorganellen zu degradieren und
zu recyceln. Die fiir die zellulare Homoostase wichtige Autophagie tritt auf bei Nahrungs-
mangel, Zell- und Gewebsuntergang und Zelltod (Levine u. Klionsky 2004).

Autophagie schitzt den Organismus vor Malignomen, kardialen und muskuléren Erkran-
kungen, Neurodegeneration, verschiedenen Pathogenen und Alterung durch den Abbau
schédlicher Stoffe.



Es existieren drei verschiedene Formen von Autophagie (Chaperon-vermittelt, Mikro- und
Makroautophagie), die sich in der Art des Transportes zum Lysosom und in ihrer physio-
logischen Funktion unterscheiden. Allen ist gemein, dass der zu degradierende zytoplasma-
tische Bestandteil von einer Doppelmembran umschlossen wird, die anschlieend mit En-
dosomen und Lysosomen zum Autolysosom fusioniert, in dem der Abbau des umschlosse-
nen Inhalts erfolgt (Levine u. Kroemer 2008).

Neben hoheren Organismen kommt Autophagie auch in Saccharomyces cerevisiae, Leish-
mania major, Dictyostelium discoideum, Caenorhabditis elegans und Drosophila melano-
gaster vor (Besteiro et al. 2006, Kourtis u. Tavernarakis 2009).

Weiterhin ist Autophagie sowohl Bestandteil der angeborenen Immunitat (Abbau in Auto-
lysosomen) als auch der adaptiven Immunitét (Présentation zytoplasmatischer Antigene
auf MHC Klasse I1) (Schmid u. Minz 2007). Eine besondere Form der Autophagie ist die
Xenophagie, die vor intrazellularen Pathogenen schiitzt (Levine 2005).

1.7.1 Chaperon-vermittelte Autophagie

Die Chaperon-vermittelte Autophagie (Chaperon mediated autophagy, CMA) wird durch
Stress, wie z.B. Nahrungsmangel ausgeldst und macht ca. 30 % des Abbaus zytosolischer
Proteine aus. Es werden spezifisch nur bestimmte Proteine erkannt, die ein 5 Peptide lan-
ges KFERQ-ahnliches Motiv aufweisen (Terlecky et al. 1992, Dice 2007).

Das Motiv wird durch einen Komplex aus der konstitutiv exprimierten zytosolischen Iso-
form (Hsc 70) des Hitzeschockproteins 70 (Hsp 70) und Co-Chaperonen erkannt. Hsp 70
ist an der Faltung von Proteinen beteiligt (Cuervo u. Dice 1996).

Nach dem Erkennen des zu degradierenden Proteins kommt es zur Bindung an das sich auf
der Lysosomenoberflache befindlichen LAMP2a. Das Protein wird entfaltet und mit Hilfe
von lysosomalem Hsc 70 in das Lysosomeninnere transloziert, wo es degradiert wird. Das
Hsc 70 wird danach wieder in das Zytosol entlassen, wo es erneut binden kann (Majeski u.
Dice 2004, Dice 2007).



1.7.2 Mikroautophagie

Bei der konstitutiv aktiven Mikroautophagie werden die zu degradierenden Strukturen
durch direkte Invagination der lysosomalen Membran in das Innere des Lysosoms aufge-
nommen wo sie anschlielend degradiert werden.

Dabei kénnen sowohl frei im Zytosol befindliche Strukturen als auch ganze Organellen
abgebaut werden (Sattler u. Mayer 2000, Roberts et al. 2003).

1.7.3 Makroautophagie

Bei der Makroautophagie, im Folgenden nur noch als Autophagie bezeichnet, handelt es
sich um einen hoch konservierten Prozess, der dem Abbau gealterter oder beschadigter
Strukturen dient (Levine u. Klionsky 2004). Das zu degradierende Material wird in de no-
vo entstehenden Organellen von einer doppelten Isolationsmembran umgeben, die sich
zum Autophagosom schlie8t. Die Autophagosomen fusionieren mit dem Lysosom, wo sie
wie in der Chaperon-assoziierten Autophagie und in der Mikroautophagie abgebaut werden
(Dunn 1990).

Die Herkunft der umhillenden Membran ist nach wie vor unklar. Es gibt aber Hinweise,
dass Teile der Membran aus Mitochondrien, dem Endoplasmatischen Retikulum, dem
Golgi Apparat oder der Phagosomenmembran stammen (Axe et al. 2008, Hailey et al.
2010, Ravikumar et al. 2010).

Als wichtigster Inhibitor der Autophagie steht die Serin / Threoninkinase mammalian Tar-
get Of Rapamycin (mTOR) an oberster Stelle der autophagischen Kaskade. Bei ausrei-
chender Nahrungsversorgung liegt mTOR in aktivem Zustand vor und wirkt inhibierend
auf Autophagie. Medikamentos I&sst sie sich durch Rapamycin hemmen, wodurch ihr inhi-
bitorischer Effekt auf Autophagie entféllt (Lum et al. 2005).

Zur Entstehung der Isolationsmembran fir die Bildung der Autophagosomen tragen dann
Autophagy related genes (Atg) bei. Die beiden Ubiquitin &hnlichen (Komplexe) Atg5-
Atg12 und Atg8-PE (Phosphatidylethanolamin) sind notwendig fur die Synthese des Au-
tophagosoms (Ohsumi 2001).

Die Initiation der Bildung der Isolationsmembran erfolgt durch die Typ Il Phosphatidyli-
nositol-3 Kinase (PI-3 Kinase) hVps34 und durch Atg6 (Beclin-1) (Liang et al. 1999,
Lindmo u. Stenmark 2006).



Nach der Initiation werden fiir die Elongation der Isolationsmembran zwei gekoppelte U-
biquitin-hnliche Konjugationssysteme bendtigt (Ohsumi 2001). Dabei kommt es durch die
Enzyme Atg7 und Atgl0 katalysiert zur Konjugation von Atg5 an Atgl2, es entsteht der
Atg5-Atgl2-Komplex. Dieser bindet Atgl6L1 nicht kovalent und es bildet sich der Atg5-
Atg12-Atgl6L1-Komplex, der essentiell fur die Bildung und Elongation der Isolations-
membran zum Autophagosom ist (Mizushima et al. 1998, Mizushima 2003). Dieser Kom-
plex befindet sich auf der AuRenseite der Isolationsmembran (Mizushima et al. 2001).

Das andere Ubiquitin-&hnliche System (Atg8 = LC3, Isoformen A, B, C) entsteht aus dem
inaktiven Vorlaufer Pro-LC3. Durch Aktivitat der Protease Atg4 entsteht durch Abspaltung
des carboxyterminalen Endes aus Pro-LC3 die zytoplasmatische Form LC3-I. Durch Akti-
vitat von Atg7 und Atg3 wird das zytosolische LC3-1 an Phosphatidylethanolaminreste der
Membran des Autophagosoms gekoppelt, wodurch die aktive Form LC3-1l entsteht (Ichi-
mura et al. 2000, Kabeya et al. 2000, Kirisako et al. 2000).

Wiéhrend LC3-1 an die Membran gekoppelt und dadurch zu LC3-I1 aktiviert wird, verlasst
der Atg5-Atgl2-Atgl6L1-Komplex die Membran und wird im Zytosol recycelt. LC3-11 ist
gleichmaRig auf der Innen- und Aulenseite der Autophagosomenmembran verteilt und
eignet sich daher gut als autophagosomaler Marker (Kabeya et al. 2000).

Bei der Bildung des Autolysosoms durch Fusion des Autophagosoms mit Lysosomen
kommt es zur Degradation des Inhalts sowie der inneren Membran des Autolysosoms
durch lysosomale Proteasen (Levine u. Klionsky 2004).

Dabei wird sich auf der duBeren Membran befindliches LC3-11 durch Atg4 abgespalten und
recycelt wahrend das LC3-II der inneren Membran auch degradiert wird (Tanida et al.
2004).
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Abb. 3: Ablauf der Makroautophagie.
Erlauterungen zum Schema im Text. Abbildung modifiziert (Kourtis u. Tavernarakis 2009).
mTOR: mammalian Target Of Rapamycin.

1.7.4 Autophagie und Antigenprasentation

Im Rahmen der adaptiven Immunabwehr werden Antigene, die im Zytoplasma durch Pro-
teasomen degradiert wurden, von MHC Klasse | Molekilen auf der Zelloberflache préasen-
tiert. Dort werden sie von CD 8" zytotoxischen T-Zellen erkannt. MHC Klasse | Molekii-
len kommen auf der Zelloberflache von fast allen kernhaltigen Zellen vor (Cresswell et al.
2005).

Extrazellulare Peptide hingegen, die Uber den lysosomalen Weg degradiert worden sind,
werden mittels MHC Klasse Il Molekilen auf professionellen Antigenprasentierenden Zel-
len (APCs) dargeboten. Dort werden sie von CD 4" T-Helferzellen erkannt. Zu den APCs
zdhlen Dendritische Zellen sowie Monozyten und Makrophagen (Bryant u. Ploegh 2004).
Neben exogenen Peptiden werden iber MHC Klasse 1l Molekiile aber auch nukleédre und
zytoplasmatische Peptide préasentiert (Li et al. 2005). Um diese Peptide im Lysosom abzu-
bauen bedarf es Autophagie (Dunn 1990). Schmid et al. konnten zeigen, dass Autophago-
somen mit MHC Kilasse Il Molekiilen beladenen Kompartimenten fusionieren, was z.B.
Bedeutung bei der Abwehr von Influenza hat (Schmid et al. 2007).
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1.7.5 Autophagie in Leishmanien

Auch in Leishmanien-Spezies ist Autophagie beschrieben worden, wobei der molekulare
Ablauf mit oben Geschildertem vergleichbar ist.

Zum einen wird in Hungersituationen Autophagie induziert (Bates 2006, Besteiro et al.
2006).

Zum anderen ist Autophagie von groRer Bedeutung fir die Metazyklogenese und die Ent-
wicklung von Amastigoten aus metazyklischen Promastigoten. Dabei kommt es zum ver-
mehrten Auftreten von Autophagosomen und vermehrter Proteindegradation was auf ab-
laufende zelluldre Umbauprozesse hindeutet (Alves et al. 2005, Besteiro et al. 2006, Willi-
ams et al. 2006).

Auch bei Trypanosoma cruzi ist Autophagie wahrend der Entwicklung und bei Nahrungs-
knappheit hochreguliert (Alvarez et al. 2008 a, Alvarez et al. 2008 b)

1.7.6 Pathogene und Autophagie im Rahmen einer Infektion

Fur Sdugetiere spielt die Autophagie eine wichtige Rolle bei der Abwehr intrazelluldrer
Bakterien und Viren im Rahmen der angeborenen Immunabwehr (Kirkegaard et al. 2004).
Einige Bakterien wie Mycobacterium tuberculosis oder Streptokokkus pyogenes haben
Mechanismen etabliert, mit denen sie, nach Aufnahme in die Zelle, das Phagosom verlas-
sen kénnen und in das Zytosol gelangen. Mycobacterium tuberculosis inhibiert nach pha-
gosomaler Aufnahme in Makrophagen die Reifung des Phagosoms und somit seine Elimi-
nation (Armstrong u. D’Arcy Hart 1971). Die Stimulation der Makrophagen mit IFN-y
oder Rapamycin fuhrte zur Kolokalisation von LC3 mit den Tuberkelbakterien enthalten-
den Phagosomen und zur anschlielenden Degradation dessen Inhalts durch Autophagie
(Gutierrez et al. 2004, Deretic et al. 2009).

Streptokokkus pyogenes hingegen lysiert die Membran des ihn umhillenden Phagosoms
mit Streptolysin O und gelangt in das Zytosol wo es in Autophagosomen aufgenommen
und degradiert wird (Nakagawa et al. 2004, Yoshimori 2006).

Daneben gibt es Pathogene wie Listeria monocytogenes, Rickettsia conorii und Shigella
flexneri, die auch der Abwehr durch Autophagie entgehen. Listeria monocytogenes verlasst
mit Hilfe von Listeriolysin O das Phagosom und gelangt in das Zytosol. Um der Degrada-

tion durch Autophagie zu entgehen, bedient es sich verschiedener das Autophagosom zer-
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storender Phospholipasen C und Aktin-gestiitzter Beweglichkeit (Birmingham et al. 2007,
Birmingham et al. 2008).

Shigella flexneri exprimiert auf der Oberflache das fur Motilitat wichtige VirG, das aber
durch Bindung an Atg5 der Wirtszelle Autophagie-induzierend wirkt. Mittels eines Typ 111
Sekretionssystems sezerniert Shigella flexneri IcsB, das an VirG bindet und es so fur die
autophagische Erkennung maskiert (Ogawa et al. 2005, Ogawa u. Sasakawa 2006).

Zudem gibt es eine dritte Gruppe von Pathogenen, die im Autophagosom der Wirtszelle
replizieren. Dazu zahlen Brucella abortus, Coxiella burnetii, Legionella pneumophila,
Porphyromonas gingivalis, Toxoplasma gondii und Trypanosoma brucei. Alle besitzen ein
Typ IV Sekretionssystem mit dem sie die Kompartimente der Wirtszelle fiir sich positiv
beeinflussen. Im Falle von Brucella abortus und Porphyromonas gingivalis fusionieren mit
Pathogenen beladene Autophagosomen nicht mit Lysosomen. Dadurch bleibt die Degrada-
tion der Pathogene aus und sie replizieren (Dorn et al. 2002).

Coxiella burnetii dagegen Gberlebt und repliziert in sauren und hydrolasereichen LC3 posi-
tiven Kompartimenten (Gutierrez et al. 2005).

Ebenso uberlebt Legionella pneumophila in sauren, LAMP1 und Cathepsin D positiven
Autolysosomen (Sturgill-Koszycki u. Swanson 2000).

Auch das Wachstum von Toxoplasma gondii und Trypanosoma brucei ist abhdngig von
der Autophagie der Wirtszelle. In diesen Zellen induzieren Toxoplasma gondii und Trypa-
nosoma brucei Autophagie in Abh&ngigkeit von Atg5 der Wirtszelle (Romano et al. 2009,
Wang et al. 2009).

1.7.7 Inhibition der Autophagie

Wichtigster negativer Regulator des Autophagie induzierenden Pathways ist die Serin /
Threoninkinase mammalian Target Of Rapamycin (MTOR). Durch Rapamycin l&sst sich
ihre Autophagie-hemmende Wirkung antagonisieren (Lum et al. 2005).

3-Methyladenin, LY294002 und Wortmannin hingegen hemmen die Bildung von Au-
tophagosomen durch Inhibition der Phosphatidylinositol-3 Kinase, Initiatorenzym zur Bil-
dung der Isolationsmembranen (Blommaart et al. 1997).
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1.7.8 Zusammenhang zwischen einer Leishmanien-Infektion und Autophagie

in der Wirtszelle

Bei mit L. donovani infizierten Patienten wurde beobachtet, dass es nach der Infektion zur
Induktion von Autophagie im Knochenmark kam (Mitroulis et al. 2009).

Auch im Mausmodell wurde nach Hungerphasen oder nach Stimulation mit IFN-y eine
Induktion von Autophagie in BALB/C, nicht aber in C57BL/6 M&usen beobachtet. Damit
einher ging bei Infektion der Mduse mit Leishmania amazonensis eine erhohte Zahl intra-
zelluldrer Parasiten und eine gesteigerte Infektionsrate in den beobachteten Makrophagen.
Durch den Autophagie-Inhibitor Wortmannin konnte diese Effekte gehemmt werden. Pin-
heiro et al. folgerten, dass das Auftreten von Autophagie in der Wirtszelle das Outcome in
Leishmania amazonensis infizierten Makrophagen mitbestimmte (Pinheiro et al. 2009).
Auch im Falle einer Infektion mit Leishmania infantum fiihrte eine Inhibition der PI-3 Ki-
nase in Dendritischen Zellen (DCs) zu einer starken Abnahme der Infektionsrate (Mitroulis
et al. 2009). Nach Infektion induziert Leishmania infantum rasch die PI-3 Kinase und akti-
viert so den autophagischen Pathway (Neves et al. 2010). All diese Manuskripte deuten auf
die Wichtigkeit von Autophagie bei der Etablierung einer Infektion mit Leishmania hin.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Es ist bekannt, dass bei einer Infektion von Makrophagen mit metazyklischen promastigo-

ten L. major apoptotische Promastigoten den vitalen Promastigoten in altruistischer Weise

zu Uberleben helfen.

Zudem wurde bei mit promastigoten L. amazonensis infizierten murinen Makrophagen

entdeckt, dass das Auftreten von Autophagie mit erhéhten Infektionsraten korreliert.

Daraus wurde als Grundhypothese der vorliegenden Arbeit abgeleitet, dass ein Zusam-

menhang zwischen Autophagie in der Wirtszelle und Infektionsrate besteht. Dieser Zu-

sammenhang soll in aus humanem Blut isolierten Monozyten untersucht werden.

Fur die Untersuchungen werden zwei Hypothesen aufgestellt:

1.

Es besteht ein Zusammenhang zwischen Autophagie und der als Altruismus zu
bezeichnenden Tatsache, dass apoptotische Promastigoten vitalen Promastigo-

ten dabei helfen, in Makrophagen zu tberleben, weil

apoptotische Promastigoten bei der Infektion von Makrophagen mit dem au-
tophagischen Pathway der Wirtszelle interagieren und so den vitalen Promasti-

goten beim Uberleben helfen.

Um diese Hypothesen zu tberprifen, wird

das Auftreten von Autophagie in Abhangigkeit vom Anteil apoptotischer Pro-
mastigoten in der infizierenden Population untersucht

die Kinetik der Autophagie untersucht

nach dem Induktor der Autophagie bei L. major gesucht und dabei Phosphati-
dylserin und LPG untersucht

das Auftreten von Autophagie nach Amastigoten Infektion untersucht

eine neue Farbemethode auf Promastigoten etabliert und damit deren Verhalten

bzgl. Autophagie analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Humane Zellen

Buffy Coat

2.1.2 Leishmanien Stamme
Leishmania major Isolate

MHOM/IL/81/FEBNI

MHOM/SU/73/5-ASKH

2.1.3 Gerate

CO, Inkubatoren
Heraeus BBD 6220
Thermo Forma 3010

Durchflusszytometer
FACSCalibur® 11

Flockeneisbereiter AF 80

Gefrierschranke
-20 °C Oko Super
-80 °C Herafreeze

MACS® MultiStand

Mikroskope
Axio Imager M2
Axiovert 40 CFL
LSM 710
Olympus CH-2
Olympus IMT-2

pH-Meter, digital ph-Meter pH 525

DRK Blutspendedienst Baden-Wirttemberg
— Hessen, Institut Ulm, Deutschland

Isoliert aus einer Hautbiopsie eines israeli-
schen Patienten

Freundlicherweise bereitgestellt von Dr. F
Ebert, Bernhard Nocht Institut fir Tropen-
medizin, Hamburg, Deutschland

Freundlicherweise bereitgestellt von Prof.
Dr. F. H. Routier, Medizinische Hochschule
Hannover, Deutschland

Thermo, Dreieich, Deutschland
Thermo, Dreieich, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Scotsman, Pogliano, Italien

Liebherr, Bulle, Schweiz
Heraeus Sepatech GmbH, Osterode,
Deutschland

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Olympus, Tokio, Japan
Olympus, Tokio, Japan

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

16



Pipetten inkl. Multikanalpipette
1-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-
1000 pl

Pipettierhilfen
Accu-Jet® Pro
PIPET BOY acu
PIPET BOY plus

Sicherheitswerkbanke
BDK UVF 6.12 S
Lamin Air® HBB 2448

MSC Advantage
Thermomixer 5436

Vortexer
REAX 2000
RS1

Waagen
AG 204
Kern 470

Wasserbad GFL

Zéhlkammern
Leishmanien:
Tiefe 0,02 mm; 0,0025 mm?
Makrophagen:
Tiefe 0,1 mm; 0,0025 mm?

Zentrifugen
Biofuge 3

Cytospin 3 Zentrifuge
Microfuge® R

Multifuge 3 S-R
(Platten)zentrifuge Varifuge 3.0R

2.1.4 Laborbedarf

Ampuwa Spullésung
Aqua bidest

Chamber Slide™
Lab-Tek™ 8 Wells

Cytotrager Zentrifugeneinsatze

Deckglas
24 X 32 mm
24 x 50 mm

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Tecnomara, Fernwald, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

BDK, Sonnenbihl-Genkingen, Deutschland
Heraeus Sepatech GmbH, Osterode,
Deutschland

Thermo, Dreieich, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heidolph, Kelheim, Deutschland
IDL, Nidderau, Deutschland

Mettler Toledo, Giessen, Deutschland
Kern GmbH, Ettlingen, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Neubauer Improved, Marienfeld, Deutsch-
land
Neubauer Improved, Marienfeld, Deutsch-
land

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode,
Deutschland

Shandon, Frankfurt, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Heraeus, Thermo, Dreieich, Deutschland
Heraeus Sepatech GmbH, Osterode,
Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Apotheke Universitat Ulm, Ulm, Deutsch-
land

Nunc, Langenselbold, Deutschland
Shandon, Pittsburg, PA, USA

VWR International, Darmstadt, Deutschland
VWR International, Darmstadt, Deutschland
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Einmalhandschuhe Semper Care®

FACS-Ro6hrchen
1,4 ml
5ml

Filterplattchen Shandon Filter Cards fir
Cytospins

MACS® Annexin V Micro Bead Kit

Mikrotiterplatte 6, 96 Well Microtest™
Flachboden

Nagellack
Objekttrager Cytoslide®

Petrischale
92 x 16 mm
100 x 20 mm

Pipettenspitzen, gestopft
Bioshere® Filter Tips 1-10 pl, 10-
100 pl, 20-200 pl, 100-1000 il

Safe Lock Rohrchen
0,5ml, 1,5 ml

Serologische Pipetten
Stripette™™ 5 ml, 10 ml, 25 ml

Spritzen
10 ml, 50 ml

Spritzenfilter
25 mm, 0,2 um Membran

Transferpipette 3,5 ml
Vernichtungsbeutel

Zellkulturflaschen
50 ml, 25 cm?; 250 ml, 75 cm?

