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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Leishmanien sind humanpathogene, parasitische Protozoa und Ausloser verschiedener
Krankheitsformen, die kollektiv Leishmaniosen genannt werden. Leishmaniosen sind
Armuts-assoziierte Erkrankungen und zahlen zu den wichtigsten vernachlassigten
tropischen Infektionskrankheiten. Der schwerste Krankheitsverlauf, viszerale
Leishmaniose, fuhrt unbehandelt zum Tod der Patienten. Die zur Verfligung stehenden
Medikamente zeigen starke Nebenwirkungen, wie Teratogenitat und Toxizitat. Ein weiteres
groRes Problem bei der Behandlung von Leishmaniosen stellt die wachsende Anzahl
therapie-resistenter Leishmaniosen dar. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse von
Leishmania donovani im Bezug auf deren Fahigkeit, Resistenzen gegen neue,
experimentelle Wirkstoffe zu entwickeln, die im Rahmen des NMTrypl (New Medicines for
Trypanosomatidic Infections) Projektes hergestellt wurden. Die zur Analyse verwendeten
Leitstrukturen gehodren zu verschiedenen Wirkstoffklassen. Bei NMT-A001 und NMT-A002
handelt es sich um Miltefosin-Derivate, NMT-C0074 ist ein Pteridin-Reduktase-Inhibitor
und NMT-HOO80 gehort zur Klasse der Flavonoide. Die erhaltenen resistenten
Promastigoten stellen ein gutes Werkzeug dar, um das Potential zur Resistenzbildung
schon fruh in der Entwicklung neuer Wirkstoffe zu ergrinden. Daher erfolgte hier sowohl
eine Selektion auf dominante Resistenzmarker, als auch eine Selektion auf spontane
Resistenzen in Leishmania-Promastigoten.

Bei der Sequenz-Analyse durch Next-Generation-Sequencing (NGS) wurden in spontan
Miltefosin-resistenten Parasiten Punktmutationen im Miltefosin-Transporter beobachtet.
Analog dazu zeigten spontan NMT-C0074-resistente Parasiten Punktmutationen in
verschiedenen Pteridin- und Biopterin/Folat-Transportern. Fur die Identifizierung
dominanter Resistenzmarker wurde nach der funktionellen Komplementatiton eine Analyse
der selektierten Cosmide mit NGS durchgefihrt. Die unter NMT-C0074 selektierten
Cosmide deuten darauf hin, dass die Parasiten mit einer Bypass-Reaktion den
Selektionsdruck umgehen. Die resistenten Promastigoten waren nicht kreuzresistent
gegen andere Wirkstoffklassen. Fir NMT-HO080 konnte nur eine eingeschrankte
Resistenzentwicklung beobachtet werden, was fur eine mogliche therapeutische
Anwendungen vielversprechend ist. Es wurden Auswirkungen der Resistenz auf die
Infektiositat der Parasiten beobachtet, wobei nur die dominant NMT-C0074-resistenten
Parasiten ein gesteigertes Uberleben/Proliferation und eine Resistenz als intrazellulare

Amastigote zeigten. Diese Beobachtung schrankt die Anwendungsmaglichkeit von NMT-
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Zusammenfassung
C0074 ein. Die hier identifizierten Gene geben Hinweise auf mdgliche Wirkmechanismen

und molekulare Ziele der hier erstmal getesteten Leitstrukturen.



Abstract

Abstract

Leishmania spp. are human-pathogenic, protozoan parasites and the causative agents of
the various forms of Leishmaniasis in humans. Leishmaniasis is a neglected, poverty-
related tropical disease. The most severe form is the visceral leishmaniasis, which has a
lethal outcome if left untreated. Available drugs against leishmaniasis show severe side
effects such as teratogenicity and toxicity. Moreover, rising numbers of therapy resistant
cases contribute to the problems.

The aim of this thesis was the risk assessment of Leishmania donovani (L.don) to become
resistant to anti-parasitc compounds generated by the members of the NMTrypl (New
Medicines for Trypanosomatidic Infections) consortium, as well as the identification of
possible resistance mechanisms. The compounds, which were used for the selection
pressure on L.don, were from different substance classes: NMT-A001 and NMT-A002 are
miltefosine derivatives, NMT-C0074 is a pteridin reductase inhibitor and NMT-H0080 is a
flavonoid.

Selection for resistant promastigotes is a useful tool to assess the resistance potential of
the parasites against a compound of interest in an early phase of compounds testing. The
selection for dominant resistance markers was performed using L.don promastigotes
bearing random cosmids from a genomic DNA library whereas the selection for
spontaneous resistance was performed using wildtype L.don promastigotes. Whole
genome sequencing analysis of the spontaneous miltefosine-resistant promastigotes
revealed single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the miltefosine transporter gene.
Treatment of L.don promastigotes with NMT-C0074 selected for parasites with SNPs in the
pteridin and biopterin/folate transporter genes. To identify dominant resistant