Zellschaber
16 cm
23 cm

Zentrifugenrdhrchen
15 ml, 50 ml

Semper Care®, Wien, Osterreich

Micronic, Lelystad, Niederlande
BD Labware Europe, Le Pont de Claix,
Frankreich

Shandon, Pittsburg, PA, USA

Milteny Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

BD Labware Europe, Le Pont de Claix,
Frankreich

Manhattan, Eislingen, Deutschland
Shandon, Frankfurt, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
BD Labware Europe, Le Pont de Claix,
Frankreich

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Corning Inc., New York, USA

BD Labware Europe, Le Pont de Claix,
Frankreich

Pall Corporation, Ann Arbor, MI, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

BD Labware Europe, Le Pont de Claix,
Frankreich

Sarstedt, Newton, USA
Nunc, Langenselbold, Deutschland

BD Labware Europe, Le Pont de Claix,
Frankreich
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2.1.5 Chemische Reagenzien

3-Methyladenin

4’ 6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)
Adenin

Ammoniumchlorid

Annexin V FLUOS
Beta-Mercaptoethanol

Biotin

Bovine Serum Albumin (BSA)

Bovine Serum Albumin (BSA)
Brain Heart Infusion Agar
Calcium Chlorid Dihydrat

Diff-Quik-Farbeset

Ethanol 95 %

Fetales Kalber Serum (FCS)
Formaldehyd

Hemin

HEPES Puffer 1 M

Histopaque® 1119

Humaner rekombinanter Granulozyten

Makrophagen Colony Stimulating Factor

(GM-CSF)

Hygromycin

Immersionsél Immersol 518 F
Isopropanol

Kaninchenblut, fibrinfrei
Kaninchenserum

L-Glutamin

Lipobiotin

Lymphozyten Separations Medium 1077

(LSM 1077)

Makrophagen Colony Stimulating Factor

(M-CSF)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland

Molecular Sigma Biology, St. Louis, USA
Roche Diagnostik, Mannheim, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland

Sigma, Deisendorf, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich
Oxoid, Basingstoke, Grol3britannien

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Medion Diagnostics, Dudingen, Schweiz
VWR International, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Sigma, Deisendorf, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma, Deisendorf, Deutschland

Bayer Healthcare Pharmaceutical, Leverku-
sen, Deutschland

Invivogen, Toulouse, Frankreich

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Sigma, Deisendorf, Deutschland
Elocin-Lab GmbH, Gladbeck, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Freundlicherweise bereitgestellt von PD Dr.
N. Reiling, Forschungszentrum Borstel,
Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

PeproTech GmbH, Hamburg, Deutschland
R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland
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Natronlauge 1 mol/Il

Normales humanes Serum (hitzeinakti-
viert) (NHS)

Penicillin/ Streptomycin
Phleomycin

Phosphate Buffered Saline (PBS)
ProLong® Gold antifade reagent
Rekombinantes Hihner Annexin A5
Ringer Lésung Ecotainer®

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
199, 1640 Medium

Salzsédure
1 mol/l
37%
5 mol/l

Saponin aus Quillaja Rinde
Triethanolamin
Wortmannin

2.1.6 Antikorper

Anti humanes LAMP2 Maus monoklona-
ler Antikorper

Anti humanes LC3B Kaninchen polyklo-
naler Antikdrper

Anti Kaninchen Ziege Alexa Fluor® 568
Konjugatantikorper

Anti Leishmanien Maus polyklonaler An-
tikorper (Serum L. major infizierter
BALB/c Mause nach 14 tagiger Infektion)

Anti Maus Kaninchen Alexa Fluor® 488
Konjugatantikorper

Streptavidin Alexa Fluor® 647 Konjuga-
tantikorper

Succinimidyl Ester Alexa Fluor® 350

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Invivogen, Toulouse, Frankreich

PAA, Pasching, Osterreich

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland
Responsif GmbH, Erlangen, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland

Sigma, Deisendorf, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
VWR International, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisendorf, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland
Sigma, Deisendorf, Deutschland

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
Cell Signalling, Boston, USA

Molecular Probes Europe, Poort Gebouw,
Niederlande

Freundlicherweise bereitgestellt von PD Dr.
G. van Zandbergen, Paul-Ehrlich-Institut,
Langen, Deutschland

Molecular Probes Europe, Poort Gebouw,
Niederlande

Molecular Probes Europe, Poort Gebouw,
Niederlande

Molecular Probes Europe, Poort Gebouw,
Niederlande
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2.1.7 Kulturmedien, Puffer, Agar

Alex Amastigoten Medium (AAM)

FACS Puffer

Farbepuffer 1

Féarbepuffer 2

Fixierlosung

Flissigmedium

Komplettmedium

Leishmanienmedium (Lm-Medium)

RPMI 1640 Medium

1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin

10 % (v/v) FCS

2 % (v/v) L-Glutamin

pH 5,5 eingestellt mit HCI

Steril filtriert mit 0,2 um Spritzenfilter

PBS

1 % (m/v) BSA
1% (viv) FCS
1 % (v/v) NHS

PBS

1 % (m/v) BSA
1% (viv) FCS
1 % (v/v) NHS

PBS

0,5 % (m/v) Saponin (steril filtriert mit 0,2
um Spritzenfilter)

1% (m/v) BSA

1 % (v/v) FCS

1% (v/v) NHS

PBS
4 % (v/v) Formaldehyd

RPMI 199 Medium

0,2 % (v/v) 0,25 % Hemin

0,4 % (v/v) 0,1 % Biotin

1 % (v/v) 10 mM Adenin

1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin
10 % (v/v) FCS

2 % (v/v) HEPES Puffer

pH 7,5

RPMI 1640 Medium

0,2 % Beta-Mercaptoethanol

1 % (v/v) HEPES Puffer

1 % (v/v) L-Glutamin

1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin
10 % (v/v) FCS

RPMI 1640 Medium

0,2 % (v/v) Beta-Mercaptoethanol
1 % (v/v) HEPES Puffer

1 % (v/v) L-Glutamin

1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin
5% (v/v) FCS
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MACS-Puffer 1

MACS-Puffer 2

Novy-Nicolle-McNeal Agar (NNN-Agar)

Waschpuffer

2.1.8 Software

AXxio Visio 4.8
CellQuest® Pro
Microsoft® Office Excel 2003

Microsoft® Office PowerPoint® 2003
Microsoft® Office Word 2003

Summit 4.2
Zen 2009 Light Edition
Zen 2010

Ringerldsung

0,5 % (m/v) BSA

pH 5,5 eingestellt mit HCI

Steril filtriert mit 0,2 um Spritzenfilter

PBS

0,5 % (m/v) BSA

pH 5,5 eingestellt mit HCI

Steril filtriert mit 0,2 um Spritzenfilter

16,6 % (v/v) Kaninchenblut fibrinfrei
16,6 % (v/v) PBS

62,2 % (v/v) Brain Heart Infusion Agar
66,2 U/ml Penicillin

66,2 pg/ml Streptomycin

PBS
5 % (v/v) Komplettmedium

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

DakoCytomation, Fort Collins, USA
Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Carl Zeiss, Jena, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellzahlbestimmung von Leishmanien und Makrophagen

Zur Bestimmung der Anzahl der in einem bestimmten Volumen enthaltenen Leishmanien
oder Makrophagen wurden Neubauer Improved Zahlkammern unterschiedlicher Tiefe ver-
wendet.

Fur Leishmanien bzw. Makrophagen wurden Zahlkammern der Tiefe 0,02 mm bzw. 1 mm
verwendet.

Zwischen Glasplatte und Deckglas der Zahlkammer wurden 5 pl der zu zdhlenden Leish-
manien- bzw. 10 pl der zu z&hlenden Makrophagenldsung pipettiert.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde lichtmikroskopisch die Anzahl der Leishmanien bzw.
Makrophagen in 16 GroRquadraten bestimmt und mit dem Kammerfaktor multipliziert.
Der Kammerfaktor betrug fur die Leishmanien 50.000, fur Makrophagen 10.000.

Das Ergebnis gibt die Anzahl der Leishmanien bzw. Makrophagen pro ml der Ausgangslo-

sung an.

2.2.1.2 Parasiten

2.2.1.2.1 Kultur promastigoter Leishmanien

Die bei -140 °C in flissigem Stickstoff lagernden promastigoten Leishmanien wurden fur
die Kultur bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, mit 4 ml FCS versetzt und anschlief3end fir
8 Minuten bei 2.400 g abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 5 ml Leishmanienmedium (Lm-
Medium) aufgenommen und fiir 8 Minuten bei 2.400 g abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Leishmanien in Lm-Medium aufgenommen,
auf eine Konzentration von 10° vitale Leishmanien/ml Lm-Medium eingestellt und in 96-
Wells-Flachboden-Blutagarplatten mit Novy-Nicolle-McNeal-Agar (NNN-Agar) einge-
setzt. Bei Leishmania major wurde das Lm-Medium ohne Zusatze verwendet, bei Leish-

mania major 5 ASKH wurde das Lm-Medium mit 5 pg Phleomycin/ml und 50 pg Hygro-
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mycin/ml versetzt. Jedes Well wurde mit 100 pl der Leishmanienlésung (10° vitale Parasi-
ten) bestiickt.

Bei dem schrég in die 96-Wells-Flachbodenplatte gegossenem Novy-Nicolle-McNeal-
Agar (NNN-Agar) handelte es sich um einen aus 100 ml defibriniertem Kaninchenblut,
100 ml sterilem PBS, 4 ml Penicillin/ Streptomycin und 400 ml Brain-Heart-Infusion
(BHI) Agar hergestellten Blutagar.

Durch Zugabe der in Lm-Medium gel6sten Leishmanien zu der festen Agarphase entstand
ein fur die Entwicklung der Parasiten guinstiges Zweiphasensystem.

Die Promastigotenkultur wurde bei 27 °C und 5 % CO, flir 7 Tage inkubiert. Nach 7 Tagen
erfolgte die Passagierung der sich in der stationdren Wachstumsphase befindlichen Parasi-
ten in eine neue Blutagarplatte. Nach mehrfachem Resuspendieren wurde die flussige Pha-
se aus 5 Wells entnommen und die Zahl der darin enthaltenen vitalen Parasiten bestimmt.
Die Konzentration wurde auf 10%/ml Lm-Medium eingestellt und mit einer Multikanalpi-
pette in eine 96-Wells-Flachboden-Blutagarplatte zu je 100 pl (100.000 vitale Leishma-
nien) pro Well Gberfuhrt.

Nach 9maliger Passage wurde die Kultur verworfen.
2.2.1.2.2 Generierung amastigoter Leishmanien
2.2.1.2.2.1 Flussigkultur

Zur Generierung amastigoter Leishmanien wurden aus einer Flachboden Blutagarplatte mit
einer 3 bis 4 Tage alten, sich in der log-Phase befindlichen Promastigotenkultur Parasiten
aus 4 Wells entnommen, in 5 ml Fliissigmedium aufgenommen und in eine 25 cm? mes-
sende Kulturflasche Gberfuhrt, in der sie fur 3 Tage bei 27 °C und 5 % CO, inkubiert wur-

den.

2.2.1.2.2.2 Vorkultur

Die promastigoten Leishmanien wurden anschlielend in 15 ml Zentrifugenréhrchen (ber-
flhrt und fur 8 Minuten bei 1.450 g und 20 °C abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uber-

standes wurde das Pellet in 10 ml Alex Amastigoten Medium (AAM) resuspendiert und

erneut fir 8 Minuten bei 2.400 g und 20 °C abzentrifugiert.
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Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in AAM resuspendiert, die Konzentra-
tion der promastigoten Leishmanien auf 20 x 10%/ml AAM eingestellt und in einer Menge
von maximal 100 x 10%/Kulturflasche in 25 cm?® Kulturflaschen tiberfiihrt.

Wahrend der 7 bis 14 Tage bei 33 °C und 5 % CO, andauernden Inkubation wandelten sich
auf Grund des sauren pH-Wertes (5,5) des AAMs promastigote in amastigote Leishmanien

um.
2.2.1.2.2.3 Isolierung reiner amastigoter Leishmanien

Die Aufreinigung der durch Umwandlung entstandenen amastigoten Leishmanien von ver-
bliebenen Promastigoten erfolgte mittels eines 5 stufigen Dichtegradienten diskontinuierli-
chen Volumens, bestehend aus AAM und auf 37 °C vorgewarmtem Histopaque® 1119.

Die amastigoten Leishmanien wurden aus den Kulturflaschen heraus in ein 50 ml Zentrifu-
genr6hrchen tberfiihrt, fir 8 Minuten bei 2.400 g und 20 °C abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 2,5 ml 50 % (v/v) (p  1,0595 g/ml) Histopaque® 1119 aufge-
nommen.

Der in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen aufgeschichtete Gradient bestand aus von unten
nach oben aufeinanderfolgenden Schichten unterschiedlicher Dichte: 3 ml 100 % (v/v) (p
1.119 g/ml) Histopaque® 1119, 2 ml 90 % (v/v) (p  1,1071 g/ml) Histopaque® 1119, 3 ml
80 % (v/v) (p  1,0952 g/ml) Histopaque® 1119,2 ml 70 % (v/v) (p  1,0833 g/ml) Histo-
paque® 1119 gefolgt von den leishmanienhaltigen 2,5 ml 50 % (v/v) (p  1,0595 g/ml)
Histopaque® 1119.

Der Gradient wurde bei niedrigster Beschleunigung und Abbremsung fur 35 Minuten bei
2.400 g und 20 °C zentrifugiert

Nach der Zentrifugierung waren 4 Banden an den Ubergangen zwischen den einzelnen
Dichteabstufungen sichtbar. Jede Bande wurde mit dem dariberliegenden Medium in je
ein 15 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, zum Auswaschen des Histopaque® 1119 mit 6 ml
AAM verdinnt und fur 8 Minuten bei 2.400 g und 20 °C abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte derselbe Waschschritt erneut. Danach wurde das
Pellet in AAM gelést, die Konzentration der amastigoten Leishmanien auf 20 x 10%/ml
AAM eingestellt und in einer Menge von maximal 100 x 10°/Kulturflasche in 25 cm? Kul-
turflaschen Gberfihrt. Diese wurden bei 33 °C und 5 % CO, inkubiert.

Zur Kontrolle der Reinheit der amastigoten Leishmanien der einzelnen Banden wurden

teilweise Cytospin Préparate (s.u.) angefertigt, die nach Farbung mittels Diff-Quik (s.u.)
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mikroskopisch analysiert werden konnten. Die hochste Reinheit (> 95%) wurde in der
Schicht 70 bis 80 % (v/v) Histopaque® 1119 erreicht.

2.2.1.2.3 Abtoten promastigoter Leishmanien mit Miltefosin und Staurosporin

Zum Abtoten promastigoter Leishmanien wurden Promastigoten einer 7 Tage alten Kultur
aus einer 96-Wells-Flachboden-Blutagarplatte entnommen und auf eine Konzentration von
100 x 10%/ml mit Miltefosin bzw. Staurosporin vorbehandeltem Lm-Medium eingestellt.
Fir das Abtoten mit Miltefosin war das Lm-Medium zuvor durch Zugabe von 73 mM in
DMSO geldstem Miltefosin auf eine Wirkstoffkonzentration von 25 uM eingestellt wor-
den. Fir das Abtdten mit Staurosporin wurde das Lm-Medium durch Zugabe von 2,1 mM
in DMSO geldstem Staurosporin auf eine Wirkstoffkonzentration von 15 puM eingestellt.
Die abzut6tenden Leishmanien wurden fir mindestens 18 Stunden bei 27 °C und 5 % CO;
inkubiert.

2.2.1.2.4 Blockade von Phospatidylserin mittels Annexin

Um das auf der Oberflache apoptotischer Leishmanien vorkommende Phospatidylserin zu
blockieren, wurden aus einer 7 Tage alten Kultur Promastigoten entnommen. Nach Zentri-
fugierung fir 8 Minuten bei 2.400 g wurde das Pellet in Komplettmedium resuspendiert
und auf eine Konzentration von 100 x 10° Parasiten/ml eingestellt. Davon wurden 100 pl
(10 x 10° Parasiten) mit 3,85 pl einer 1 M CaCl,dihydrat Lsung versetzt, wodurch sich
eine Konzentration von 38,5 mM CaCl,dihydrat einstellte.

Davon wiederum wurden 40 pl (4 x 10° Parasiten) enthommen und mit 16 pl rekombinan-
tem Hihner Annexin A5 versetzt und fiir mindestens 15 Minuten lichtgeschitzt auf Eis
inkubiert.

Durch Zugabe von 10 ul der mit Annexin vorbehandelten Parasiten zu sich in 100 pl
Komplettmedium befindlichen Makrophagen in einem Chamber Slide reduzierte sich die

CaCl,dihydrat Konzentration auf fir die Zelle ertragliche 2,5 mM.
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2.2.1.2.5 MACS, Auftrennung apoptotischer und lebendiger Leishmanien

Zum Erhalt reiner apoptotischer (Phosphatidylserin positiv) und reiner vitaler (Phosphati-
dylserin negativ) promastigoter Leishmanien wurde eine Trennung mittels MACS (Magne-
tic Activated Cell Sorting, Magnetic Cell Separation) durchgefiihrt.

Fir die Trennung wurden zwei Puffer bendtigt: zum einen ein calciumhaltiger Puffer
(MACS-Puffer 1), in dessen Gegenwart auf Grund des enthaltenen Calciums Annexin an
das auf der Oberflache apoptotischer Leishmanien zu findende Phospatidylserin binden
kann, zum anderen ein calciumfreier Puffer (MACS-Puffer 2).

Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur wurden auf eine Konzentration von 250 x 10°
Parasiten/ml eingestellt und in ein 15 ml Zentrifugenrdéhrchen tberfihrt.

Nachfolgend wurden 10 ml MACS-Puffer 1 zu der Leishmanienldsung gegeben und fiir 10
Minuten bei 2650 g und 4 °C abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte
erneut oben beschriebener Waschschritt.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 400 pl Macs-Puffer 1 resuspendiert
und nach Zugabe von 100 pl Annexin A5 beads fiir 15 Minuten in einem Kihlschrank in-
kubiert.

Danach wurde das VVolumen mit 10 ml MACS-Puffer 1 erh6ht und erneut fiir 10 Minuten
bei 2650 g und 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml MACS-Puffer 1 geldst und auf die ei-
senkugelhaltige Trennséule gegeben. Diese wurde in einen fir 30 Minuten auf -20 °C ab-
gekiihlten Magneten eingehdngt.

Die apoptotische und vitale Leishmanien enthaltende Lésung durchfloss die Trennsdaule,
wobei die mit Annexin A5 beads markierten apoptotischen Leishmanien in der Trennsaule
haften blieben. Die durchflieBenden reinen vitalen Leishmanien wurden in einem 15 ml
Zentrifugenréhrchen, im Folgenden Zentrifugenréhrchen 1 genannt, aufgefangen.

Um restliche noch in der Trennséule verbliebene vitale Leishmanien zu erhalten, wurde die
Trennsdaule 3mal mit je 3 ml MACS-Puffer 1 gespult. Die durchflieBenden vitalen Leish-
manien minderer Reinheit wurden in einem zweiten Zentrifugenréhrchen, im Folgenden
Zentrifugenréhrchen 2 genannt, aufgefangen.

Um die apoptotischen Leishmanien zu gewinnen, wurden 2 ml MACS-Puffer 2 auf die
Trennsdule gegeben, wobei sich auf Grund der Abwesenheit von Calcium die Bindung
zwischen dem Phosphatidylserin apoptotischer Leishmanien und den Annexin markierten

magnetischen beads l6ste. In einem weiteren Zentrifugenréhrchen, im Folgenden Zentrifu-
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genrohrchen 3 genannt, wurden die minder reinen apoptotischen Leishmanien aufgefan-
gen.

Nachfolgend wurde die Trennsdule mit 4 mal 3 ml MACS-Puffer 2 gespult um alle ver-
bliebenen Phosphatidylserin positiven Leishmanien zu gewinnen. Die hoch reinen apopto-
tischen Parasiten wurden in einem weiteren Zentrifugenréhrchen, im Folgenden Zentrifu-
genrohrchen 4 genannt, aufgefangen.

Nach Austausch der Trennséule gegen eine neue, ebenfalls mit 4 mal 3 ml MACS-Puffer 1
vorbefeuchtete Trennsdule, wurden die vitalen Leishmanien minderer Reinheit auf die
Trennsdule gegeben und die nun hochreinen Parasiten in Zentrifugenréhrchen 1 aufgefan-
gen.

Die Zentrifugenréhrchen 1 und 2 wurden auf Eis gelagert um dem Auftreten von Apoptose
vorzubeugen.

Zur Kontrolle des Erfolges der Trennung wurde im Anschluss eine durchflusszytometrisch
auszuwertende Farbung der apoptotischen (Zentrifugenréhrchen 4) bzw. vitalen (Zentrifu-
genréhrchen 1) Leishmanien auf Phosphatidylserinpositivitdt mit Annexin V FLUQOS
durchgefihrt.

2.2.1.3 Humane Zellen

2.2.1.3.1 Isolation mononukledrer Zellen (PBMCs) aus peripherem Blut

Zur Isolation humaner mononukleérer Zellen (PBMCs) wurden aus Vollblutspenden gene-
rierte Buffy Coats verwendet.

Der Buffy Coat (30 ml) wurde mit PBS auf ein Volumen von 100 ml verdinnt. Zur Tren-
nung der Monozyten von den restlichen Blutbestandteilen wurde ein Dichtegradient ver-
wendet. Dazu wurde in vier 50 ml Zentrifugenréhrchen je 15 ml auf 37 °C vorgewarmtes
Lymphozytenseparationsmedium (LSM) 1077 vorgelegt und mit je 25 ml des verdiinnten
Blutes Uberschichtet.

AnschlieBend wurde bei niedrigster Beschleunigung und Abbremsung fiir 30 Minuten bei
1.600 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Die Monozyten enthaltende Bande und der sich
dartiber befindliche Uberstand wurden abgenommen und in 6 neue Zentrifugenréhrchen
uberflhrt und mit Waschpuffer auf jeweils 50 ml aufgefllt.

Zum Auswaschen von Erythrozyten, Thrombozyten und Resten von LSM wurde danach

bei maximaler Beschleunigung und Abbremsung fur 8 Minuten bei 2.400 Umdrehun-
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gen/Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die Pellets in Waschpuffer resuspen-
diert und anschlieBend mit Waschpuffer auf 50 ml aufgefullt.

Dieser Waschschritt erfolgte nach demselben Muster erneut bei 1.600 und 800 Umdrehun-
gen/Minute.

Nach dem letzen Waschschritt wurden durch Zugabe von 15 ml einer 0,15 Molaren Am-
moniumchloridlésung pro Zentrifugenréhrchen die verbliebenen Erythrozyten lysiert.
Nach 15 minatiger Inkubationszeit wurde die Lysereaktion durch Zugabe von Waschpuffer
auf ein Volumen von 50 ml beendet. Im Anschluss daran wurde fir 8 Minuten bei 800
Umdrehungen/Minute zentrifugiert.

Nach dem Verwerfen der Uberstande wurden die Pellets mit Waschpuffer resuspendiert
und in einem Zentrifugenréhrchen vereinigt, mit Waschpuffer auf 50 ml aufgeftllt und
erneut fir 8 Minuten bei 800 Umdrehungen/Minute zentrifugiert.

Da die Monozyten die Fahigkeit zur Plastikadharenz haben, wurden zur weiteren Kultivie-
rung der Zellen 25 cm? messende Zellkulturflaschen verwendet. Dazu wurden die Monozy-
ten auf 9 bis 11 x 10%ml Inkubationsmedium (Komplettmedium mit 1 % adhésionsfor-
derndem hitzeinaktiviertem Plasma) eingestellt.

In jede Zellkulturflasche wurden zwischen 45 x 10° und 55 x 10° Zellen in einem Gesamt-
volumen von 5 ml Inkubationsmedium gegeben und anschlieBend fiir 2 Stunden bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Inkubationsmedium mit den sich darin befindli-
chen nicht adhérenten Zellen verworfen. Jede Zellkulturflasche wurde zweimal durch
mehrmaliges Ubersplilen des Flaschenbodens mit auf 37 °C vorgewarmtem Waschpuffer
von verbliebenen Erythrozyten, Lymphozyten und nicht adhdrenten Monozyten befreit.
Zur Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen Typ | bzw. Typ Il wurden die frisch
adhdrenten Zellen mit Wachstumsfaktoren behandelt: 10 ng GMCSF/ml Komplettmedium
zur Differenzierung zu Makrophagen Typ | bzw. 50 ng MCSF/ml Komplettmedium zur
Differenzierung zu Makrophagen Typ Il. Dabei wurden pro Zellkulturflasche 5 ml des mit
dem jeweiligen Wachstumsfaktor versetzten Komplettmediums zugegeben.

Die Zellen wurden anschlieBend bei 37 °C und 5 % CO, fur 5 bis 7 Tage inkubiert.
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2.2.1.3.2 Blockade der PI-3 Kinase

Zur Blockade von Autophagie wurde die PI-3 Kinase als Initiatorenzym mit 3-

Methyladenin bzw. Wortmannin blockiert.

2.2.1.3.2.1 Inhibition der PI-3 Kinase durch 3-Methyladenin

Das als Pulver vorliegende 3-Methyladenin (M = 149 g/mol) wurde auf eine Konzentration
von 5 mM, 10 mM und 20 mM in Komplettmedium eingestellt.

Die zu behandelnden und in Komplettmedium gelésten Makrophagen waren zuvor mindes-
tens 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert worden, um eine ausreichende Adhdarenz
an das Plastik des Chamber Slides zu erreichen (s.u.).

Die mit 5 mM, 10 mM bzw. 20 mM 3-Methyladenin behandelten Makrophagen wurden
fur 1,5 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

AnschlieBend wurden die Wells 2-mal mit Waschpuffer gewaschen, um freies 3-
Methyladenin zu entfernen.

Die Infektion mit Leishmanien erfolgte wie unter 2.2.1.3.3 geschildert.

2.2.1.3.2.2 Inhibition der PI-3 Kinase durch Wortmannin

100 puM in DMSO gel6stes Wortmannin wurde auf eine Konzentration von 100 nM in
Komplettmedium eingestellt. Die zu behandelnden und in Komplettmedium gelésten
Makrophagen waren zuvor mindestens 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert wor-
den um eine ausreichende Adhérenz an das Plastik des Chamber Slides bzw. der 96-Wells-
Flachbodenplatte zu erreichen.

Die mit 100 nM Wortmannin behandelten Makrophagen wurden fur 1,5 Stunden bei 37 °C
und 5 % CO; inkubiert.

AnschlieBend wurden die behandelten adh&renten Makrophagen 2-mal mit Waschpuffer
gewaschen, um freies Wortmannin zu entfernen.

Die Infektion mit Leishmanien erfolgte wie unter 2.2.1.3.3 geschildert.
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2.2.1.3.3 Infektion von Makrophagen

Fur die Infektion wurden mindestens 5 Tage alte Makrophagen verwendet. Am Tag vor der
Infektion wurde mikroskopisch die Differenzierung der Zellen gepruft.

Bei hineichender Differenziertheit wurden die Kulturflaschen fiir mindestens 30 Minuten
auf Eis gestellt um die Adhéarenz der Zellen an das Plastik der Kulturflaschen zu I6sen.
Danach wurden die Makrophagen mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturflasche
geldst und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen uberfihrt.

Um in der Kulturflasche verbliebene Makrophagen zu erhalten, wurden die Kulturflaschen
zweimal mit je 4 ml Waschpuffer gespilt und der Waschpuffer ebenfalls in das 50 ml
Zentrifugenrdhrchen tberfihrt.

Dieses wurde fir 8 Minuten bei 2.200 Umdrehungen/Minute und 20 °C abzentrifugiert,
das Pellet in Komplettmedium aufgenommen, die Anzahl der Makrophagen darin be-
stimmt und die gewiinschte Konzentration eingestellt.

Bei Infektionen in Chamber Slides und 96-Wells-Flachbodenplatten wurde eine Konzent-
ration von 10° Makrophagen/ml Komplettmedium gewahlt, wobei jedes Well mit 10°
Makrophagen (100 pl) bestiickt wurde. Zur Adhérenz der Makrophagen an das Plastik
wurde der Chamber Slide bzw. die 96-Wells-Flachbodenplatte anschlieRend fiir mindes-
tens 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Danach erfolgte in entsprechenden Versuchen wie unter 2.2.1.3.2 geschildert eine 1,5 stiin-
dige Préainkubation mit den PI-3 Kinase Inhibitoren 3-Methyladenin bzw. Wortmannin.

Die zur Infektion genutzten Leishmanien wurden auf eine Konzentration von 100 x 10°
Leishmanien/ml Komplettmedium eingestellt und in einem Volumen von 10 pl (10° Para-
siten) pro Well zu den adhdrenten Makrophagen gegeben. Somit ergab sich ein zehnfacher
Uberschuss an Parasiten bezogen auf die Menge der Makrophagen.

Der/ die mit infizierten Makrophagen beladene Chamber Slide/ 96-Wells-Flachbodenplatte
wurde bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Bei Kurzzeitinkubationen (Inkubationsdauer < 3 Stunden) wurde nach Ende der Inkubati-
onszeit (15 Minuten, 1 Stunde, 3 Stunden) jedes Well 2-mal mit je 100 pl auf 37 °C vor-
gewarmtem Waschpuffer gewaschen um nicht aufgenommene, extrazelluldre Leishmanien
zu entfernen.

Dieselben Waschschritte wurden auch bei Langzeitinkubationen (Inkubationsdauer > 3
Stunden) nach 3 Stunden durchgefiihrt. Auch hier wurde nach Ende der Inkubationszeit

jedes Well zweimal mit je 100 pl auf 37 °C vorgewarmtem Waschpuffer gewaschen.
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Im Falle des Chamber Slides wurden die Zellen mit 100 pl Fixierldsung fixiert. Die Cham-
ber Slides konnten in diesem Zustand bis zu 72 Stunden bei 4 °C lichtgeschutzt gelagert
werden.

Im Falle der 96-Wells-Flachbodenplatte erfolgte im Anschluss eine wie unter 2.2.3.3 ge-
schilderte Diff-Quik-Farbung.

2.2.2 Labeling pro- und amastigoter Leishmanien

Zur Visualisierung pro- und amastigoter Leishmanien wurden diese mit Succinimidyl Ester

Alexa Fluor® 350 bzw. Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 angefarbt.

2.2.2.1 Konzentrationstestung fur das Labeling mit Lipobiotin und Streptavidin

Die zu labelnden Leishmanien wurden auf eine Konzentration von 100 x 10%ml RPMI
eingestellt und in einer Menge von 10 x 105100 pl RPMI in 0,5 ml ReaktionsgefaRe tiber-
fihrt. Diese wurde fur 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Pellets in 100 pl verdiinntem Lipobiotin auf-
genommen und fur 1 Stunde lichtgeschitzt auf Eis inkubiert. Dabei sollte der Lipidanteil
des Lipobiotins in die Membran der Parasiten integrieren, der Biotinanteil nach auRen ra-
gen.

Das Lipobiotin wurde fir die Ermittlung seiner optimalen Konzentration mit RPMI 1:50,
1:100, 1:150 und 1:200 verdunnt.

Danach erfolgte eine Zentrifugierung fiir 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C. Die Uberstinde
wurden verworfen, die Pellets in 100 ul RPMI gewaschen um Reste freien Lipobiotins zu
entfernen und erneut fur 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C abzentrifugiert.

Die Uberstande wurden verworfen und die Pellets in 100 pl 1:100 in RPMI verdiinntem
Streptavidin Alexa Fluor® 647 aufgenommen und fir 1 Stunde lichtgeschiitzt auf Eis inku-
biert. Das Streptavidin bindet dabei mit hoher Affinitat an das freiliegende Biotinende des
Lipobiotins.

Nach Ende der Inkubation wurden die Reaktionsgefale fur 6 Minuten bei 3.800 g und 10
°C abzentrifugiert, die Uberstande verworfen und die Pellets in 100 pul RPMI aufgenom-
men.

Jeweils 50 pl davon wurden fir durchflusszytometrische Analysen verwendet.
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2.2.2.2 Labeling mit Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 sowie DAPI

Die zu labelnden Leishmanien wurden auf eine Konzentration 100 x 10%ml RPMI einge-
stellt und in einer Menge von 10 x 10%/100 pl RPMI in ein 0,5 ml ReaktionsgefaR gefillt.
Dieses wurde fiir 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 100 pl Labelinglésung 1 aufgenom-
men und fur 1 Stunde auf Eis inkubiert. Die Labelinglésung 1 bestand aus 1:75 in RPMI
verdinntem Lipobiotin.

Danach erfolgte eine Zentrifugierung fir 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet in 100 pl RPMI gewaschen um Reste freien Lipobiotins zu
entfernen und erneut fir 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 pl Labelinglésung 2 aufgenommen
und fir mindestens 1 Stunde lichtgeschitzt auf Eis inkubiert. Die Labelinglésung 2 be-
stand aus 1:100 in RPMI verdiinntem Streptavidin Alexa Fluor® 647 und 1:50 in RPMI
verdunnten DAPI.

Nach Ende der Inkubation wurde fir 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in 100 pl RPMI aufgenommen.

Die Parasiten wurden sowohl fur durchflusszytometrische als auch in Form von Diff-Quik-
Praparaten fur licht- und fluoreszenzmikroskopische Analysen verwendet.

Zudem wurden Makrophagen mit auf diese Weise, aber ohne DAPI, gelabelten Promasti-

goten infiziert.

2.2.2.3 Labeling mit Succinimidyl Ester Alexa Fluor® 350

Die zu labelnden Leishmanien wurden auf eine Konzentration 100 x 10°ml Lm-Medium
eingestellt. Davon wurden 10 x 10° Parasiten (100 pl) in ein 0,5 ml ReaktionsgefaR tiber-
fuhrt und fiir 6 Minuten bei 3.800 g und 10 °C abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 100 pl 1:30 in Lm-Medium verdiinn-
tem Succinimidyl Ester Alexa Fluor® 350 aufgenommen und fiir mindestens 1 Stunde bei
27 °C und 4 % CO, inkubiert.

Danach erfolgte eine Zentrifugierung fiir 6 Minuten bei 3.800 g. Der Uberstand wurde ver-
worfen und das Pellet in 100 pl RPMI aufgenommen.

Danach wurden die Parasiten fir licht- und fluoreszenzmikroskopische Analysen verwen-
det.
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Zudem wurden Makrophagen mit auf diese Weise gelabelten Promastigoten infiziert.

2.2.3Vorbereitung fur die Auswertung

2.2.3.1 Intrazelluléare Farbung

Zur Visualisierung intrazellul&rer Strukturen und sich innerhalb der Makrophagen befind-
licher Leishmanien wurde eine intrazellulére Farbung durchgefihrt.

Dafir wurden zweierlei Puffer verwendet: zum einen ein saponinfreier Puffer, im Folgen-
den Farbepuffer 1 genannt, zum anderen ein saponinhaltiger Puffer, im Folgenden Féarbe-
puffer 2 genannt, wobei das Saponin durch Komplexbildung innerhalb der Zellmembran
zur Entstehung von Poren in derselben fiihrte. Durch diese Poren konnten Molekile, im
Falle der intrazelluldren Farbung Antikdrper (AK), in die Zelle eindringen.

Zundchst wurde die Fixierlésung, mit der die infizierten Makrophagen nach Ende der In-
kubationszeit Uberschichtet worden waren, entfernt.

Danach wurden in jedes zu farbende Well 100 ul des Féarbepuffers 1 gegeben. Nach Ab-
nehmen des Uberstandes wurde jedes Well mit 100 pl Farbepuffer 2 beladen.

Nach Entfernen des Uberstandes wurde in jedes Well 100 pl der die Erstantikorper enthal-
tende Farbelésung gegeben, wobei die Erstantikorper in Féarbepuffer 2 geldst waren. Die
Chamber Slides wurden fir mindestens 30 Minuten lichtgeschitzt auf Eis inkubiert.
Danach wurde der Uberstand abgenommen und in jedes Well 100 pl Farbepuffer 2 gege-
ben. Der Uberstand wurde wiederum entfernt und in jedes Well 100 pl Zweitantikorper
enthaltende Férbeldsung gegeben, wobei die Zweitantikorper in Féarbepuffer 2 geldst wa-
ren. Die Chamber Slides wurden fiir mindestens 30 Minuten lichtgeschitzt auf Eis inku-
biert.

Danach wurde der Uberstand erneut abgenommen, jedes Well mit 100 pl Farbepuffer 2
gewaschen, anschlieRend der Uberstand wiederum abgenommen und jedes Well mit 100 pl
Farbepuffer 1 beladen.

Nach Abnehmen des Uberstandes wurde die auf den Chamber Slide geklebte Kammerung
entfernt, 3 Tropfen ProLong® Gold Antifade Reagent gleichmaRig auf dem nun ebenen
Chamber Slide verteilt und das Praparat mit einem 24 x 50 mm messenden Deckglas ein-
gedeckt. Zur Fixierung des Deckglases wurde ein Streifen handelstiblichen Nagellackes
auf den Ubergang zwischen Chamber Slide und Deckglas aufgetragen.

Die Praparate wurden lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.
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Tab. 1: Anzufarbende intrazellulare Strukturen und die dafiir verwendeten Erst- und Zweitantikor-
per.

»+“ markiert in Kombination angeférbte intrazelluldre Strukturen. Lm: Leishmania major; Ms: Maus; Rb:
Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Human; a: anti; mAK: monoklonaler Antikérper; pAK: polyklonaler

Antikorper.

Zellkern von Makrophagen
und Leishmanien, Kinetoplast

(Ms o Lm pAK)

Anzufarbende intrazellulére | Erstantikdrper (in Farbepuffer 2) Zweitantikorper (in Farbepuffer 2)
Strukturen
LC3B Kaninchen anti humanes LC3B | Ziege anti Kaninchen Alexa Fluor®
+ polyklonaler AK 1:200 568 AK 1:100
(Rb o hu LC3B pAK) (Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konju-
gierter AK)
Leishmanien Maus anti Leishmanien polyklona- | Huhn anti Maus Alexa Fluor® 488
+ ler AK 7:100 konjugierter AK 1:100

(Ch a Ms Alexa Fluor® 488 konju-
gierter AK)

DAPI

LC3B

LAMP2 (CD 107 b)

+

Zellkern von Makrophagen
und Leishmanien, Kinetoplast

Kaninchen anti humanes LC3B
polyklonaler AK 1:200
(Rb a hu LC3B pAK)

Maus anti humanes CD 107 b mo-
noklonaler Antikdrper
(Ms o hu LAMP2 mAK)

Ziege anti Kaninchen Alexa Fluor®

568 AK 1:100

(Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konju-
gierter AK)

Huhn anti Maus Alexa Fluor® 488
konjugierter AK 1:100

(Ch o Ms Alexa Fluor® 488 konju-
gierter AK)

DAPI

2.2.3.2 Erstellen von Cytospin-Praparaten

Zum Aufbringen von Zellen auf Objekttrager wurden mittels einer Shanon Cytospin 3
Zentrifuge Cytospin-Préaparate angefertigt. 10° Makrophagen bzw. 10° Leishmanien wur-
den in 100 pl PBS gel6st und fur 10 Minuten bei 500 Umdrehungen/Minute (Makropha-
gen), bzw. fir 5 Minuten bei 1.500 Umdrehungen/Minute (Leishmanien) auf die Objekt-
trager aufzentrifugiert.

Vor der weiteren Behandlung der Préparate wurden diese bei RT luftgetrocknet.
2.2.3.3 Diff-Quik-Farbung
Die erstellten Zytospin Praparate wurden nach Lufttrocknung fir 5 Minuten in der metha-

nolhaltigen Fixierlosung des Diff-Quik-Farbekits fixiert. AnschlieRend wurde das Praparat
fur jeweils 5 Minuten in die Diff-Quik-Farbeldsung 1 und 2 eingestellt.
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Nach dem Entfernen uberfliissiger Féarbelosung durch Schwenken in destilliertem Wasser
wurde das Préparat bei RT an der Luft getrocknet und anschlielend mikroskopisch analy-
siert.

Gleiches Procedere galt auch fur in 96-Wells-Flachbodenplatten durchgefiihrte Infektionen
von Makrophagen. Dazu wurden Zellen in jedem zu farbenden Well mit 100 pl der o.g.
Losungen Uberschichtet und fir je 5 Minuten inkubiert. Nach Abnehmen der Diff-Quik-
Farbelosung 2 wurde (berflissige Farbelosung durch UbergieBen und Schwenken der 96-
Wells-Flachbodenplatte unter flieBendem Wasser entfernt. Die Platte wurde bei RT an der

Luft getrocknet und anschlielend mikroskopisch analysiert.

2.2.3.4 Annexin Farbung

Zur Kontrolle der Vitalitat von Leishmanien diente die Farbung mit Annexin V FLUOS.
Dazu wurden 10° Parasiten in 200 ul calciumhaltiger Ringerlésung aufgenommen und mit
in weiteren 200 ul Ringerlosung geléstem 0,5 pl Annexin V FLUOS versetzt.

Die mit Annexin geféarbten Leishmanien wurden fir mindestens 15 Minuten lichtgeschutzt
auf Eis inkubiert und anschlieRend durchflusszytometrisch auf die von Annexin V FLUOS

hervorgerufene Griinfluoreszenz hin analysiert. Annexin V FLUQOS positive Parasiten wer-

den in der vorliegenden Arbeit als apoptotisch definiert.

2.2.4 Auswertung

2.2.4.1 Lichtmikroskopische Auswertung

2.2.4.1.1 Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Praparate

Die Auswertung fluoreszenzmikroskopischer Préparate erfolgte mittels des Axio Imager

M2 von Zeiss unter Zuhilfenahme der Software Axio Vision 4.8.
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2.2.4.1.2 Identifikation und Z&hlung von in LC3B positiven Kompartimenten gelege-

nen Leishmanien

Zur Untersuchung des Prozentsatzes in LC3B positiven Kompartiment gelegener Leish-
manien wurden die eingedeckten Chamber Slide Prédparate licht- und fluoreszenzmikro-
skopisch analysiert. Pro Kondition wurden 3 Gesichtsfelder ausgezéhlt und in jedem davon
die Anzahl intrazellul&rer Leishmanien und LC3B positiver Kompartimente ermittelt.

Aus dem Quotienten ergab sich der prozentuale Anteil der in einem LC3B positiven Kom-

partiment liegenden Leishmanien bezogen auf die Gesamtheit der intrazellularen Parasiten.

2.2.4.1.3 ldentifikation und Z&hlung von LAMP2 (CD 107 b) positiver Makrophagen
und Analyse des gemeinsamen Vorkommens LC3B und LAMP2 positiver

Kompartimente

Ebenfalls licht- und fluoreszenzmikroskopisch erfolgte die Bestimmung der Zahl der fir
LAMP2 (CD 107 b) Kompartimente positiver Makrophagen. Dazu wurden 3 Gesichtsfel-
der ausgewertet und in jedem davon die Zahl der fir LAMP2 Kompartimente positiven
Makrophagen bestimmt.

Zur Bestimmung des gemeinsamen Vorliegens LC3B und LAMP2 positiver Komparti-
mente wurden 3 Gesichtfelder ausgewertet und in jedem davon die Anzahl der LC3B posi-
tiven Kompartimente ermittelt. Als gemeinsam mit LAMP2 vorkommend galten jene
Kompartimente, die auch fiir LAMP2 positiv gewertet waren.

2.2.4.1.4 Bestimmung der Infektionsrate infizierter Makrophagen

Zur Bestimmung der Infektionsrate infizierter Makrophagen Typ | und Typ Il wurde das
inverse Forschungsmikroskop IMT-2 von Olympus eingesetzt.

Dabei wurden mindestens 200 Makrophagen analysiert und hinsichtlich Infektion quantifi-
ziert. Die Infektionsrate ergab sich aus dem Quotienten infizierter Zellen zur Gesamtzahl

der analysierten Zellen.
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2.2.4.2 Konfokalmikroskopische Auswertung

Zur Erstellung konfokalmikroskopischer Bilder (siehe Abb. 12) wurde das LSM 710 von
Zeiss unter Zuhilfenahme der Software Zen 2010 und Zen 2009 Light Edition verwendet.

2.2.4.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie diente als Methode zur raschen Analyse grofRer Zellmengen
bzgl. deren Granularitdt und Volumens. Durch Markierung bestimmter zelluldrer Struktu-
ren mittels fluoreszenzgekoppelter Antikdrper konnte eine Aussage hinsichtlich dieser
Strukturen getroffen werden.

Die Methode wurde zur Analyse der Vitalitat der fir die Infektion von Makrophagen ver-
wendeten Leishmanien durchgefiihrt. Dafur wurden 25.000 der wie oben beschrieben mit
Annexin V FLUOS markierten Leishmanien eingelesen.

Des Weiteren wurden mit Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 gelabelte Leish-
manien zur Kontrolle des Erfolges des Labelings analysiert. Es wurden dazu 25.000 der
gelabelten Leishmanien eingelesen.

Die Analyse erfolgte mittels der Software CellQuest® Pro, die weitere Bearbeitung der

Daten mittels der Software Summit Version 4.2.

2.2.4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme von Microsoft® Office Excel
2003. Die Diagramme zeigen jeweils Mittelwerte von Daten aus mindestens 3 unabhangi-
gen Versuchen. Als MaR fur die Standardabweichung wird der Standard Error of the Mean
verwendet.

Zur Berechnung statistischer Signifikanz wird der Student t-Test in zweiseitiger, gepaarter
Form verwendet. Ab p < 0,05 wird von einem signifikanten Unterschied ausgegangen, bei
p <0,01 bzw. p < 0,001 von sehr bzw. hoch signifikanten Unterschieden.

Zur Berechnung der Korrelation zweier Parameter wurde der Korrelationskoeffizient er-
mittelt. Von sehr hoher positiver Korrelation wurde ausgegangen, wenn der Korrelations-
koeffizient r zwischen 0,9 und 1 lag. Von sehr hoher negativer Korrelation wurde hingegen

bei Korrelationskoeffizienten r zwischen -0,9 und -1 ausgegangen.
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3 Ergebnisse

3.1 Spezifitatskontrolle des LC3B Antikorpers

Die Reifung von Phagolysosomen in mit Leishmanien infizierten Makrophagen wurde
bereits in friheren Experimenten unserer und anderer Arbeitsgruppen analysiert (Bogdan
u. Rollinghoff 1998, Ritter et al. 2009). Nach der Infektion von Makrophagen mit pro-
mastigoten Leishmanien konnte man die Parasiten in LC3B positiven Kompartimenten
mittels Antikdrperfarbung nachweisen (Jackel, unverdffentlichte Daten).

Diese Beobachtungen waren Ausgangspunkt dieser Arbeit und sollten naher analysiert
werden. Deshalb wurde zunéchst die Spezifitat des verwendeten LC3B Antikorpers tber-
priift. Dafur wurden je 10° Makrophagen Typ I mit 10° L. major Promastigoten aus einer 7
Tage alten Kultur fur 3 Stunden inkubiert. Als Kontrolle dienten nichtinfizierte Makropha-
gen Typ I. Im Anschluss wurden die Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung gegen L. ma-
jor und LC3B sowie DAPI-Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte sowohl licht-
mikroskopisch als auch fluoreszenzmikroskopisch (Abbildung 4).

Leishmania Parasiten wurden deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch o Ms Alexa
Fluor® 488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 4 A, D) wahrend in Proben von
nichtinfizierten Makrophagen Typ | kein Signal detektiert wurde. Im Durchlichtbild von
infizierten Makrophagen Typ | (Abbildung 4 C, F) ist zu erkennen, dass die Parasiten
wahrscheinlich intrazelluldr zu liegen kommen, denn sie befinden sich innerhalb der Zell-
umrisse. AuRerdem wurde mittels Rb o hu LC3B pAK - Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konju-
gierter AK-Farbung in mit Leishmania infizierten Makrophagen Typ | eine punktuelle An-
farbung erzielt (Abbildung 4 B). Diese ist vermutlich intrazellul&r, wie im Durchlicht zu
erkennen (Abbildung 4 C). Die Spezifitdt des LC3B Antikorpers konnte erfolgreich de-
monstriert werden, weil eine Kontrollfarbung mit Kaninchenserum und einem Gt a Rb
Alexa Fluor® 568 konjugierten AK eine unspezifische, nicht punktuelle Farbung in infi-
zierten Makrophagen Typ | zeigte (Abbildung 4 E). Des Weiteren wurden zur Kontrolle
nicht mit Leishmania infizierte Makrophagen Typ | dem Farbeprotokoll unterzogen. Es
konnte weder eine Farbung durch den Ms o Lm pAK - Ch o Ms Alexa Fluor® 488 konju-
gierten Antikorper noch durch den Rb a hu LC3B pAK - Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konju-
gierten Antikorper beobachtet werden. Das bedeutet, dass in diesem Experiment die Spezi-
fitdt des LC3B Antikorpers zweifelsfrei demonstriert wurde und der Antikorper zur Dar-

stellung des LC3B Kompartiments in Makrophagen Typ | benutzt werden kann.
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Ms o Lm pAK Rb a hu LC3B pAK

=

Ms o Lm pAK Rb Kontrollserum 1:200
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Ms o Lm pAK Rb o hu LC3B pAK Uberlagerungsbild (+ DAPI)

Abb. 4: Spezifitatskontrolle des LC3B Antikdrpers.

Makrophagen Typ | wurden flr 3 Stunden mit promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur inku-
biert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt. Als Positivkontrolle wurden infizierte
Makrophagen Typ | mittels Ms a Lm pAK (A) sowie Rb o hu LC3B pAK gefarbt (B). Die Uberlagerung aus
beiden Aufnahmen ist in (C) im Durchlichtkanal dargestellt.

Als Isotypkontrolle dienten infizierte Makrophagen Typ 1, die zum einen mittels Ms o Lm pAK (D) und zum
anderen statt Rb o hu LC3B pAK mit Kaninchenserum inkubiert wurden (E). Die Uberlagerung aus beiden
Aufnahmen ist in (F) im Durchlichtkanal dargestellt. Nicht infizierte Makrophagen Typ | dienten als Nega-
tivkontrolle. Diese wurden mittels Ms o Lm pAK (G) sowie Rb a hu LC3B pAK gefarbt (H). Die Uberlage-
rung aus beiden Aufnahmen ist in (I) im Durchlichtkanal dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden
sich unter den jeweiligen Bildern. Als Zweitantikérper diente Ch a Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK, Gt
a Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK. Zusétzlich wurde DAPI zur Farbung des Zellkerns der Makropha-
gen sowie des Kerns und des Kinetoplasten der Leishmanien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazellular
liegende L. major (A, D), bzw. auf LC3B positive Kompartimente (B). Leishmanien, die in einem LC3B
positiven Kompartiment liegen, sind mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet (C), wéhrend intrazellulére Leish-
manien, die nicht in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (F). Lm:
Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ I; Ms: Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Human; a:
anti; pAK: polyklonaler Antikdrper; Malstabsbalken: 10 um; 630x VergréRerung.
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3.2 Abhéangigkeit der LC3B Expression von der Zeit nach Infektionsbe-

ginn

Aus dem vorangegangenen Experiment konnte sowohl die Spezifitdt des LC3B Antikor-
pers sichergestellt werden als auch aus der Rb a hu LC3B pAK - Gt a Rb Alexa Fluor®
568 konjugierten AK-Farbung Anhaltspunkte fir ein mogliches intrazellulares Vorliegen
der damit visualisierten Strukturen gewonnen werden.

Das Auftreten und die zeitliche Entwicklung der sich in der Rb o hu LC3B pAK - Gt a Rb
Alexa Fluor® 568 konjugierten AK-Farbung darstellenden Kompartimente wurde in die-
sem Versuchsteil analysiert. Dafiir wurden je 10°> Makrophagen Typ I und Typ Il mit 10°
promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur fir 15 Minuten, 1 Stunde, 3 Stunden
und 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen einer Immunfluoreszenzfar-
bung gegen L. major und LC3B sowie DAPI-Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolg-
te sowohl lichtmikroskopisch als auch fluoreszenzmikroskopisch (Abbildungen 5 und 6).
Leishmania Parasiten wurden deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch o Ms Alexa
Fluor® 488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 5 A, C, D, F, G, 1, J, L). Bereits
nach 15 Minuten Inkubationszeit waren Parasiten innerhalb der Zellgrenzen der Makro-
phagen nachweisbar (Abbildung 5 A). Mittels Rb o hu LC3B pAK - Gt a Rb Alexa Fluor®
568 konjugierter AK-Féarbung wurde in mit Leishmania infizierten Makrophagen Typ |
eine punktuelle Anfarbung erzielt (Abbildung 5 B, E, H, K). Im Durchlichtbild ist zu er-
kennen, dass sowohl die Parasiten als auch LC3B positive Kompartimente innerhalb der
Zellumrisse liegen (Abbildung 5 C, F, I, L).

Es konnte beobachtet werden, dass die mittels Rb o hu LC3B pAK - Gt a Rb Alexa Fluor®
568 konjugierter AK-Farbung nachgewiesenen LC3B positiven Kompartimente an densel-
ben Stellen zu liegen kommen wie manche der Parasiten (Abbildung 5 C, F, I, L). Vermut-
lich liegen jene Parasiten innerhalb der LC3B positiven Kompartimente.

Es ist erkennbar, dass nach 15-mindtiger Inkubation der Makrophagen mit Parasiten LC3B
positive Kompartimente sichtbar waren. 1 und 3 Stunden nach Infektionsbeginn waren
mehr LC3B positive Kompartimente erkennbar, wéhrend nach 24 Stunden nur noch weni-
ge LC3B positive Kompartimente sichtbar waren. Die Quantifizierung der Relation zwi-
schen LC3B positiven Kompartimenten und intrazelluldren Parasiten bestétigte die Beo-
bachtungen und zeigte, dass sich nach 15 Minuten Inkubationszeit 25 %, nach 1 Stunde 61
%, nach 3 Stunden 55 % und nach 24 Stunden noch 19 % der intrazellulér liegenden Para-

siten an denselben Stellen lagen wie LC3B positive Kompartimente (Abbildung 6 A). Fur
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Makrophagen Typ Il ergaben sich dhnliche Ergebnisse (Abbildung 6 B). Zusammengefasst
bedeutet das, dass 1 bis 3 Stunden nach Beginn der Inkubation LC3B positive Komparti-
mente am besten detektierbar sind. Aus diesem Grund wurde fur die weiteren Experimente

eine dreistiindige Inkubationszeit gewahlt.
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Abb. 5: Zeitabhangige Expression LC3B positiver Kompartimente.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fiir 15 Minuten, 1 Stunde, 3 Stunden und 24 Stunden mit promastigo-
ten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen
entfernt.

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ I mittels Ms o Lm pAK (A, D, G, J)
sowie Rb a hu LC3B pAK gefarbt (B, E, H, K). Die Uberlagerung aus den jeweils beiden Aufnahmen ist in
(C, F, I, L) im Durchlichtkanal dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen
Bildern. Als Zweitantikorper dienten Ch o Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt o Rb Alexa Fluor®
568 konjugierter AK. Zusatzlich wurde DAPI zur Farbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns
und des Kinetoplasten der Leishmanien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazelluldr liegende L. major (A,
D, G, J), bzw. auf LC3B positive Kompartimente (B, E, H, K). Leishmanien, die in einem LC3B positiven
Kompartiment liegen, sind mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet (C, F, I, L), wahrend intrazellulére Leishma-
nien, die nicht in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (C, F, I, L).
Lm: Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ I; h: Stunde; Min: Minute; Ms: Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chi-
cken; Gt: Goat; hu: Human; a: anti; pAK: polyklonaler Antikérper; t ;i Zeit nach Infektionsbeginn; MaR-
stabsbalken: 10 um; 630x VergréRerung.
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Abb. 6: Zeitabhangige Expression LC3B positiver Kompartimente.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fiir 15 Minuten, 1 Stunde, 3 Stunden und 24 Stunden mit promastigo-
ten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen
entfernt.

Die Uber unterschiedliche Zeitrdume mit Promastigoten koinkubierten Makrophagen Typ | (@) bzw. Typ Il
(@) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in einem LC3B positiven Kompartiment liegenden
Leishmanien bezogen auf alle intrazellularen Leishmanien analysiert. Mittelwerte und Standardabweichun-
gen ergaben sich aus n = 4 unabhéngigen Spendern (A, B).

Lm: Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ I; MF Il: Makrophagen Typ I1; h: Stunde; Min: Minute.

3.3 Zusammenhang zwischen dem Alter der infizierenden Promastigoten

und dem Anteil LC3B positiver Kompartimente

Nachdem das Auftreten von LC3B positiven Kompartimenten im zeitlichen Verlauf nach
Beginn der Infektion analysiert und Maximalwerte im Auftreten 1 bis 3 Stunden nach In-
fektionsbeginn nachgewiesen worden waren, wurde untersucht, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Alter der infizierenden Promastigoten und dem Auftreten LC3B positiver
Kompartimente bestand.

Promastigotenkulturen unterschiedlichen Alters wurden dazu mit Annexin V FLUOS an-
gefarbt. Das Annexin bindet dabei an Posphatidylserin auf der AuRenseite der Membran
apoptotischer Parasiten (Martin et al. 1995). Somit wurden die Promastigoten durchfluss-
zytometrisch bzgl. ihrer Apoptoserate analysiert.

Je 10° Makrophagen Typ I und Typ Il wurden mit 10° der promastigoten L. major aus un-
terschiedlich alten Kulturen fir 3 Stunden inkubiert und der Anteil LC3B positiver Kom-

partimente licht- und fluoreszenzmikroskopisch ermittelt. Im Anschluss wurden die Zellen
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einer Immunfluoreszenzfarbung gegen L. major und LC3B sowie DAPI-Féarbung unterzo-
gen (Abbildung 7).

Die durchflusszytometrischen Daten zeigten, dass mit zunehmendem Alter der infizieren-
den Promastigotenkultur der Anteil apoptotischer, Annexin V FLUOS positiver Parasiten
zunahm. Bei einer 4 Tage alten Promastigotenkultur betrug der Anteil Annexin V FLUOS
positiver Promastigoten 28 % (Abbildung 7 A), bei einer 7 Tage alten Promastigotenkultur
53 % (Abbildung 7 B) und bei einer 11 Tage alten Promastigotenkultur 75 % (Abbildung 7
C).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei infizierten Makrophagen Typ |
ergab, dass der Anteil Parasiten, die an denselben Stellen wie LC3B positive Komparti-
mente lagen, bei der 4 Tage alten Promastigotenkultur bei 33 % lag, bei der 7 Tage alten
Promastigotenkultur betrug der Anteil 55 % und bei der 11 Tage alten Promastigotenkultur
76 % (Abbildung 7 D). Fiir Makrophagen Typ Il ergaben sich &hnliche Ergebnisse (Abbil-
dung 7 E).

Zusammengefasst bedeutet das, dass mit zunehmendem Alter der infizierenden Promasti-
gotenkultur der Anteil Parasiten, die an derselben Stelle wie LC3B positive Kompartimen-
te lagen, ansteigt. Der Anteil apoptotischer Promastigoten an der Gesamtheit der infizie-
renden Parasiten steht demnach in sehr hoher positiver Korrelation mit dem Anteil LC3B

positiver Leishmanienkompartimente.
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Abb. 7: Infektion von Makrophagen Typ | und Typ Il mit promastigoten L. major unterschiedlichen
Kulturalters.

Promastigote L. major aus Kulturen von d 4, d 7 und d 11 wurden nach Farbung mit Annexin V FLUOS
durchflusszytometrisch bzgl. ihrer Apoptoserate untersucht. Bei den dargestellten exemplarischen Dotplots
ist auf der y-Achse das Zellvolumen (Forward Scatter, FSC-H) und auf der x-Achse die durch Annexin V
FLUOS hervorgerufene Griinfluorszenz dargestellt. Die Werte im linken unteren Quadranten bezeichnen den
Prozentsatz Annexin negativer Promastigoten, die Werte im rechten unteren Quadranten den Anteil Annexin
positiver Promastigoten (A, B, C).

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fur 3 Stunden mit den durchflusszytometrisch untersuchten promasti-
goten L. major inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt. Infizierte
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden mittels Ms o Lm pAK sowie Rb a hu LC3B pAK gefarbt.

Die (ber unterschiedliche Zeitrdume mit Promastigoten koinkubierten Makrophagen Typ | (@) bzw. Typ Il
(@) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in einem LC3B positiven Kompartiment liegenden
Leishmanien bezogen auf alle intrazellularen Leishmanien analysiert. Mittelwerte und Standardabweichun-
gen ergaben sich aus n = 3 unabhéngigen Spendern (D, E).

Pro: Promastigoten; Anx: Annexin; Lm: Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ |; MF 1I: Makrophagen
Typ Il; Ms: Maus; Rb: Rabbit; hu: Human; d: Tag.
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3.4 Apoptose-abhangige Entwicklung LC3B positiver Kompartimente

Im vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Kultur-
dauer der infizierenden Promastigoten der Anteil LC3B positiver Kompartimente zunahm.
Wie aus dem Vorversuch und aus der Literatur bekannt, nimmt mit zunehmender Kultur-
dauer der Promastigoten der Anteil apoptotischer Parasiten zu (van Zandbergen et al.
2006). Darum sollte in diesem Experiment Uberpruft werden, ob der im Vorversuch beo-
bachtete Zusammenhang zwischen der zunehmenden Kulturdauer der Parasiten und dem
vermehrten Auftreten LC3B positiver Kompartimente in dem vermehrten Vorliegen von
apoptotischen Parasiten im infizierenden Inokulum begriindet ist.

Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur wurden dazu mittels Magnetic Activated Cell
Sorting (MACS) in apoptotische und vitale Promastigoten aufgetrennt. Die Reinheit des
Trennverfahrens wurde nach Anfarbung der aufgetrennten Subpopulationen mit Annexin
V FLUOS durchflusszytometrisch tberpriift. Zur Uberpriifung der Hypothese, dass die
apoptotischen Parasiten zum Auftreten LC3B positiver Kompartimente fiihren, wurden je
10° Makrophagen Typ | bzw. Typ Il mit 10° apoptotischen bzw. vitalen promastigoten L.
mayjor fur 3 Stunden inkubiert. Als Kontrolle wurden Makrophagen mit nicht aufgetrennten
Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur infiziert. Im Anschluss wurden die Zellen einer
Immunfluoreszenzfarbung gegen L. major und LC3B sowie DAPI-Férbung unterzogen.
Die Auswertung erfolgte sowohl lichtmikroskopisch als auch fluoreszenzmikroskopisch
(Abbildungen 8 und 9).

Die Auswertung der mittels MACS durchgefiihrten Trennung der Promastigoten ergab,
dass die Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur vor der Auftrennung zu 53 % apopto-
tisch (Annexin VV FLUOS positiv) waren (Abbildung 8 A). Nach der Auftrennung befan-
den sich unter den apoptotischen Promastigoten nur noch 6 % vitale Parasiten (Abbildung
8 E) und unter den vitalen Promastigoten nur noch 16 % apoptotische Parasiten (Abbil-
dung 8 I). Durch die Trennung konnte demzufolge eine hohe Reinheit erzielt werden.
Leishmania Parasiten wurden deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch o Ms Alexa
Fluor® 488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 8 B, F, J). Mittels Rb o hu LC3B
PAK - Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung wurde in mit Leishmania-
infizierten Makrophagen eine punktuelle Anfarbung erzielt (Abbildung 8 C, G, K). Im
Durchlichtbild ist zu erkennen, dass sowohl die Parasiten als auch LC3B positive Kompar-
timente innerhalb der Zellumrisse liegen (Abbildung 8 D, H, L). Im Durchlichtbild ist er-

kennbar, dass bei den mit apoptotischen Promastigoten infizierten Makrophagen Typ | die
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meisten der intrazelluléren Parasiten an denselben Stellen liegen wie LC3B positive Kom-
partimente (Abbildung 8 H). Bei den mit vitalen Promastigoten infizierten Makrophagen
Typ | liegt keiner der intrazelluldren Promastigoten in einem LC3B positiven Komparti-
ment (Abbildung 8 L).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei infizierten Makrophagen Typ |
ergab, dass der Anteil Parasiten, die sich an denselben Stellen wie LC3B positive Kompar-
timente befanden, bei den Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur bei 65 % lag. Bei
apoptotischen Promastigoten lag der Anteil bei 90 %, bei vitalen Promastigoten bei 8 %
(Abbildung 9 A). Fir Makrophagen Typ Il ergaben sich ahnliche Ergebnisse (Abbildung 9
B).

Zusammengefasst bedeutet das, dass die im Vorversuch aufgestellte Vermutung bestétigt
wurde und ein Zusammenhang zwischen dem Anteil apoptotischer Promastigoten im infi-

zierenden Inokulum und dem Auftreten von LC3B positiver Kompartimente besteht.
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Abb. 8: Infektion von Makrophagen mit apoptotischen und vitalen promastigoten L. major.
Promastigote L. major aus einer 7 Tage alten Kultur wurden mittels MACS in apoptotische und vitale Pro-
mastigoten aufgetrennt und nach Farbung mit Annexin V FLUOS durchflusszytometrisch bzgl. ihrer Apopto-
serate untersucht. Bei den dargestellten exemplarischen Histogrammen ist auf der y-Achse die Anzahl der
Parasiten (Counts) und auf der x-Achse die durch Annexin V FLUOS hervorgerufene Griinfluoreszenz dar-
gestellt. Die angegebenen Prozentwerte bezeichnen den Anteil Annexin positiver Promastigoten (A, E, ).
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fur 3 Stunden mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur sowie
mit apoptotischen bzw. vitalen promastigoten L. major inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden
durch Waschen entfernt.

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms o Lm pAK (B, F, J)
sowie Rb o hu LC3B pAK gefarbt (C, G, K). Die Uberlagerung aus den jeweils beiden Aufnahmen ist in (D,
H, L) im Durchlichtkanal dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bil-
dern. Als Zweitantikérper dienten Ch o Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt a Rb Alexa Fluor® 568
konjugierter AK. Zusatzlich wurde DAPI zur Férbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und
des Kinetoplasten der Leishmanien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazelluldr liegende L. major (B, F, J),
bzw. auf LC3B positive Kompartimente (C, G). Leishmanien, die in einem LC3B positiven Kompartiment
liegen, sind mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet (D, H), wéhrend intrazellulére Leishmanien, die nicht in
einem LC3B positiven Kompartiment liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (D, L).

Lm: Leishmania major; apoptot.: apoptotisch; MF I: Makrophagen Typ I; Ms: Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chi-
cken; Gt: Goat; hu: Human; a: anti; pAK: polyklonaler Antikorper; MaBstabsbalken: 10 um; 630x Vergrofe-
rung.
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Abb. 9: Infektion von Makrophagen mit apoptotischen und vitalen promastigoten L. major.
Promastigote L. major aus einer 7 Tage alten Kultur wurden mittels MACS in apoptotische und vitale Pro-
mastigoten aufgetrennt. Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fir 3 Stunden mit Promastigoten aus einer 7
Tage alten Kultur sowie mit apoptotischen bzw. vitalen promastigoten L. major inkubiert. Nicht aufgenom-
mene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Die mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur bzw. apoptotischen oder vitalen Promastigoten koinku-
bierten Makrophagen Typ | (dO) bzw. Typ Il (@) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in einem
LC3B positiven Kompartiment liegenden Leishmanien bezogen auf alle intrazellularen Leishmanien analy-
siert. Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus n = 7 unabhéngigen Spendern (A, B).

Lm: Leishmania major; apoptot.: apoptotisch; MF I: Makrophagen Typ I; MF I1: Makrophagen Typ II.

3.5 Auftreten LC3B positiver Kompartimente nach Infektion mit

Amastigoten

Nachdem ein Zusammenhang zwischen dem Anteil apoptotischer Promastigoten im infi-
zierenden Inokulum und dem Auftreten von LC3B positiven Kompartimenten nachgewie-
sen war, wurde Uberprift, ob es auch bei mit amastigoten L. major infizierten Makropha-
gen zum Auftreten von LC3B positiven Kompartimenten kommt.

Dazu wurden Amastigoten aus einer 15 Tage alten Kultur mittels MACS in apoptotische
und vitale Amastigoten aufgetrennt. Die Reinheit des Trennverfahrens wurde nach Anfér-
bung der aufgetrennten Subpopulationen mit Annexin V FLUOS durchflusszytometrisch
uberprift. Um zu Gberprifen, ob es nach Infektion von Makrophagen mit Amastigoten
zum Auftreten LC3B positiver Kompartimente kommt, wurden je 10° Makrophagen Typ |
bzw. Typ Il mit 10° apoptotischen bzw. vitalen amastigoten L. major fiir 3 Stunden inku-

biert. Als Kontrolle wurden Makrophagen mit nicht aufgetrennten Amastigoten der 15 Ta-
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ge alten Kultur infiziert. Im Anschluss wurden die Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung
gegen L. major und LC3B sowie DAPI-Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte so-
wohl lichtmikroskopisch als auch fluoreszenzmikroskopisch (Abbildungen 10 und 11).

Die Auswertung der mittels MACS durchgefiihrten Trennung der Amastigoten ergab, dass
die Amastigoten der 15 Tage alten Kultur vor der Auftrennung zu 47 % apoptotisch (An-
nexin V FLUOS positiv) waren (Abbildung 10 A). Nach der Auftrennung befanden sich
unter den apoptotischen Amastigoten noch 25 % vitale Parasiten (Abbildung 10 E) und
unter den vitalen Amastigoten noch 34 % apoptotische Parasiten (Abbildung 10 I). Durch
die Trennung konnte demzufolge eine Verbesserung der Reinheit erzielt werden.
Leishmania Parasiten wurden deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch o Ms Alexa
Fluor® 488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 10 B, F, J). Mittels Rb a hu
LC3B pAK - Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung konnte keine Anfarbung
erzielt werden (Abbildung 10 C, G, K). Im Durchlichtbild ist zu erkennen, dass die Parasi-
ten innerhalb der Zellumrisse liegen (Abbildung 10 D, H, L).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit Amastigoten der verschiede-
nen Konditionen infizierten Makrophagen Typ | ergab, dass der Anteil Parasiten, die sich
an denselben Stellen wie LC3B positive Kompartimente befanden, bei unter 7 % lag (Ab-
bildung 11 A). Fir Makrophagen Typ Il ergaben sich &hnliche Ergebnisse (Abbildung 11
B).

Zusammengefasst bedeutet das, dass es nach der Infektion von Makrophagen mit Amasti-
goten nur zu geringem Auftreten LC3B positiver Kompartimente kommt. Das Auftreten
der LC3B positiven Kompartimente scheint ein auf Promastigoten beschrénktes Phanomen

Zu sein.
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Abb. 10: Infektion von Makrophagen mit apoptotischen und vitalen amastigoten L. major.

Amastigote L. major aus einer 15 Tage alten Kultur wurden mittels MACS in apoptotische und vitale A-
mastigoten aufgetrennt und nach Farbung mit Annexin V FLUOS durchflusszytometrisch bzgl. ihrer Apopto-
serate untersucht. Bei den dargestellten exemplarischen Histogrammen ist auf der y-Achse die Anzahl der
Parasiten (Counts) und auf der x-Achse die durch Annexin V FLUOS hervorgerufene Griinfluorszenz darge-
stellt. Die angegebenen Prozentwerte bezeichnen den Anteil Annexin positiver Amastigoten (A, E, ).
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fir 3 Stunden mit Amastigoten aus einer 15 Tage alten Kultur sowie
mit apoptotischen bzw. vitalen amastigoten L. major inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch
Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms a Lm pAK (B, F, J) sowie Rb a
hu LC3B pAK gefarbt (C, G, K). Die Uberlagerung aus den jeweils beiden Aufnahmen ist in (D, H, L) im
Durchlichtkanal dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als
Zweitantikérper dienten Ch a Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konju-
gierter AK. Zuséatzlich wurde DAPI zur Férbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und des
Kinetoplasten der Leishmanien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazellulér liegende L. major (B, F, J).
Intrazelluldre Leishmanien, die nicht in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, sind mit einem Pfeil
dargestellt (D, H, L).

Ama: Amastigoten; apoptot.: apoptotisch; Lm: Leishmania major; MF |: Makrophagen Typ I; Ms: Maus; Rb:
Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Human; a: anti; pAK: polyklonaler Antikdrper; MaRstabsbalken: 10 pum;
630x VergroRerung.
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Abb. 11: Infektion von Makrophagen mit apoptotischen und vitalen amastigoten L. major.

Amastigote L. major aus einer 15 Tage alten Kultur wurden mittels MACS in apoptotische und vitale A-
mastigoten aufgetrennt. Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fiir 3 Stunden mit Amastigoten aus einer 15
Tage alten Kultur sowie mit apoptotischen bzw. vitalen amastigoten L. major inkubiert. Nicht aufgenommene
Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Die mit Amastigoten aus der 15 Tage alten Kultur bzw. apoptotischen oder vitalen Amastigoten koinkubier-
ten Makrophagen Typ | (@) bzw. Typ Il (@) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in einem LC3B
positiven Kompartiment liegenden Leishmanien bezogen auf alle intrazelluldren Leishmanien analysiert.
Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus n = 4 unabhéngigen Spendern (A, B).

Ama: Amastigoten; apoptot.: apoptotisch; Lm: Leishmania major; MF |: Makrophagen Typ I; MF II:
Makrophagen Typ I1.

3.6 Entwicklung LC3B positiver Kompartimente nach Apoptoseindukti-

on bei Promastigoten

Nachdem im vorangegangenen Experiment das Auftreten von LC3B positiven Komparti-
menten nach Infektion von Makrophagen mit Amastigoten nicht beobachtet werden konn-
te, wurde der Fokus wieder auf die Promastigoten gerichtet, da es nach Infektion von Mak-
rophagen mit Promastigoten zum Auftreten LC3B positiver Kompartimente kam. Aus o-
ben geschilderten Experimenten lag die Erkenntnis vor, dass mit zunehmender Kulturdauer
der infizierenden Parasiten mehr LC3B positive Kompartimente in Makrophagen nachge-
wiesen werden konnten. Da mit zunehmendem Kulturdauer der Promastigoten der Anteil
apoptotischer Parasiten zunimmt, wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem An-
teil apoptotischer Parasiten am infizierenden Promastigotenkollektiv und dem Auftreten

von LC3B positiven Kompartimenten weiter untersucht (van Zandbergen et al. 2006).
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Um diese Korrelation zu prifen, wurde Promastigoten fir 18 Stunden mit antileishmanios
wirkenden Medikamenten behandelt um sie abzutéten. Dazu wurden sowohl 15 uM Stau-
rosporin als auch 25 uM Miltefosin verwendet (Jha et al. 1999, Arnoult et al. 2002, Paris et
al. 2004, Khademvatan et al. 2011).

Der Anteil apoptotischer Promastigoten wurde vor und nach der antileishmanigsen Be-
handlung nach Anfarbung mit Annexin V FLUOS durchflusszytometrisch tberprift. Um
zu Uberprifen, ob die Behandlung der Promastigoten mit 25 uM Miltefosin einen Effekt
auf das Auftreten LC3B positiver Kompartimente hatte, wurden je 10° Makrophagen Typ |
bzw. Typ Il mit 10° Miltefosin-vorbehandelten promastigoten L. major aus einer 7 Tage
alten Kultur fur 3 Stunden inkubiert. Als Kontrolle wurden Makrophagen mit nicht Milte-
fosin-vorbehandelten Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur infiziert. Im Anschluss
wurden die Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung gegen L. major und LC3B sowie DA-
Pl-Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte sowohl lichtmikroskopisch als auch fluo-
reszenzmikroskopisch (Abbildungen 12 und 13).

Die Auswertung bzgl. des Effekts der Behandlung der Promastigoten mit Miltefosin und
Staurosporin ergab, dass die Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur vor der antileish-
manidsen Behandlung zu 53 % apoptotisch (Annexin V FLUOS positiv) waren (Abbildung
12 A). Die Behandlung der Promastigoten mit 25 uM Miltefosin fuhrte zu einer Steigerung
des Anteils apoptotischer Promastigoten auf 81 % (Abbildung 12 B). Die Behandlung der
Promastigoten mit 15 puM Staurosporin fihrte lediglich zu einer Erhéhung des Anteils a-
poptotischer Promastigoten auf 65 % (Abbildung 12 F). Auf Grund des schwacheren A-
poptose induzierenden Effekts wurde Staurosporin nicht weiter verwendet.

Bei der Infektion von Makrophagen mit Miltefosin-vorbehandelten Promastigoten waren
Leishmania Parasiten deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch a Ms Alexa Fluor®
488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 12 C). Mittels Rb o hu LC3B pAK - Gt
o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung konnte eine punktuelle Anfarbung erzielt
werden (Abbildung 12 D). Im Durchlichtbild ist erkennbar, dass die meisten der intrazellu-
laren Parasiten an denselben Stellen liegen wie LC3B positive Kompartimente (Abbildung
12 E).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit Miltefosin-vorbehandelten
Promastigoten infizierten Makrophagen Typ | ergab, dass der Anteil Parasiten, die sich an
denselben Stellen wie LC3B positive Kompartimente befanden, bei 64 % lag. Fiur Makro-

phagen Typ I, die mit nicht vorbehandelten Promastigoten infiziert worden waren, lag der
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Anteil bei 65 % (Abbildung 13 A) und war damit nicht signifikant unterschiedlich. Fir
Makrophagen Typ Il ergaben sich dhnliche Ergebnisse (Abbildung 13 B).

Das bedeutet, dass der durch Miltefosin induzierte Anstieg des Anteils apoptotischer Pro-
mastigoten bei einer Infektion von Makrophagen nicht zu einer signifikanten Erhéhung des
Anteils LC3B positiver Kompartimente fuhrte. Daraus folgt, dass die chemische Induktion
von Apoptose nicht denselben Effekt auf das Auftreten LC3B positiver Kompartimente hat
wie die bei zunehmendem Alter der Promastigotenkultur natiirlich ansteigende Apoptose-
rate der Promastigoten. Das auf apoptotischen Promastigoten vorkommende Phosphatidyl-
serin scheint somit als Induktor fir das Auftreten LC3B positiver Kompartimente unwahr-
scheinlich.
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Abb. 12: Medikamentds induzierte Apoptose promastigoter L. major und die Auswirkungen auf das
Auftreten von LC3B.

Promastigote L. major aus einer 7 Tage alten Kultur wurden fiir 18 Stunden mit 25 puM Miltefosin bzw. 15
MM Staurosporin inkubiert und nach Farbung mit Annexin V FLUQOS durchflusszytometrisch bzgl. ihrer
Apoptoserate untersucht. Bei den dargestellten exemplarischen Histogrammen ist auf der y-Achse die Anzahl
der Parasiten (Counts) und auf der x-Achse die durch Annexin V FLUOS hervorgerufene Grunfluorszenz
dargestellt. Die angegebenen Prozentwerte bezeichnen den Anteil Annexin positiver Promastigoten (A, B, F).
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fur 3 Stunden mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur oder
mit 25 pM Miltefosin-vorbehandelten Promastigoten inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch
Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms a Lm pAK (C) sowie Rb a hu
LC3B pAK gefarbt (D). Die Uberlagerung aus den beiden Aufnahmen ist in (E) im Durchlichtkanal darge-
stellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als Zweitantikdrper dienten
Ch o Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK. Zusitzlich
wurde DAPI zur Féarbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und des Kinetoplasten der Leish-
manien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazelluldr liegende L. major (C), bzw. auf LC3B positive Kom-
partimente (D). Leishmanien, die in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, sind mit einer Pfeilspitze
gekennzeichnet (E), wéhrend intrazelluldre Leishmanien, die nicht in einem LC3B positiven Kompartiment
liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (E).

Lm: Leishmania major; Milte: 25 pM Miltefosin; Anx: Annexin; MF Il: Makrophagen Typ Il; Ms: Maus;
Rb: Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Human; o: anti; pAK: polyklonaler Antikdrper; Mal3stabsbalken: 10
um; 630x VergroRerung.
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Abb. 13: Medikamentds induzierte Apoptose promastigoter L. major und die Auswirkungen auf das
Auftreten von LC3B.

Promastigote L. major aus einer 7 Tage alten Kultur wurden fur 18 Stunden mit 25 uM Miltefosin inkubiert.
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fur 3 Stunden mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur oder
mit 25 pM Miltefosin-vorbehandelten Promastigoten inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch
Waschen entfernt.

Die mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur oder mit 25 pM Miltefosin-vorbehandelten Promastigo-
ten koinkubierten Makrophagen Typ | (3, 8) bzw. Typ Il (B, E) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils
der in einem LC3B positiven Kompartiment liegenden Leishmanien bezogen auf alle intrazellul&ren Leish-
manien analysiert. Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus n = 3 unabhdngigen Spendern
(A, B).

Lm: Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ I; MF Il: Makrophagen Typ II.

3.7 Die Rolle des Apoptosemarkers Phosphatidylserin bei der Entstehung

LC3B positiver Kompartimente

Im vorangegangenen Experiment war herausgefunden worden, dass es durch Behandlung
von Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur mit 25 uM Miltefosin zu einer Apopto-
seinduktion kam. Diese fuhrte aber bei Infektion von Makrophagen nicht zu vermehrtem
Auftreten LC3B positiver Kompartimente. Phosphatidylserin war damit als Induktor fur
das Auftreten LC3B positiver Kompartimente unwahrscheinlich geworden. Um die Hypo-
these zu stiitzen, dass das Phosphatidylserin auf apoptotischen Promastigoten nicht der
Induktor fur das Auftreten LC3B positiver Kompartimente ist, wurde es in diesem Experi-
ment mit Annexin blockiert.

Dazu wurden promastigote L. major aus einer 7 Tage alten Kultur fur 15 Minuten in einer
38,5 mM CaCl,dihydrat-Losung mit Annexin A5 inkubiert. Je 10° Makrophagen Typ |
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bzw. Typ Il wurden in 2,5 mM CaCl,dihydrat-Lésung mit 10° Annexin A5 vorbehandelten
promastigoten L. major fiir 3 Stunden inkubiert.

Als Kontrolle wurden Makrophagen mit nicht Annexin A5 vorbehandelten Promastigoten
aus der 7 Tage alten Kultur infiziert. Im Anschluss wurden die Zellen einer Immunfluores-
zenzfarbung gegen L. major und LC3B sowie DAPI-Féarbung unterzogen. Die Auswertung
erfolgte sowohl lichtmikroskopisch als auch fluoreszenzmikroskopisch (Abbildung 14).

Bei der Infektion von Makrophagen mit Annexin A5 vorbehandelten Promastigoten waren
Leishmania Parasiten deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch o Ms Alexa Fluor®
488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 14 B). Mittels Rb o hu LC3B pAK - Gt
o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung konnte eine punktuelle Anfarbung erzielt
werden (Abbildung 14 C). Im Durchlichtbild ist erkennbar, dass etwa die Halfte der intra-
zellularen Parasiten an denselben Stellen liegt wie LC3B positive Kompartimente (Abbil-
dung 14 D).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit Annexin A5 vorbehandelten
Promastigoten infizierten Makrophagen Typ | ergab, dass der Anteil Parasiten, die sich an
denselben Stellen wie LC3B positive Kompartimente befanden, bei 58 % lag. Fir Makro-
phagen Typ I, die mit nicht vorbehandelten Promastigoten infiziert worden waren, lag der
Anteil bei 61 % (Abbildung 14 E) und war damit nicht signifikant unterschiedlich. Fur
Makrophagen Typ Il ergaben sich &hnliche Ergebnisse (Abbildung 14 F).
Zusammengefasst bedeutet das, dass es trotz Behandlung der Promastigoten mit Annexin
A5 Dbei der Infektion von Makrophagen zu keiner signifikanten Reduktion im Auftreten
LC3B positiver Kompartimente kam verglichen mit unbehandelten Promastigoten. Wie im
vorangegangenen Experiment vermutet, konnte auch hier nicht bestatigt werden, dass

Phosphatidylserin der Induktor fiir das Auftreten LC3B positiver Kompartimente ist.
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Abb. 14: Infektion von Makrophagen mit Annexin A5 vorbehandelten Promastigoten.

Promastigote L. major aus einer 7 Tage alten Kultur wurden fur 15 Min in 38,5 mM CaCl,dihydrat L&sung
mit Annexin A5 inkubiert (A).

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fiir 3 Stunden mit Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur oder mit
in 2,5 mM CaCl,dihydrat Lésung mit Annexin A5 vorbehandelten Promastigoten inkubiert. Nicht aufge-
nommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms o Lm pAK (B) sowie Rb a hu
LC3B pAK gefirbt (C). Die Uberlagerung aus den beiden Aufnahmen ist in (D) im Durchlichtkanal darge-
stellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als Zweitantikdrper dienten
Ch o Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK. Zusétzlich
wurde DAPI zur Féarbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und des Kinetoplasten der Leish-
manien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazellular liegende L. major (B), bzw. auf LC3B positive Kom-
partimente (C). Leishmanien, die in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, sind mit einer Pfeilspitze
gekennzeichnet (D), wéhrend intrazelluldre Leishmanien, die nicht in einem LC3B positiven Kompartiment
liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (D).

Die mit Promastigoten einer 7 Tage alten Kultur bzw. mit Annexin A5 vorbehandelten Promastigoten koin-
kubierten Makrophagen Typ | (3@, &) bzw. Typ Il (@, &) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in
einem LC3B positiven Kompartiment liegenden Leishmanien bezogen auf alle intrazelluldren Leishmanien
analysiert. Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus n = 3 unabhé&ngigen Spendern (E, F).
Lm: Leishmania major; PS: Phosphatidylserin; Anx (A5): Annexin A5; MF I: Makrophagen Typ |; MF II:
Makrophagen Typ Il; Ms: Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Human; a: anti; pAK: polyklonaler
Antikorper; MaBstabsbalken: 10 um; 630x VergréRerung.
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3.8 Die Rolle des Virulenzfaktors Lipophosphoglykan bei der Entstehung

LC3B positiver Kompartimente

Nachdem im vorangegangenen Experiment das auf apoptotischen Promastigoten vorkom-
mende Phosphatidylserin als mdglicher Induktor LC3B positiver Kompartimente in Mak-
rophagen erneut nicht bestétigt werden konnte, wurde in diesem Experiment weiter nach
dem moglichen Induktor fur das Auftreten LC3B positiver Kompartimente gesucht. Daflr
wurde das auf der Oberflache promastigoter Leishmanien vorkommende Lipophosphogly-
kan (LPG) untersucht. Neben weiteren Bestandteilen stellt LPG den Hauptanteil der die
Promastigoten bedeckenden Glykokalix dar und hat dabei essentielle Funktion fir die Vi-
rulenz der Parasiten (Turco u. Descoteaux 1992, Beverley u. Turco 1998, Spéth et al. 2000,
Kleczka et al. 2007).

Je 10° Makrophagen Typ | wurden mit 10° LPG defizienten (LPG -/-) Promastigoten aus
einer 7 Tage alten Kultur des Stammes 5 ASKH fur 1 Stunde und 3 Stunden inkubiert. Als
Kontrolle wurden Makrophagen mit Wildtyp Promastigoten (LPG +/+) desselben Stammes
und Kulturalters inkubiert.

Im Anschluss wurden die Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung gegen L. major und
LC3B sowie DAPI-Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte sowohl lichtmikrosko-
pisch als auch fluoreszenzmikroskopisch (Abbildungen 15 und 16).

Bei der Infektion von Makrophagen mit LPG +/+ und LPG -/- Promastigoten waren
Leishmania Parasiten deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch a Ms Alexa Fluor®
488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 15 B, F). Mittels Rb o hu LC3B pAK -
Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung konnte eine punktuelle Anfarbung
erzielt werden (Abbildung 15 C, G). Im Durchlichtbild ist erkennbar, dass etwa die Halfte
der intrazellul&ren Parasiten an denselben Stellen liegen wie LC3B positive Kompartimen-
te (Abbildung 15 D, H).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit LPG +/+ Promastigoten infi-
zierten Makrophagen Typ | ergab, dass der Anteil Parasiten, die sich nach 1 Stunde an den-
selben Stellen wie LC3B positive Kompartimente befanden, bei 56 % lag. Fir Makropha-
gen Typ |, die mit LPG -/- Promastigoten infiziert worden waren, lag der Anteil nach 1
Stunde bei 52 % (Abbildung 16 A) und war damit nicht signifikant unterschiedlich. Nach 3
Stunden lag der Anteil Parasiten, die sich an denselben Stellen wie LC3B positive Kom-
partimente befanden bei 63 % bei LPG +/+ bzw. bei 54 % bei LPG -/- Promastigoten und
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war erneut nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 16 A). Fur Makrophagen Typ 1l
ergaben sich &hnliche Ergebnisse (Abbildung 16 B).

Zusammengefasst bedeutet das, dass es trotz des LPG Knockouts auf den infizierenden
Promastigoten zur Induktion LC3B positiver Kompartimente in Makrophagen bei Infekti-
on kam. Das heift, dass LPG wahrscheinlich nicht fiir die Induktion LC3B positiver Kom-

partimente verantwortlich ist.

A Lm 5 ASKH Pro d7

LPG

Ms o Lm pAK Rb o hu LC3B pAK Uberlagerung (+ DAPI)

Mg +Lm LPG /-
. .

f/7 \ ¥

E Lm LPG -/- Pro d7 F

]

Ms o Lm pAK Rb o hu LC3B pAK Uberlagerung (+ DAPI)

LPG ko

Abb. 15: Infektion von Makrophagen mit LPG knockout und Wildtyp Promastigoten.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fiir 1 und 3 Stunden mit LPG +/+ bzw. LPG -/- Promastigoten aus
einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms a Lm pAK (B, F) sowie Rb a hu
LC3B pAK gefarbt (C, G). Die Uberlagerung aus den beiden Aufnahmen ist in (D, H) im Durchlichtkanal
dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als Zweitantikdrper
dienten Ch a Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK. Zusétz-
lich wurde DAPI zur Farbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und des Kinetoplasten der
Leishmanien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazelluldr liegende L. major (B, F), bzw. auf LC3B positive
Kompartimente (C, G). Leishmanien, die in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, sind mit einer
Pfeilspitze gekennzeichnet (D, H), wahrend intrazelluldre Leishmanien, die nicht in einem LC3B positiven
Kompartiment liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (D, H).

Lm: Leishmania major; Pro: Promastigoten; LPG: Lipophosphoglykan; ko: knockout; LPG +/+: Li-
pophosphoglykan Wildtyp; LPG -/-: Lipophosphoglykan knockout; MF I: Makrophagen Typ |; d: Tag; Ms:
Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Human; a: anti; pAK: polyklonaler Antikdrper; MaRstabsbal-
ken: 10 um; 630x VergrofRerung.
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Abb. 16: Infektion von Makrophagen mit LPG knockout und Wildtyp Promastigoten.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fur 1 und 3 Stunden mit LPG +/+ bzw. LPG -/- Promastigoten aus
einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Die mit LPG +/+ oder mit LPG -/- Promastigoten koinkubierten Makrophagen Typ | (@, &) bzw. Typ 1l (@,
®@) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in einem LC3B positiven Kompartiment liegenden
Leishmanien bezogen auf alle intrazellularen Leishmanien analysiert. Mittelwerte und Standardabweichun-
gen ergaben sich aus n = 4 unabhéngigen Spendern (A, B).

Lm: Leishmania major; Pro: Promastigoten; LPG: Lipophosphoglykan; LPG +/+: Lipophosphoglykan Wild-
typ; LPG -/-: Lipophosphoglykan knockout; MF I: Makrophagen Typ I; MF II: Makrophagen Typ II; h:
Stunde.

3.9 Reifung LC3B positiver Kompartimente

In den Vorversuchen waren Phosphatidylserin und LPG als mdgliche Induktoren fiir das
Auftreten LC3B positiver Kompartimente bei der Infektion von Makrophagen mit pro-
mastigoten L. major untersucht worden. Beide erwiesen sich dabei nicht als Induktor. Der
Fokus wurde deshalb wieder auf die Maturation des LC3B-positiven Autophagosoms ge-
richtet. Es wurde untersucht, ob es wie bei Autophagie Ublich mit Lysosomen verschmilzt
(Levine u. Kroemer 2008). Zur besseren Charakterisierung der Maturation des LC3B-
positiven Autophagosoms wurde dazu das auf Lysosomen vorkommende lysosomal-
associated membrane protein 2 (LAMP2 = CD 107 b) betrachtet (Majeski u. Dice 2004,
Dice 2007). Es wurde dabei nach gemeinsamem VVorkommen von LAMP2 und LC3B posi-
tiven Kompartimenten im zeitlichen Verlauf nach Infektionsbeginn gesucht.

Dafiir wurden je 10° Makrophagen Typ | bzw. Typ Il mit 10° Promastigoten aus einer 7
Tage alten Kultur fiir 1 Stunde, 3 Stunden und 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden
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die Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung gegen LAMP2 und LC3B sowie DAPI-Féarbung
unterzogen. Die Auswertung erfolgte sowohl lichtmikroskopisch als auch fluoreszenzmik-
roskopisch (Abbildungen 17 und 18).

Bei der Infektion von Makrophagen mit Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur waren
Lysosomen als Umrisse erkennbar durch die Ms o hu LAMP2 mAK - Ch o Ms Alexa Flu-
or® 488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 17 A, D, G). Dabei waren nach 1
Stunde (Abbildung 17 A) wenige, nach 3 Stunden (Abbildung 17 D) viele und nach 24
Stunden (Abbildung 17 G) Inkubationszeit nur noch wenige Lyosomen erkennbar. Mittels
Rb o hu LC3B pAK - Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung konnte eine
punktuelle Anfarbung erzielt werden (Abbildung 17 B, E). Diese war nach 1 Stunde und 3
Stunden stark ausgepragt (Abbildung 17 B, E), nach 24 Stunden hingegen nicht mehr
nachweisbar (Abbildung 17 H). Im Durchlichtbild von infizierten Makrophagen Typ |
bzw. Typ Il ist erkennbar, dass die Lysosomen wahrscheinlich intrazelluldr liegen, denn
diese befinden sich innerhalb der Zellumrisse (Abbildung 17 C, F, I). Im Durchlichtbild ist
aullerdem erkennbar, dass einige der LC3B positiven Kompartimente wahrscheinlich in-
nerhalb der Lysosomen liegen, denn sie befinden sich innerhalb der Umrisse der LAMP2
positiven Kompartimente (Abbildung 17 C, F, I).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit Promastigoten infizierten
Makrophagen Typ | bzw. Typ Il ergab, dass nach 1 Stunde 27 % der Makrophagen Typ |
LAMP?2 positive Kompartimente aufwiesen. Nach 3 Stunden zeigten 57 % der Makropha-
gen Typ | LAMP2 positive Kompartimente. 24 Stunden nach Infektionsbeginn wiesen
noch 17 % der Makrophagen Typ | LAMP2 positive Kompartimente auf (Abbildung 18
A). Fur Makrophagen Typ Il ergaben sich ahnliche Ergebnisse (Abbildung 18 B).
Weiterhin ergab die Quantifizierung, dass bei Makrophagen Typ | nach 1 Stunde 37 % der
LC3B positiven Kompartimente LAMP2 positiv waren (Abbildung 18 C). 3 Stunden nach
Infektionsbeginn waren bei Makrophagen Typ | 86 % der LC3B positiven Kompartimente
LAMP2 positiv (Abbildung 18 C). Nach 24 Stunden waren bei Makrophagen Typ | keine
LC3B und LAMP2 doppelt positiven Kompartimente mehr detektierbar (Abbildung 18 C).
Fur Makrophagen Typ Il ergaben sich dhnliche Ergebnisse (Abbildung 18 D).
Zusammengefasst bedeutet das, dass im zeitlichen Verlauf die meisten der LC3B positiven
Kompartimente mit LAMP2 positiven Kompartimenten verschmelzen. Das bedeutet, dass
die LC3B positiven Autophagosomen mit Lysosomen verschmelzen und der autophagische

Pathway normal ablauft.
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Abb. 17: LAMP2 und LC3B bei der Infektion von Makrophagen mit promastigoten L. major.
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fir 1, 3 und 24 Stunden mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten
Kultur inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms o hu LAMP2 mAK (A, D, G)
sowie Rb o hu LC3B pAK gefarbt (B, E, H). Die Uberlagerung aus den beiden Aufnahmen ist in (C, F, I) im
Durchlichtkanal dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als
Zweitantikorper dienten Ch a Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konju-
gierter AK. Zusétzlich wurde DAPI zur Féarbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und des
Kinetoplasten der Leishmanien verwendet. In der Ms a hu LAMP2 Farbung deuten die Pfeile auf LAMP2
positive Kompartimente wahrend die Pfeilspitzen auf LAMP2 positive Kompartimente deuten, die auch
LC3B positiv waren (A, D, G). Bei der Rb o hu LC3B Féarbung deuten die Pfeile auf LC3B positve Kompar-
timente, die Pfeilspitzen auf die LC3B positiven Kompartimente, die auch LAMP2 positiv waren (B, E). Im
Durchlichtbild deuten die Pfeile auf LAMP2 positive Kompartimente wéhrend die Pfeilspitzen auf LAMP2
positive Kompartimente deuten, die auch LC3B positiv waren (C, F, 1).

*: Aufgenommen mit Konfokalmikroskop LSM 710, Software ZEN 2009 und 2010; Lm: Leishmania major;
MF I: Makrophagen Typ I; MF Il: Makrophagen Typ II; h: Stunde; Ms: Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chicken; Gt:
Goat; hu: Human; a: anti; mAK: monoklonaler Antikorper; pAK: polyklonaler Antikdrper; MaRstabsbalken:
10 pum; 630x VergroéRerung.
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Abb. 18: LAMP2 und LC3B bei der Infektion von Makrophagen mit promastigoten L. major.
Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fiir 1, 3 und 24 Stunden mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten
Kultur inkubiert. Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Die mit Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur infizierten Makrophagen Typ | (@) bzw. Typ Il (@) wur-
den hinsichtlich des Auftretens LAMP2 positiver Kompartiment analysiert (A, B). Die infizierten Makropha-
gen Typ | @) bzw. Typ Il @) wurden hinsichtlich des ortsgleichen Auftretens LAMP2 positiver und LC3B
positiver Kompartimente bezogen auf alle LC3B positiven Kompartimente analysiert (C, D). Mittelwerte und
Standardabweichungen ergaben sich aus n = 3 unabhéngigen Spendern (A, B, C, D).

Lm: Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ I; MF 1I: Makrophagen Typ II; h: Stunde.
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3.10 Einfluss des Autophagie-Inhibitors Wortmannin auf die Entwick-
lung LC3B positiver Kompartimente

In den vorangegangenen Versuchen war die Maturation der LC3B positiven Kompartimen-
te untersucht worden. Es wurde entdeckt, dass die LC3B positiven Autophagosomen mit
LAMP2 positiven Lysosomen fusionieren. In den beiden folgenden Experimenten wurde
anhand von LC3B untersucht, welche Rolle Autophagie fiir das Uberleben von L. major
Promastigoten bei der Infektion von Makrophagen spielt.

Um der Bedeutung der Autophagie auf die Spur zu kommen, wurde deren Auftreten zu-
néchst blockiert. In der Literatur ist Wortmannin als Inhibitor der PI-3 Kinase und damit
des Initialschrittes der Autophagie vorbeschrieben (Blommaart et al. 1997).

Dazu wurden Makrophagen fiir 90 Minuten mit 100 nM Wortmannin inkubiert. Je 10° der
zuvor mit Wortmannin inkubierten Makrophagen Typ | bzw. Typ 11 wurden mit 10° durch
MACS gewonnenen apoptotischen promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur
fur 3 Stunden inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht mit Wortmannin inkubierte
Makrophagen, die mit promastigoten L. major aus der 7 Tage alten Kultur fur 3 Stunden
inkubiert wurden.

Im Anschluss wurden die Zellen einer Immunfluoreszenzfarbung gegen L. major und
LC3B sowie DAPI-Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte sowohl lichtmikrosko-
pisch als auch fluoreszenzmikroskopisch (Abbildungen 19 und 20).

Leishmania Parasiten wurden deutlich erkennbar durch die Ms o Lm pAK - Ch a Ms Alexa
Fluor® 488 konjugierte AK-Farbung markiert (Abbildung 19 A, D). Mittels Rb o hu LC3B
PAK - Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung konnte eine punktuelle Anfar-
bung erzielt werden. Diese war bei infizierten nicht mit Wortmannin inkubierten
Makrophagen deulich starker ausgepragt als bei infizierten und mit Wortmannin inkubier-
ten Makrophagen (Abbildung 19 B, E). Im Durchlichtbild ist erkennbar, dass bei nicht mit
Wortmannin inkubierten Makrophagen die meisten der intrazelluldren Parasiten an densel-
ben Stellen liegen wie LC3B positive Kompartimente (Abbildung 19 C). Dagegen liegen
bei mit Wortmannin inkubierten Makrophagen nur wenige der intrazellul&ren Parasiten an
denselben Stellen wie LC3B positive Kompartimente (Abbildung 19 F).

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit apoptotischen Promastigoten
infizierten und nicht mit Wortmannin inkubierten Makrophagen Typ | ergab, dass der An-
teil Parasiten, die sich an denselben Stellen wie LC3B positive Kompartimente befanden,

bei 84 % lag. Bei mit Wortmannin inkubierten Makrophagen Typ | lag der Anteil bei nur
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24 % und war damit statistisch hoch signifikant verschieden (Abbildung 20 A). Fir Mak-
rophagen Typ Il ergaben sich ahnliche Ergebnisse (Abbildung 20 B).

Zusammengefasst bedeutet das, dass wenn man Makrophagen vor der Infektion mit pro-
mastigoten L. major mit 100 nM Wortmannin inkubiert, der Anteil Parasiten, die in einem
LC3B positiven Kompartiment liegen hoch signifikant geringer ist als bei der Infektion
von nicht mit Wortmannin inkubierten Makrophagen. Das zeigt, dass durch die Behand-
lung von Makrophagen mit 100 nM Wortmannin das Auftreten LC3B positiver Komparti-

mente und damit die Autophagie reduziert werden konnte.

AMFI+Lm

/Y

Ms o Lm pAK Rb o hu LC3B pAK

D MF | + Lm + Wortmannin E

Yy

Ms o Lm pAK Rb o hu LC3B pAK Uberlagerungsbild (+ DAPI)

Abb. 19: Blockade der PI1-3 Kinase durch Wortmannin und die Auswirkung auf das Auftreten LC3B
positiver Kompartimente.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fur 90 Minuten mit 200 nM Wortmannin inkubiert. Freies Wortman-
nin wurde durch Waschen entfernt. Die Makrophagen wurden fiir 3 Stunden mit durch MACS gewonnenen
apoptotischen promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht
mit Wortmannin inkubierte und mit Promastigoten der 7 Tage alten Kultur infizierte Makrophagen. Nicht
aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden infizierte Makrophagen Typ | mittels Ms o Lm pAK (A, D) sowie Rb a hu
LC3B pAK gefarbt (B, E). Die Uberlagerung aus den beiden Aufnahmen ist in (C, F) im Durchlichtkanal
dargestellt. Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als Zweitantikdrper
dienten Ch a Ms Alexa Fluor® 488 konjugierter AK und Gt a Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK. Zusétz-
lich wurde DAPI zur Farbung des Zellkerns der Makrophagen sowie des Kerns und des Kinetoplasten der
Leishmanien verwendet. Die Pfeile deuten auf intrazelluldr liegende L. major (A, D), bzw. auf LC3B positive
Kompartimente (B, E). Leishmanien, die in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, sind mit einer
Pfeilspitze gekennzeichnet (C, F), wéhrend intrazellulare Leishmanien, die nicht in einem LC3B positiven
Kompartiment liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (C, F).

Lm: Leishmania major; MF I: Makrophagen Typ I; Ms: Maus; Rb: Rabbit; Ch: Chicken; Gt: Goat; hu: Hu-
man; a: anti; pAK: polyklonaler Antikorper; MaBstabsbalken: 10 um; 630x VergréRerung.
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Abb. 20: Blockade der PI1-3 Kinase durch Wortmannin und die Auswirkung auf das Auftreten LC3B
positiver Kompartimente.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fir 90 Minuten mit 100 nM Wortmannin inkubiert. Freies Wortman-
nin wurde durch Waschen entfernt. Die Makrophagen wurden fiir 3 Stunden mit durch MACS gewonnenen
apoptotischen promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht
mit Wortmannin inkubierte und mit Promastigoten der 7 Tage alten Kultur infizierte Makrophagen. Nicht
aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Die mit apoptotischen Promastigoten der 7 Tage alten Kultur koinkubierten Makrophagen Typ | (3, m) bzw.
Typ Il (@, m) wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils der in einem LC3B positiven Kompartiment lie-
genden Leishmanien bezogen auf alle intrazelluldren Leishmanien analysiert. Mittelwerte und Standardab-
weichungen ergaben sich aus n = 3 unabhéngigen Spendern (A, B).

Lm: Leishmania major; MF |: Makrophagen Typ |; MF Il: Makrophagen Typ II; *: signifikant p = 0,0122;
***: hoch signifikant p = 0,0008.

3.11 Einfluss der Inhibition von Autophagie auf die Infektionsrate

Im vorangegangenen Experiment war herausgefunden worden, dass die Inkubation von
Makrophagen mit 100 nM Wortmannin vor der Infektion mit promastigoten L. major zu
einem verminderten Auftreten LC3B positiver Kompartimente flihrte. Darauf aufbauend
wurde in diesem Experiment die Auswirkung der Wortmannin-induzierten Hemmung von
LC3B auf das intrazelluldre Uberleben von promastigoten L. major in Makrophagen ge-
richtet.

Dazu wurden Makrophagen fiir 90 Minuten mit 100 nM Wortmannin inkubiert. Je 10° der
zuvor mit Wortmannin inkubierten Makrophagen Typ | bzw. Typ Il wurden mit 10° apop-
totischen promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur fiir 24 Stunden, 42 Stunden

und 66 Stunden inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht mit Wortmannin inkubierte
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Makrophagen, die mit promastigoten L. major der 7 Tage alten Kultur fir 24 Stunden, 42
Stunden und 66 Stunden inkubiert wurden.

Im Anschluss wurden die Zellen einer Diff-Quik-Farbung unterzogen. Die qualitative und
quantitative Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch (Abbildung 21).

Makrophagen wurden deutlich erkennbar durch die Diff-Quik-Farbung markiert. Intrazel-
luldre Leishmania Parasiten waren deutlich erkennbar.

Die mikroskopische Auswertung und Quantifizierung bei mit Promastigoten infizierten
und nicht mit Wortmannin inkubierten Makrophagen Typ | ergab, dass nach 24 Stunden
Inkubation 48 % der Zellen Leishmania-infiziert waren. Nach 42 Stunden lag der Anteil
bei 51 %, nach 66 Stunden bei 50 %. Davon unterschieden sich die Infektionsraten bei mit
Wortmannin inkubierten Makrophagen. Die Infektionsrate lag nach 24 Stunden bei 19 %,
nach 42 Stunden bei 14 % und nach 66 Stunden bei 15 %. Die Unterschiede erwiesen sich
als signifikant (24 Stunden, 42 Stunden) bzw. als sehr signifikant (66 Stunden) (Abbildung
21 A). Fur Makrophagen Typ 1l ergaben sich ahnliche Ergebnisse (Abbildung 21 B).
Zusammengefasst bedeutet das, dass wenn man Makrophagen vor der Infektion mit pro-
mastigoten L. major mit 100 nM Wortmannin inkubiert, der Anteil Makrophagen, die mit
Promastigoten infiziert waren, signifikant reduziert war.

Betrachtet man diesen und den Vorversuch zusammen, so zeigt sich zum einen, dass durch
die Inkubation mit 100 nM Wortmannin das Auftreten LC3B positiver Kompartimente
signifikant reduziert werden konnte. Zum anderen sieht man, dass nach Inkubation der
Makrophagen mit Wortmannin die Infektionsrate im beobachteten Zeitraum signifikant
erniedrigt war. Verbindet man die beiden Ergebnisse, so kann man folgern, dass Wortman-
nin das Auftreten LC3B positiver Kompartimente hemmt, was dazu fuhrt, dass die Infekti-

onsrate erniedrigt ist.
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Abb. 21: Blockade der PI-3 Kinase durch Wortmannin und die Auswirkung auf die Infektionsrate von
Makrophagen Typ | und Typ II.

Makrophagen Typ | und Typ Il wurden fir 90 Minuten mit 100 nM Wortmannin inkubiert. Freies Wortman-
nin wurde durch Waschen entfernt. Die Makrophagen wurden fiir 24 Stunden, 42 Stunden und 66 Stunden
mit promastigoten L. major aus einer 7 Tage alten Kultur inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht mir Wort-
mannin inkubierte und mit Promastigoten der 7 Tage alten Kultur infizierte Makrophagen. Nicht aufgenom-
mene Parasiten wurden durch Waschen entfernt.

Nach der Inkubationszeit wurden Makrophagen Typ | und Typ Il mittels Diff-Quik gefarbt. Die mit Pro-
mastigoten koinkubierten Makrophagen Typ | bzw. Typ Il wurden hinsichtlich des prozentualen Anteils
infizierter Makrophagen bezogen auf alle Makrophagen analysiert. Mittelwerte und Standardabweichungen
ergaben sich aus n = 3 unabh&ngigen Spendern (A, B).

h: Stunde; **: signifikant p = 0,0153; *?: signifikant p = 0,019; **': sehr signifikant p = 0,0023; *** sehr
signifikant p = 0,0011; ***: sehr signifikant p = 0,0067; ***: sehr signifikant p = 0,0035.

3.12 Entwicklung eines Modells zur spezifischen Labelung apoptotischer

vs. vitaler L. major

In den vorangegangenen Experimenten war entdeckt worden, dass mit Wortmannin sowohl
das Auftreten LC3B positiver Kompartimente als auch die Infektionsrate bei einer Leish-
manieninfektion von Makrophagen reduziert werden konnte. Das bedeutet, dass LC3B
positive Kompartimente von Nutzen sind fiir die Etablierung einer Infektion mit promasti-
goten L. major. Auf Seiten der Leishmanien hatten sich in den vorangegangenen Experi-
menten Phosphatidylserin ebenso wie LPG nicht als Induktor der LC3B positiven Kompar-
timente erwiesen. Dennoch war in den durchgefiihrten Experimenten ein Zusammenhang
zwischen dem Anteil apoptotischer Promastigoten im infizierenden Inokulum und dem

Auftreten LC3B positiver Kompartimente nachgewiesen worden. Die Hinweise darauf,
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dass apoptotische Promastigoten nach der Aufnahme in Makrophagen evtl. andere intrazel-
luldre Wege durchlaufen wie vitale Promastigoten wurden in diesem Versuch weiterver-
folgt.

Dazu wurden Leishmanien vor der Infektion von Makrophagen farblich unterschiedlich
gelabelt, um so eventuell unterschiedliche intrazellulare Wege vitaler und apoptotischer
Promastigoten in Makrophagen zu verfolgen.

3.12.1 Lipobiotin — Streptavidin zum Labeln apoptotischer L. major

Um apoptotische und vitale Promastigoten farblich unterschiedlich zu labeln, bedurfte es
sich fluoreszenzmikroskopisch unterschiedlich darstellender Farbesysteme. Dazu wurde
u.a. eine Doppelfirbung aus Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 gewahlt. Damit
konnten sowohl Pro- als auch Amastigoten gelabelt werden. Fir diese auf Leishmanien
neu etablierte Technik bedurfte es einer durchflusszytometrisch durchgefiihrten Konzentra-
tionstestung des Lipobiotins (Abbildung 22).

Auf Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur wurde Lipobiotin dazu in absteigender
Verdunnung 1:50, 1:100, 1:150 und 1:200 als Erstantikorper in einer Kombination mit
Streptavidin Alexa Fluor® 647 als Zweitantikorper verwendet. Zur Bestimmung der am
besten geeigneten Lipobiotinkonzentration erfolgte der Vergleich gegenliber nur mit Strep-
tavidin Alexa Fluor® 647 behandelten Promastigoten. Zunachst zeigte sich durchflusszy-
tometrisch eine deutlich gesteigerte Fluoreszenz von nur mit Streptavidin Alexa Fluor® 647
behandelten Parasiten gegeniiber unbehandelten Parasiten (Abbildung 22). Das durchfluss-
zytometrisch durch die Doppelfarbung mit Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647
gewonnene Plus an Intensitat gegeniiber der Einfachfarbung mit Streptavidin Alexa Fluor®
647 betrug 52 % bei einer Lipobiotinverdiinnung von 1:200, 66 % bei einer Verdiinnung
von 1:150, 72 % bei einer Verdiinnung von 1:100 und 95 % bei einer Verdiinnung von
1:50 (Abbildung 22).

Aus den Werten wurde abgeleitet, dass Lipobiotin am besten in einer Verdinnung von
1:100 oder 1:50 einzusetzen sei. Daher wurde fur die folgenden Experimente eine Verdin-
nung von 1:75 gewahlt.

Um das lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Verhalten der Parasiten ge-
genuiber dem Labeling zu testen, wurden Promastigoten aus einer 3 Tage alten und einer 7
Tage alten Kultur sowie Amastigoten mit einer Kombination aus 1:75 verdinntem Lipobi-
otin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 behandelt. Zusétzlich wurde eine DAPI-Farbung
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durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte sowohl durchflusszytometrisch als auch lichtmik-
roskopisch und fluoreszenzmikroskopisch (Abbildungen 23 A-L).

Durchflusszytometrisch zeigte sich wie erwartet, dass bei Parasiten aller Entwicklungssta-
dien die Kombination aus Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 der alleinigen
Behandlung mit Streptavidin Alexa Fluor® 647 tiberlegen war (Abbildung 23 A, E, 1). Da-
bei fiel das Plus der Kombination aus Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 ge-
genuber der alleinigen Behandlung mit Streptavidin Alexa Fluor® 647 bei Promastigoten
aus der 3 Tage alten Kultur mit 11 % am geringsten aus (Abbildung 23 A). Bei Promasti-
goten aus der 7 Tage alten Kultur betrug das Plus der Kombination 79 % (Abbildung 23
E), bei Amastigoten 53 % (Abbildung 23 I). Durch die Lipobiotin und Streptavidin Alexa
Fluor® 647 Farbung wurde auf den Leishmania Parasiten eine punktformige Anfarbung
erzielt (Abbildung 23 B, F, J). Im Durchlichtbild ist zu erkennen, dass die Farbung sich
nicht auf den kompletten Parasiten erstreckt, sondern punktférmig mit Préferenz der Pole
vorliegt (Abbildung 23 D, H, L). Bei Amastigoten fiel auf, dass die Farbung sich auf die
Pole konzentriert (Abbildung 23 L). Durch die DAPI-Farbung waren die Kerne und Kine-
toplasten der Parasiten erkennbar (Abbildung 23 C, G, K). Morphologisch zeigte sich im
Durchlichtbild die unterschiedliche Gestalt der Parasiten: Promastigoten aus der 3 Tage
alten Kultur waren von langgezogener Gestalt (Abbildung 23 D), bei Promastigoten aus
der 7 Tage alten Kultur war die Hélfte der Parasiten apoptotisch und damit abgerundet
(Abbildung 23 H). Amastigoten dagegen waren rund bis spitz zulaufend und deutlich klei-
ner als Promastigoten (Abbildung 23 L).

Das bedeutet, dass in diesem Experiment gezeigt werden konnte, dass eine Farbung mit
Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 auf Leishmania Parasiten moglich ist und

lichtmikroskopisch und fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden kann.
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Lm + (Lipobiotin) + Streptavidin Alexa Fluor® 647

A 800 +
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Abb. 22: Labeling promastigoter Leishmanien mit Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647.

Zur Testung der Konzentration des Lipobiotins wurden Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur mit
1:200, 1:150, 1:100 und 1:50 in RPMI verdiinntem Lipobiotin inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkuba-
tion mit 1:100 in RMPI verdiinntem Streptavidin Alexa Fluor® 647. Als Kontrolle dienten unbehandelte und
nur mit Streptavidin Alexa Fluor® 647 inkubierte Promastigoten. Die Promastigoten wurden durchflusszyto-
metrisch analysiert. Auf der x-Achse ist die durch Alexa Fluor® 647 hervorgerufene Fluoreszenz im FL4-H
Kanal dargestellt. Das durch die Kombination von Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 hervorgeru-
fene Plus an Fluoreszenz gegeniiber nur mit Streptavidin Alexa Fluor® 647 behandelten Parasiten ist in %
dargestellt (A).

Lm: Leishmania major; Lipo: Lipobiotin; Strep: Streptavidin Alexa Fluor® (647).
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Abb. 23: Labeling pro- und amastigoter Leishmanien mit Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor®
647.

Promastigoten aus einer 3 Tage alten und 7 Tage alten Kultur sowie Amastigoten wurden mit Lipobiotin in
1:75 Verdiinnung in RPMI und Streptavidin Alexa Fluor® 647 behandelt und durchflusszytometrisch gegen-
iiber nur mit Streptavidin Alexa Fluor® 647 behandelten Parasiten analysiert. Auf der x-Achse ist die durch
Alexa Fluor® 647 hervorgerufene Fluoreszenz im FL4-H Kanal dargestellt. Das durch die Kombination von
Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 hervorgerufene Plus an Fluoreszenz gegeniiber nur mit Strep-
tavidin Alexa Fluor® 647 behandelten Parasiten ist in % dargestellt (A, E, 1). Die Parasiten wurden neben
Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 (B, F, J) mit DAPI zur Farbung des Kerns und des Kine-
toplasten der Leishmanien behandelt (C, G, K). Die Uberlagerung aus beiden Aufnahmen ist in (D, H, L) im
Durchlichtkanal dargestellt.

Die verwendeten Antikérper finden sich unter den jeweiligen Bildern.

Pro: Promastigoten; Ama: Amastigoten; Lipo: Lipobiotin; Strep: Streptavidin Alexa Fluor® (647); d: Tag;
Mafstabsbalken: 10 um; 630x Vergroferung.
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3.12.2 Infektion von Makrophagen mit unterschiedlich gelabelten apoptoti-

schen und vitalen L. major

Im vorangegangenen Versuch war das Labeling mit Lipobiotin und Streptavidin Alexa
Fluor® 647 auf Pro- und Amastigoten etabliert worden. Damit war die \oraussetzung ge-
geben, um den unterschiedlichen intrazellularen Weg von vitalen und apoptotischen Pro-
mastigoten innerhalb von Makrophagen zu verfolgen. Im Raum stand dabei die oben auf-
geworfene Frage nach dem nachgewiesenermalRen bestehenden Zusammenhang zwischen
dem Anteil apoptotischer Promastigoten und dem Auftreten LC3B positiver Kompartimen-
te bei der Infektion von Makrophagen.

Daflr wurden Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur mittels MACS in vitale und
apoptotische Promastigoten aufgetrennt. Die vitalen Promastigoten wurden dem im voran-
gegangenen Versuch etablierten Farbeprotokoll fir Lipobiotin und Streptavidin Alexa Flu-
or® 647 unterzogen. Die apoptotischen Promastigoten wurden mit Succinimidyl Ester Ale-
xa Fluor® 350 behandelt.

10° Makrophagen Typ 11 wurden mit 10° in unterschiedlichen Farben gelabelten apoptoti-
schen und vitalen L. major Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur fir 3 Stunden inku-
biert. Die Auswertung erfolgte sowohl lichtmikroskopisch als auch fluoreszenzmikrosko-
pisch (Abbildung 24).

Auf vitalen Promastigoten (Abbildung 24 A) fiihrte die Lipobiotin und Streptavidin Alexa
Fluor® 647 Farbung zu einer punktformigen Anfarbung (Abbildung 24 B), die wie im U-
berlagerungsbild zu sehen, die Pole betont (Abbildung 24 C). Apoptotische Promastigoten
(Abbildung 24 D) wurden durch die Behandlung mit Succinimidyl Ester Alexa Fluor® 350
flachig gefarbt (Abbildung 24 E). Dabei wurde wie im Uberlagerungsbild zu sehen der
gesamte Zellkdrper von der Farbung erfasst (Abbildung 24 F).

Bei der Inkubation der Makrophagen Typ Il waren die vitalen Promastigoten durch die
Lipobiotin und Streptavidin Alexa Fluor® 647 Farbung deutlich erkennbar (Abbildung 24
G). Auch die apoptotischen Promastigoten waren durch die Succinimidyl Ester Alexa Flu-
or® 350 Farbung deutlich erkennbar (Abbildung 24 H). AuBerdem wurde mittels Rb o hu
LC3B pAK - Gt o Rb Alexa Fluor® 568 konjugierter AK-Farbung in mit Leishmania-
infizierten Makrophagen Typ Il eine punktuelle Anféarbung erzielt (Abbildung 24 1). Die
Signale fiir LC3B liegen vermutlich an denjenigen Stellen, wo apoptotische Promastigoten
liegen, wie im Durchlicht zu erkennen ist (Abbildung 24 J). Das bedeutet, dass apoptoti-
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sche Promastigoten aus der 7 Tage alten Kultur im Gegensatz zu vitalen Promastigoten
vermutlich in den LC3B positiven Kompartimenten zu liegen kommen.

Damit konnte erfolgreich demonstriert werden, dass bei der Infektion von Makrophagen
mit Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur die apoptotischen und vitalen Parasiten
unterschiedliche intrazelluldre Wege gehen. Die apoptotischen Promastigoten gelangen in
LC3B positive Kompartimente, die wie in den Experimenten mit Wortmannin gezeigt, von
Noten sind um das intrazellulare Uberleben der Promastigoten bei einer Infektion von

Makrophagen zu gewahrleisten.
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Lm vital
Lipobiotin + Streptavidin
Alexa Fluor® 647

Durchlicht Uberlagerung

Lm apoptotisch
Succinimidyl Ester
Alexa Fluor ® 350

Durchlicht Succinimidyl Ester 350 Uberlagerung

Succinimidyl Ester 350  Rb o hu LC3B pAK Uberlagerung

Abb. 24: Infektion von Makrophagen mit unterschiedlich gelabelten apoptotischen und vitalen Pro-
mastigoten.

Promastigoten aus einer 7 Tage alten Kultur wurde mittels MACS in vital und apoptotisch aufgetrennt. Vitale
Promastigoten (A) wurden mit Lipobiotin in 1:75 Verdiinnung in RPMI und Streptavidin Alexa Fluor® 647
behandelt (B). Die Uberlagerung aus beiden Aufnahmen ist in (C) im Durchlichtkanal dargestellt. Apoptoti-
sche Promastigoten (D) wurden mit 1:30 in Lm-Medium verdiinntem Succinimidyl Ester Alexa Fluor® 350
behandelt (E). Die Uberlagerung aus beiden Aufnahmen ist in (F) im Durchlichtkanal dargestellt.
Makrophagen Typ Il wurden fiir 3 Stunden mit den unterschiedlich gelabelten promastigoten L. major inku-
biert (G, H). Nicht aufgenommene Parasiten wurden durch Waschen entfernt. Die Makrophagen wurden mit
Rb o hu LC3B pAK gefarbt (I). Die Uberlagerung aus den Aufnahmen ist in (J) im Durchlichtkanal darge-
stellt.

Die verwendeten Erstantikdrper finden sich unter den jeweiligen Bildern. Als Zweitantikdrper diente Gt o Rb
Alexa Fluor® 568 konjugierter AK. Die Pfeile deuten auf intrazellulér liegende vitale L. major (G). Die Pfeil-
spitzen deuten auf intrazelluldr liegende apototische L. major (H). Pfeilspitzen deuten auf LC3B positive
Kompartimente (I). Leishmanien, die in einem LC3B positiven Kompartiment liegen, sind mit einer Pfeil-
spitze gekennzeichnet (H, I, J), wahrend intrazellulére Leishmanien, die nicht in einem LC3B positiven Kom-
partiment liegen, mit einem Pfeil dargestellt sind (G, J).

Lm: L. major; MF 11: Makrophagen Typ II; Lipo: Lipobiotin; Strep: Streptavidin Alexa Fluor® (647); Rb:
Rabbit; Gt: Goat; hu: human; o: anti; pAK: polyklonaler Antikérper; MaRstabsbalken: 10 um; 630x Vergro-
Rerung.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro die Interaktion zwischen Leishmania major und
humanen Makrophagen untersucht. Das Augenmerk wurde dabei auf die bei der Infektion
mit Leishmania in Makrophagen ablaufende Autophagie gerichtet.

Dazu wurde LC3B als autophagischer Marker genutzt. Zundchst wurde die bis dato unbe-
leuchtete Kinetik der Leishmania-abhangig ablaufenden Autophagie untersucht. Bereits 15
Minuten nach der Infektion mit promastigoten L. major war LC3B detektierbar und er-
reichte seine maximale Auspragung 1 bis 3 Stunden nach Infektionsbeginn.

Promastigoten fuhrten bei zunehmendem Anteil apoptotischer Parasiten zu gesteigertem
Auftreten LC3B positiver Kompartimente. Vitale Promastigoten flihrten nicht zur Indukti-
on von LC3B.

Es konnte gezeigt werden, dass Autophagie ein nur durch apoptotische Promastigoten her-
vorgerufenes Phdnomen war, wobei medikamentds induzierte Apoptose promastigoter L.
major zu keiner Steigerung im Auftreten von LC3B positiven Kompartimenten fiihrte.
Versuche mit Amastigoten deuteten darauf hin, dass Autophagie Promastigoten-spezifisch
ist. Um den Induktor der Autophagie zu ermitteln, wurden Versuche mit Knockouts des
auf der Oberflache von Promastigoten anwesenden Virulenzfaktors LPG durchgefiihrt.
Auch das auf apoptotischen Promastigoten vorkommende Phosphatidylserin (PS) wurde
auf die Fahigkeit zur Induktion von Autophagie untersucht. Doch keiner der beiden Ober-
flachenmarker LPG und PS stand in einem erkennbaren kausalen Zusammenhang mit Au-
tophagie.

Mit der Analyse von LAMP2 auf LC3B positiven Kompartimenten wurde untersucht, ob
der autophagische Pathway komplett bis zur Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom
durchlaufen wird. Es wurde entdeckt, dass 3 Stunden nach der Infektion mehr als 85 % der
LC3B-positiven Kompartimente mit Lysosomen fusioniert hatten (Abbildung 12).

Um die Bedeutung der Autophagie zu eruieren, wurden Makrophagen vor der Infektion
mit dem PI-3 Kinase Inhibitor Wortmannin behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass
Wortmannin das Auftreten von LC3B positiven Kompartimenten effektiv unterdriickte.
Vergleiche von Infektionsraten von Wortmannin-prainkubierten gegentiber nicht Wort-
mannin-préinkubierten infizierten Makrophagen zeigten deutlich erniedrigte Infektionsra-
ten bei Autopghagie-negativen (Wortmannin-prainkubierten) Makrophagen im Vergleich
zu unbehandelten Makrophagen. Das deutete auf die wichtige, hier untersuchte Rolle der

Autophagie beim Uberleben von promastigoten Leishmanien in Makrophagen hin.
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Durch eine neu etablierte Farbemethode mit einem Succinimidylester bzw. einer Kombina-
tion aus Lipobiotin und Streptavidin konnten apoptotische und vitale Promastigoten unter-
schiedlich gelabelt werden. Infektionsversuche belegten, dass sich in den infizierten
Makrophagen die apoptotischen im Gegensatz zu den vitalen Promastigoten in LC3B posi-

tiven Leishmanienkompartimenten wiederfanden.

4.1 Stellenwert der Autophagie

Lange Zeit war Autophagie in der Literatur allein mit katabolen Prozessen assoziiert. Au-
tophagie galt als wichtig fur die Degradation und das Recycling gealterter zelluldrer Struk-
turen und damit fiir die zellulare Homoostase (Levine u. Klionsky 2004).

Die Bedeutung des autophagischen Pathways in der Genese verschiedener Pathologien wie
kardialer und muskulérer Erkrankungen, Neurodegeneration oder bei der Malignomentste-
hung wurde in den letzen 10 Jahren erforscht (Levine u. Kroemer 2008).

In der ndheren Vergangenheit wurde herausgefunden, dass eine Reihe von Pathogenen mit
der Autophagie der Wirtszelle in Kontakt tritt. Fiir manche Pathogene hat dies vernichten-
de Folgen, andere profitieren davon und sind auf diese Interaktion angewiesen (Colombo
2007).

Bis heute existiert nach meinem Wissen keine Literatur hinsichtlich des Verhaltens von L.
major bzgl. Autophagie in humanen Makrophagen. Wohl aber wurde gezeigt, dass Induk-
tion von Autophagie in murinen Makrophagen bei Infektion mit L. amazonensis zu hohe-
ren Infektionsraten fuhrt (Pinheiro et al. 2009). So konnte auch in den durchgefiihrten Ex-
perimenten gezeigt werden, dass promastigote L. major mit dem autophagischen Pathway
in Makrophagen bei Infektion interagierten und von dieser Interaktion profitierten.

Auch andere Parasiten wie Trypanosoma cruzi (T. cruzi) oder Toxoplasma gondii (T. gon-
dii) profitieren von der in ihren Wirtszellen ablaufenden Autophagie (Romano et al. 2009,
Wang et al. 2009).

Es wére moglich, dass es, wie von Pinheiro et al. vorgeschlagen, durch die Induktion von
Autophagie in Makrophagen zu verminderter Expression der induzierbaren Stickstoffmo-
noxid-Synthase (iNOS) kommt (Pinheiro et al. 2009). Bei fehlender iNOS Aktivierung
wurden in Mdusen stark erhohte Infektionsraten mit L. major beschrieben (Wei et al.
1995). Das bedeutet, dass die tiberlebensfordernde Wirkung der Autophagie in Makropha-
gen fur L. major in der Inhibition der iNOS begriindet sein konnte.
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4.2 Die Kinetik der Leishmania induzierten Autophagie in Makrophagen

Um herauszufinden, wie sich die Kinetik der Autophagie verhalt, wurde zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten nach Infektion von Makrophagen mit promastigoten L. major Autopha-
gie anhand von LC3B detektiert. Es konnte gezeigt werden, dass bereits 15 Minuten nach
der Infektion LC3B nachweisbar war. Der Anteil LC3B positiver Leishmanienkomparti-
mente stieg im zeitlichen Verlauf an und erreichte 1 bis 3 Stunden nach Beginn der Infek-
tion sein Maximum. 24 Stunden nach Infektionsbeginn war nur noch wenig LC3B nach-
weisbar.

Ahnliche Beobachtungen haben Romano et al. bei T. cruzi infizierten CHO-Zellen ge-
macht: Auch sie konnten zeigen, dass 1 bis 6 Stunden nach Infektionsbeginn am meisten
LC3 nachweisbar war. Des Weiteren konnten sie ebenfalls einen Abfall nach 24 bis 48
Stunden verzeichnen. Diesen Abfall erklarten sie sich anhand der Tatsache, dass T. cruzi
sich zu Zeitpunkten friiher Autophagie (1 bis 6 Stunden nach Infektionsbeginn) in parasi-
tophoren Vakuolen befindet, diese aber nach 6 Stunden in Richtung Zytosol der Zielzelle
verlasst um sich dort in Amastigoten zu differenzieren (Romano et al. 2009).

Auch promastigote L. major befinden sich nach Aufnahme in Makrophagen in parasi-
tophoren Vakuolen, in denen sie sich spéter in Amastigoten differenzieren (Bogdan u. R6l-
linghoff 1998, Ritter et al. 2009).

Man konnte schlussfolgern, dass es im Rahmen der Differenzierung von promastigoten
Leishmanien zu Amastigoten zum Verlust von LC3B kommit.

Eine von promastigoten L. major abweichende Kinetik von LC3 ist fir Legionella pneu-
mophila und Coxiella burnetti beschrieben. Bereits kurz nach Infektionsbeginn ist wie bei
L. major LC3 detektierbar. Im Gegensatz zu dem bei L. major beobachteten Abfall nach 24
Stunden bleibt LC3 bei Legionella pneumophila und Coxiella burnetti auch 24 bis 48 Stun-
den nach Infektionsbeginn auf hohem Niveau nachweisbar. Hier besteht also ein bedeuten-
der Unterschied zwischen Legionella pneumophila und L. major. Vitale Legionella pneu-
mophila fuhrten durch Freisetzung l6slicher Faktoren zu Induktion von Autohagie in
Makrophagen. Im Gegensatz zu einer Infektion von Makrophagen mit promastigoten L.
major, wo der autophagische Pathway komplett durchlaufen wird (s.u.), fihrt die Infektion
mit Legionella pneumophila zu einer Verzdgerung der Fusion mit Lysosomen und damit
zu einer Verzogerung der Maturation des Autophagosoms. Legionella pneumophila ist
demzufolge nur in der Lage in unreifen Autophagosomen zu replizieren; die Fusion der

Legionella pneumophila enthaltenden Autophagosomen mit Lysosomen flhrt zur Degrada-
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tion von Legionella pneumophila (Amer u. Swanson 2005, Romano et al. 2007). Anders
verhalten sich promastigote L. major: Hier finden sich nur apoptotische Promastigoten in
LC3B positiven Kompartimenten. Die apoptotischen Promastigoten sind nicht in der Lage
zu replizieren, erméglichen aber dennoch das Uberleben der vitalen Promastigoten. Es
handelt sich demzufolge um eine indirekt, die Infektion férdernde, Wirkung der Autopha-
gie in Makrophagen.

Im Gegensatz zu L. major und auch T. cruzi veréndert sich also die Morphologie von Legi-
onella pneumophila und Coxiella burnetti nicht, sondern beide replizieren ausschlie3lich
im Autophagosom. Daraus kann man die Schlussfolgerung ziehen, dass morphologische
Veranderungen der Leishmanien im Rahmen der Differenzierung zu Amastigoten mit dem

Abfall von LC3B in Zusammenhang stehen.

4.3 Lysosomen fusionieren mit Leishmania-beladenen Autophagosomen

Im weiteren Verlauf des autophagischen Pathways kommt es zur Fusion des Autophago-
soms mit Endosomen und Lysosomen. Als Marker fir Lysosomen gilt das sich auf der
lysosomalen Membran befindliche Protein LAMP2. In dem entstehenden Autolysosom
kommen es durch lysosomale Proteasen (Cathepsine) und durch eine Ansduerung des pH-
Werts zur Degradation des Inhalts (Levine u. Klionsky 2004). Anders bei mit promastigo-
ten L. major infizierten Makrophagen: Die Promastigoten verandern im sauren Milieu ihre
Gestalt und wandeln sich in Amastigoten um (Bogdan u. Réllinghoff 1998).

In den durchgefuhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass bereits 1 Stunde nach
Beginn der Infektion mit promastigoten L. major 25 % der Makrophagen LAMP2 positive
Kompartimente auswiesen. Im weiteren Verlauf zeigten 3 Stunden nach Infektionsbeginn
mehr als 50 % der Makrophagen LAMP2 positive Kompartimente. 24 Stunden nach Infek-
tionsbeginn war der Anteil auf unter 20 % abgesunken. Dies zeigte, dass es nach einer In-
fektion mit promastigoten L. major zur Rekrutierung von Lysosomen kommt.

Die Ergebnisse ergaben darlber hinaus, dass bereits 1 Stunde nach Infektionsbeginn mehr
als 30 % der LC3B positiven Kompartimente LAMP2 positiv waren. Im Verlauf stieg die-
ser Anteil weiter an und lag 3 Stunden nach Infektionsbeginn bei Gber 80 %. Nach 24
Stunden waren keine doppelt positiven Kompartimente mehr detektierbar. Das bedeutet,
dass mit leichter zeitlicher Verzogerung zum Auftreten von LC3B die autophagischen
Kompartimente mit Lysosomen fusionieren und so den autophagischen Pathway bis zum

Ende durchlaufen.
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Das deckt sich mit den Ergebnissen von Couret et al., die zeigen, dass der Anteil LAMP
positiver, leishmanienhaltiger Kompartimente nach Infektion von murinen Makrophagen
rasch ansteigt. Der Anstieg vollzog sich aber rascher und LAMP persistierte langer als bei
den von mir durchgefiihrten Experimenten (Courret et al. 2002).

Auch bei T. cruzi ist beschrieben, dass LAMP eine &hnliche Kinetik wie LC3 aufweist,
was die Autoren als transiente Interaktion des Parasiten mit der Autophagie der Wirtszelle
deuten (Romano et al. 2009).

4.4 Nur apoptotische Promastigoten liegen in LC3B positiven Komparti-

menten

Aus der Literatur ist bekannt, dass es bei Leishmania im Verlauf der Metazyklogenese zur
Apoptose kommt. Als Zeichen der Apoptose gilt das auf der &uReren Membran apoptoti-
scher Zellen exprimierte Phosphatidylserin (PS). Zum Zeitpunkt der hdchsten Virulenz
sind 50 % der infizierenden Promastigoten apoptotisch, 50 % sind vital (van Zandbergen et
al. 2006). Auf Grund des ,,eat me signals* PS ist die Aufnahme der Parasiten in Phagozy-
ten erleichtert (Fadok et al. 1998).

Van Zandbergen et al. haben herausgefunden, dass PS positive apoptotische promastigote
L. major zur Etablierung einer Infektion essentiell sind. Nach Depletion der apoptotischen
Promastigoten sind die verbliebenen vitalen Promastigoten nicht mehr in der Lage in Pha-
gozyten zu Uberleben und verlieren ihre Virulenz. Apoptotische Promastigoten helfen da-
mit vitalen Promastigoten in altruistischer Weise in der Wirtszelle zu (iberleben (van
Zandbergen et al. 2006).

In den durchgefiihrten Experimenten wurde entdeckt, dass es bei der Infektion von
Makrophagen mit promastigoten L. major unterschiedlichen Alters zu unterschiedlich ho-
hen Raten LC3B positiver Leishmanienkompartimente kam. Es ist bekannt, dass mit zu-
nehmendem Alter der Promastigoten im Verlauf der Metazyklogenese der Anteil apoptoti-
scher Parasiten am Gesamtkollektiv zunimmt und gleichzeitig die Virulenz proportional
zum Anteil der metazyklischen Promastigoten steigt (Da Silva u. Sacks 1987, van Zand-
bergen et al. 2006).

Die Expertimente zeigten, dass mit zunehmendem Alter der infizierenden Promastigoten
der Anteil LC3B positiver Leishmanienkompartimente zunahm. Anhand durchflusszyto-
metrischer Analysen war der Anteil apoptotischer Promastigoten vor der Infektion ermittelt

worden. Es ergab sich, dass eine strikte Korrelation zwischen der Apoptoserate des infizie-
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renden Promastigotenkollektivs und dem Auftreten LC3B positiver Kompartimente be-
stand. Aus den Daten konnte geschlussfolgert werden, dass apoptotische Promastigoten fir
das Auftreten von Autophagie eine Rolle spielen. Versuche mit durch MACS in vital und
apoptotisch separierten metazyklischen Promastigoten bestatigten die Beobachtung des
Vorversuchs. Es konnte daraus abgeleitet werden, dass apoptotische Promastigoten in der
Lage waren, in humanen Makrophagen Autophagie zu induzieren. Vitale Promastigoten
dagegen waren nicht in der Lage, Autophagie zu induzieren.

Es kann eine Verbindung zu der oben beschriebenen Tatsache hergestellt werden, dass
apoptotische Promastigoten vitalen Promastigoten helfen, Makrophagen effizient zu infi-
zieren. Dabei ist es neben den Immunsystem-bremsenden Effekten durch Herunterregulati-
on der Bildung von Stickoxiden in Makrophagen durch apoptotische Leishmanien mdg-
lich, dass der Autophagie eine wichtige Rolle zukommt (van Zandbergen et al. 2006, Wan-
derley et al. 2009).

Um zu belegen, dass apoptotische Promastigoten in autophagischen Kompartimenten zu
liegen kommen, wurden metazyklische Promastigoten mittels MACS in vital und apopto-
tisch aufgetrennt und mit unterschiedlich fluoreszenten Farbstoffen gelabelt. Das System
aus Biotin und Streptavidin ist weit verbreitet (Diamandis u. Christopoulos 1991). Das in
unserem Fall genutzte Lipobiotin integriert sich mit dem Lipidanteil in der Membran vita-
ler Promastigoten und wurde mit Streptavidin Alexa Fluor® 647 sichtbar gemacht. Auch
Succinimidyl Ester sind verbreitet zum Nachweis zelluldrer Strukturen. Dabei bindet die
Succinimidylgruppe an intrazelluldre Strukturen (Mintern et al. 1999, Parish 1999). Auf
apoptotischen Promastigoten wurden ein mit Alexa Fluor® 350 gekoppelter Succininimidyl
Ester angewandt. Nach Infektion von Makrophagen konnte gezeigt werden, dass nur farb-
lich als apoptotisch markierte Promastigoten in LC3B positiven Kompartimenten lagen,
waéhrend das fur vitale Promastigoten nicht der Fall war.

Anhand der Ergebnisse konnte belegt werden, dass nur apoptotische promastigote L. major
nach Infektion von Makrophagen in Autophagosomen zu liegen kommen. Welcher Zu-
sammenhang mit der Tatsache besteht, dass apoptotische Promastigoten flr die Etablie-
rung einer Infektion essentiell sind, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit untersucht (van
Zandbergen et al. 2006, van Zandbergen et al. 2007).

Was auf Seiten der apoptotischen Leishmanien auf den autophagischen Pathway induzie-
rend wirkt, ist jedoch unklar. Die Autophagie-auslfsenden apoptotischen promastigoten

Leishmania Parasiten unterscheiden sich von den vitalen Promastigoten durch DNA-
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Fragmentierung und morphologische Verénderungen, hauptséchlich aber durch die Exposi-
tion von PS auf der Zelloberflache (van Zandbergen et al. 2006).

Es ist naheliegend, dass PS als fir die Makrophagen gut zugéangliches Signal Autophagie-
induzierend wirkt. Dies wurde im weiteren Verlauf untersucht. Aus der Literatur ist bisher

nichts Vergleichbares bekannt.

4.5 Miltefosin-induzierte Apoptose promastigoter Leishmanien hat kei-

nen Einfluss auf das Auftreten von Autophagie

Aus Vorversuchen wurde abgeleitet, dass apoptotische promastigote L. major in der Lage
sind, Autophagie zu induzieren. Im Rahmen der Metazyklogenese wird ein Teil der Pro-
mastigotenpopulation apoptotisch und die Population erreicht die hochste Virulenz zu dem
Zeitpunkt, an dem 50 % apoptotisch sind (van Zandbergen et al. 2006). Zeichen des ablau-
fenden programmierten Zelltodes sind eine erhohte Permeabilitat der Plasmamembran, die
Fragmentierung des Zellkerns und neben weiteren charakteristischen Merkmalen die
Translokation von PS auf die AulRenseite der Zellmembran (Lee et al. 2002, Jimenez-Ruiz
et al. 2010).

Um diesen natirlich ablaufenden Prozess der PS-Externalisierung zu simulieren, wurden
Promastigoten einer 7 Tage alten Kultur mit 25 pM Miltefosin bzw. 15 pM Staurosporin
fir 8 Stunden inkubiert. Fir beide Agenzien ist antileishmanidses Potential nachgewiesen
(Kuhlencord al. 1992, Arnoult et al. 2002). Nach Behandlung mit Miltefosin stieg die mit-
tels Annexin V FLUOS nachgewiesene Apopotoserate von 53 % auf 81 % an. Dagegen
stieg nach Staurosporin-Behandlung die Apoptoserate lediglich auf 65 %. Auf Grund des
deutlicheren Unterschiedes wurden nur Miltefosin-behandelte Promastigoten untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass kein signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten
Promastigoten und mit Miltefosin behandelten Promastigoten bzgl. des Auftretens von
LC3B in Makrophagen bestand.

Miltefosin induzierte eine deutlich erhdhte Apoptoserate, was anhand von PS auf der dufe-
ren Membran der apoptotischen Promastigoten gemessen werden konnte. Der Apoptose-
fordernde Effekt von Miltefosin und eine daraus resultierende Erhéhung des PS-Gehalts ist
auch in der Literatur vorbeschrieben (Khademvatan et al. 2011).

Daraus konnte abgeleitet werden, dass trotz der Tatsache, dass es durch Behandlung mit
Miltefosin zur Erhdhung der Apoptoserate kam, dies keine Auswirkungen auf das Auftre-
ten von LC3B hatte.
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Es kann gefolgert werden, dass Miltefosin zwar eine erhéhte Apoptoserate induzierte und
damit den Gehalt PS-positiver promastigoter L. major erhohte, dass diese Erhohung aber
nicht zum vermehrten Auftreten LC3B positiver Leishmanienkompartimente fuhrte. Dies
bedeutet, dass PS nicht der Ausléser des autophagischen Pathways in Makrophagen sein
kann. Der Faktor, der zum Auftreten von Autophagie flhrt, muss die Behandlung mit Mil-
tefosin in unveranderter Weise uberstanden haben und von PS unabhéngig sein. Im nach-
folgenden Abschnitt werden Ergebnisse eines Versuches diskutiert, der diese Behauptung

belegen soll.

4.6 Phosphatidylserin wirkt nicht Autophagie induzierend

Als wichtigster Marker der Apoptose dient das sich auf der AuBenseite der Zellmembran
apoptotischer Zellen befindliche PS. Wie bei anderen Eukaryoten kommt es auch bei pro-
mastigoten L. major im Rahmen des programmierten Zelltodes zur Externalisierung des
normalerweise auf der Innenseite der Plasmamembran gelegenen PS auf die Aulienseite
(Martin et al. 1995, van Zandbergen et al. 2006).

Das Vorhandensein PS positiver apoptotischer promastigoter L. major ist fur die Infektion
von Phagozyten von groRer Bedeutung. Nach Depletion der apoptotischen Promastigoten
sind die verbleibenden vitalen Promastigoten nicht mehr in der Lage, effektiv eine Infekti-
on zu etablieren (van Zandbergen et al. 2006).

Aus der Literatur ist bekannt, dass promastigote L. major in der Lage sind, die PI-3 Kinase,
die unter anderem als Initiatorenzym des autophagischen Pathways fungiert, zu induzieren
(Ruhland et al. 2007). Aus Vorversuchen konnte abgeleitet werden, dass apoptotische
Promastigoten den autophagischen Pathway induzieren. Es wurde entdeckt, dass Miltefo-
sin-induzierte Apoptose nicht zu einer Steigerung des Auftretens LC3B positiver Leishma-
nienkompartimente fuhrte. Zur weiteren Verifizierung der Hypothese, dass PS doch nicht
der Induktor der Autophagie ist, wurde PS mit Annexin A5 blockiert. Dieses Verfahren ist
in der Literatur als Methode bereits vorbeschrieben (Yang et al. 2010). Die Ergebnisse aus
den erhobenen Daten zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied im Auftreten von
LC3B positiven Leishmanienkompartimenten vor und nach Behandlung der infizierenden
promastigoten Leishmanien mit Annexin A5. Hintergedanke war, durch die Maskierung
des PS apoptotischer Promastigoten mit Annexin A5 eine Population scheinbar rein ,,vita-
ler Promastigoten zu simulieren. Ware PS der Induktor der Autophagie in Makrophagen

gewesen, so héatte nach Behandlung mit Annexin A5 kein LC3B mehr detektierbar sein
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dirfen. Die Ergebnisse belegten jedoch, dass PS nicht Induktor der Autophagie sein kann.
Mdoglich wére aber auch ein Versagen in der Behandlung der apoptotischen Promastigoten
mit Annexin dahingehend, dass Annexin A5 nicht oder nur unzureichend an PS gebunden
hat, was aber vor dem Hintergrund, dass Farbungen mit Annexin V FLUQS fir durch-
flusszytometrische Analysen nach demselben Schema erfolgreich durchgefiihrt worden
waren, unwahrscheinlich erscheint.

Nimmt man die Ergebnisse, dass Miltefosin-induzierte Apoptose nicht zu einer Steigerung
des Anteils LC3B positiver Kompartimente fuhrte und dass die Blockade von PS mit An-
nexin A5 keine Auswirkungen auf die Autophagie hatte, zusammen, kann mit groRer
Wabhrscheinlichkeit gesagt werden, dass die Induktion des autophagischen Pathways PS-

unabhangig verlauft.

4.7 Amastigote L. major induzieren keine Autophagie

Im Rahmen der Infektion von Makrophagen kommt es zur Umwandlung der metazykli-
schen Promastigoten in Amastigoten. Diese unterscheiden sich morphologisch von den
Promastigoten durch ihre verminderte GroRe, das Fehlen des Flagellums und die eher ku-
gelformige Gestalt (Bogdan u. Rollinghoff 1998, Ritter et al. 2009). Im Rahmen dieser
Transformation kommt es in den Parasiten zu Autophagie (Besteiro et al. 2006). Es ist be-
schrieben, dass axenische Amastigoten im Vergleich zu Promastigoten eine héhere Infek-
tiositat bzgl. Makrophagen aufweisen. Dies ist sowohl fiir L. donovani als auch im Labor
von PD Dr. van Zandbergen fur L. major nachgewiesen worden (Debrabant et al. 2004).

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass Amastigoten
nicht Autophagie-induzierend wirken. Vor dem Hintergedanken, dass apoptotische Pro-
mastigoten LC3B hervorrufen, wurde geprift, ob dieser Zusammenhang auch fiir apoptoti-
sche Amastigoten besteht. Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass PS-Exposition und Auftre-
ten von LC3B nicht korrelieren, Amastigoten also 3 Stunden nach Infektionsbeginn keine
Autophagie induzierten. Amastigoten exprimieren konstant PS auf ihrer ZellauRenseite und
imitieren so Apoptose. In der Literatur wird dies als ,,apoptotic mimicry*“ bezeichnet. Sie
dient dazu, die Immunreaktion der infizierten Zelle zu bremsen (Wanderley et al. 2005).

Die Tatsache, dass Amastigoten trotz PS-Exposition keine Autophagie induzierten, belegt
oben aufgestellte Behauptung, dass die Autophagieinduktion PS-unabhéngig verlauft. Die
Ergebnisse kénnen dahingehend interpretiert werden, dass die Induktion von Autophagie

durch promastigote L. major fiir das Uberleben der Parasiten bei Infektion wichtig ist. Aus
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den Promastigoten entwickeln sich in parasitophoren Vakuolen Amastigoten, die an das
saure Milieu dieser Vakuolen angepasst sind (Zilberstein u. Shapira 1994, Bogdan u. Rél-
linghoff 1998).

Es wére denkbar, dass die durch promastigote L. major induzierte Autophagie die Bedin-
gung in Form angesduerter parasitophorer Vakuolen schafft, in denen die Amastigoten

dann proliferieren und die Infektion etablieren kénnen.

4.8 Promastigote L. major induzieren Autophagie in Makrophagen LPG-
unabhéangig

Nachdem PS auf Seiten der Leishmanien als mdglicher Induktor der Autophagie ausge-
schlossen worden war, riickte der Fokus auf andere Oberflachenmerkmale. Promastigote L.
major exprimieren als Bestandteile der Oberflache-bedeckenden Glykokalix neben der
Protease Glykoprotein 63 (gp63) und weiteren Molekilen Lipophosphoglykan (LPG)
(Turco u. Descoteaux 1992, Turco 1988).

Aus den erhobenen Daten ging hervor, dass mit zunehmendem Alter der Parasiten der An-
teil LC3B positiver Leishmanienkompartimente zunahm. In der Literatur ist beschrieben,
dass LPG im Rahmen der Metazyklogenese der Promastigoten molekular differenziert
wird und danach elongiert vorliegt (Sacks et al. 1995). Zudem konnte bei den durchgefiihr-
ten Versuchen beobachtet werden, dass Amastigoten keine Autophagie induzieren. Fur
Amastigoten gilt, dass sie im Vergleich zu Promastigoten wesentlich weniger LPG expri-
mieren (Schneider et al. 1993). Die hier geschilderten Ergebnisse fuhrten im Zusammen-
hang mit der zitierten Literatur zu der Hypothese, dass LPG mdglicher Induktor der Au-
tophagie sein kdnnte.

Die Infektion von Makrophagen mit LPG-defizienten metazyklischen Promastigoten zeigte
jedoch keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu LPG-positiven Promastigoten
unter sonst gleichen Bedingungen. Sowohl 1 als auch 3 Stunden nach Beginn der Infektion
war der Anteil LC3B positiver Leishmanienkompartimente bei LPG-positiven und LPG-
defizienten Leishmanien auf vergleichbarem Niveau. Das bedeutet, dass der autophagische
Pathway LPG-unabhéngig induziert wird.

Fur L. major ist im Falle eines LPG-Knockouts eine verminderte Virulenz beschrieben
(Spath et al. 2000, Kleczka et al. 2007). Die Virulenzminderung ist demzufolge nicht in der
An- oder Abwesenheit von Autophagie in Makrophagen begriindet, sondern hat andere

Ursachen.
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Es kann festgehalten werden, dass apototische Promastigoten Autophagie in Makrophagen
induzieren und dass diese Induktion sowohl PS- als auch LPG-unabhéngig von statten
geht. Demzufolge kann Uber den Induktor der Autophagie nur spekuliert werden. Es ist
bekannt, dass die Fusion von Endosomen und Autophagosomen calciumabhéngig ablauft
(Fader et al. 2008). Nachdem Leishmania an Makrophagen gebunden haben, kommt es
durch die Bindung der auf der Leishmanienoberflache exprimierten Protease gp63 an den
Protease activated Rezeptor 1 (PAR 1) zum Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentra-
tion in Makrophagen (Rana et al. 2011).

Auch nach Infektion von Makrophagen mit T. cruzi kommt es zu erhéhten zytoplasmati-
schen Calciumkonzentrationen in der Wirtszelle (Yoshida 2006). Wie auch fur T. cruzi
diskutiert, wére es moglich, dass bei Infektion von Makrophagen mit Leishmania eine er-
hohte zytoplasmatische Calciumkonzentration Induktor der Autophagie ist (Romano et al.
2009).

Die Frage nach dem Nutzen der Autophagie in Makrophagen fiir Leishmanien gilt es aber

noch zu kléren.

4.9 Autophagie in Makrophagen ist essentiell fir das Uberleben pro-

mastigoter Leishmanien

Nachdem die Kinetik der Autophagie sowie das unterschiedliche Verhalten von pro- und
amastigoten L. major bzgl. Autophagie untersucht worden war, sowie PS und LPG als In-
duktoren des autophagischen Pathways ausgeschlossen worden waren, wurde die Frage
nach dem Nutzen der Autophagie fur promastigote L. major untersucht.

Um dies zu klaren, wurde der autophagische Pathway medikamentds auf Hohe des Initia-
torenzyms, der PI-3 Kinase, blockiert. Daftir sind 3-Methyladenin, LY294002 und Wort-
mannin als Inhibitoren vorbeschrieben (Blommaart et al. 1997). Fir L. donovani infizierte
Dendritische Zellen und L. amazonensis infizierte murine Makrophagen ist Wortmannin
als Inhibitor der PI-3 Kinase in den jeweiligen Zielzellen beschrieben (Pinheiro et al. 20009,
Neves et al. 2010).

Aus den durchgefiihrten Experimenten konnte abgeleitet werden, dass die Prainkubation
von Makrophagen mit Wortmannin zu einer signifikanten Reduktion im Auftreten von
LC3B positiver Leishmanienkompartimente fuhrte. Das bedeutet, dass Wortmannin als
Inhibitor der PI-3 Kinase und damit der Leishmanien-induzierten Autophagie in

Makrophagen geeignet war, um den Einfluss von Autophagie auf das Uberleben der infi-
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zierenden Promastigoten zu untersuchen. Es konnte demzufolge in Ubereinstimmung mit
bestehender Literatur ein Autophagie-inhibierender Effekt von Wortmannin in humanen
Makrophagen nachgewiesen werden (Blommaart et al. 1997, Pinheiro et al. 2009, Neves et
al. 2010).

Auf dieser Erkenntnis aufbauend, wurde die Bedeutung der bei Infektion mit apoptotischen
Promastigoten in Makrophagen induzierten Autophagie untersucht.

In der Regel spielt Autophagie eine wichtige Rolle bei der Elimination intrazellularer Pa-
thogene wie z.B. Mycobacterium tuberculosis oder Streptokokkus pyogenes (Armstrong u.
D’Arcy Hart 1971, Gutierrez et al. 2004, Kirkegaard et al. 2004, Nakagawa et al. 2004,
Yoshimori 2006, Deretic et al. 2009). Andere Pathogene wie Listeria monocytogenes oder
Shigella flexneri entkommen der Autophagie wahrend eine dritte Gruppe, zu der u.a. To-
xoplasma gondii und Trypanosoma brucei zahlen, auf Autophagie in der Wirtszelle ange-
wiesen ist um zu replizieren (Ogawa et al. 2005, Ogawa 2006, Birmingham et al. 2007,
Birmingham et al. 2008). Auch Leishmania gehort zu dieser dritten Gruppe (Pinheiro et al.
2009, Neves et al. 2010).

Aus den erhobenen Daten ging hervor, dass der Anteil Leishmanien-infizierter Makropha-
gen bei Wortmannin-prdinkubierten Makrophagen im Zeitraum von 24 bis 72 Stunden
nach Infektionsbeginn signifikant geringer war als bei nicht Wortmannin-vorbehandelten
infizierten Makrophagen. Daraus wurde abgeleitet, dass die Prainkubation von Makropha-
gen mit Wortmannin Einfluss auf die Infektion und das Uberleben von promastigoten
Leishmanien in Makrophagen hatte. Zuvor konnte gezeigt werden, dass der Anteil LC3B
positiver Leishmanienkompartimente nach Prdinkubation der Makrophagen mit Wortman-
nin signifikant geringer war.

Wenn man beide Ergebnisse verknlpft, kann man daraus folgern, dass durch die Inhibition
des autophagischen Pathways mit Wortmannin die Infektionsrate verringert war. Das deckt
sich mit den Ergebnissen von Pinheiro et al., die besagen, dass mit promastigoten L. ama-
zonensis infizierte murine Makrophagen auf Autophagieinduktion mit erhéhten Infektions-
raten reagieren. Nach Prdinkubation der Makrophagen mit Wortmannin fiel die Infektions-
rate wie in den von mir durchgefiihrten Experimenten geringer aus (Pinheiro et al. 2009).
Fur mit L. donovani infizierte Dendritische Zellen ist &hnliches beschrieben: Auch hier
fuhrt die Prainkubation der Dendritischen Zellen mit Wortmannin zu erniedrigten Infekti-
onsraten (Neves et al. 2010).

Van Zandbergen et al. haben gezeigt, dass fur die erfolgreiche Etablierung einer Infektion

mit promastigoten L. major apoptotische Promastigoten notwendig sind (van Zandbergen
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et al. 2006). In den durchgefiihrten Experimenten konnte ich zeigen, dass nur eben diese
apoptotischen Promastigoten in Autophagosomen zu liegen kommen und dass nur in Ge-
genwart von Autophagie das Uberleben der infizierenden Population maglich ist.

Nimmt man die erhobenen Daten und die bestehende Literatur zusammen, bedeutet dies,
dass promastigote Leishmanien bei der Infektion von Makrophagen auf Autophagie ange-
wiesen sind um zu Uberleben. Da es in Hungersituationen zum vermehrten Auftreten von
Autophagie kommt, wirde dies zu hoheren Infektionsraten und schwereren Infektionsver-

laufen fuhren.
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5 Zusammenfassung

Bei Leishmania major (L. major) handelt es sich um obligat intrazelluldre Parasiten deren
Virulenz abhangig ist von der Présenz apoptotischer Promastigoten im infizierenden Ino-
kulum. Humane Makrophagen konnen sowohl Promastigoten als auch Amastigoten im
Rahmen einer Infektion aufnehmen. Apoptotische Promastigoten fuhren auf Grund des auf
ihrer Oberflache exprimierten Phosphatidylserins zu einer antiinflammatorischen Immun-
antwort in Form einer erhohten Transforming Growth Factor-f (TGF-f) Produktion. Dies
ermdglicht das intrazellulare Uberleben und die Replikation der infizierenden vitalen Pro-
mastigoten.

Fir L. amazonensis und L. donovani ist dariber hinaus ein Zusammenhang zwischen der in
der Wirtszelle ablaufenden Autophagie und der Infektionsrate beschrieben.

Es wurde deshalb die Hypothese aufgestellt, dass ein Zusammenhang zwischen Autopha-
gie und dem altruistischen Verhalten apoptotischer Parasiten besteht, vitalen Promastigoten
dabei zu helfen, in Makrophagen zu uberleben.

Den Fokus auf die, die Infektion triggernden, apoptotischen Promastigoten gerichtet, konn-
te gezeigt werden, dass diese in ein Kompartiment eintraten, das positiv ist fiir den au-
tophagischen Marker LC3B (Leichte Kette 3, Isoform B, des Mikrotubuli assoziierten Pro-
teins 1). Es wurde entdeckt, dass das Auftreten LC3B positiver Kompartimente mit dem
Anteil apoptotischer Promastigoten im infizierenden Inokulum korreliert. Analysen der
Kinetik der beobachteten Autophagie ergaben, dass LC3B positive Kompartimente nach
15 Minuten sichtbar waren, im Zeitraum von 1 Stunde bis 3 Stunden nach Infektionsbeginn
die maximale Auspragung erreichten und nach 24 Stunden nahezu vollstdndig verschwun-
den waren. Dass der autophagische Pathway vollstandig bis zur Fusion des Autophago-
soms mit Lysosomen durchlaufen wird, konnte anhand des auf Lysosomen vorkommenden
Lysosomalen Membranproteins 2 (LAMP2) gezeigt werden.

Vitale Promastigoten hingegen waren wie Amastigoten nicht in der Lage, LC3B positive
Kompartimente zu induzieren.

Die medikamentdse Induktion von Apoptose fiihrte nicht zu verstarktem Auftreten LC3B
positiver Kompartimente. Das und die Tatsache, dass die Maskierung des auf apoptoti-
schen Promastigoten vorkommenden Phosphatidylserins keinen Effekt auf die Induktion
von Autophagie hatte, zeigten, dass Autophagie Phosphatidylserin-unabhangig induziert
wird. Auch Lipophosphoglykan (LPG), Hauptvirulenzfaktor promastigoter L. major, er-

wies sich nicht als Induktor der Autophagie.
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AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass nach Blockade von Autophagie mit Wortman-
nin deutlich weniger LC3B detektiert werden konnte und dass das intrazellulare Uberleben
der Parasiten deutlich beeintrachtigt war.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Arbeit sich der Rolle der im Rahmen einer
Leishmanieninfektion in der Wirtszelle ablaufenden Autophagie widmet. Es konnte gezeigt
werden, dass es nur in Gegenwart apoptotischer Promastigoten zur Induktion von Au-
tophagie kommt. Weiterhin ergaben sich Hinweise darauf, dass ohne die bei der Infektion
ablaufende Autophagie Promastigoten intrazellulér schlecht Gberleben. Das heildt, dass
Autophagie eine wichtige Rolle beim intrazelluldren Uberleben promastigoter Leishmanien
bei der Infektion von Makrophagen spielt.
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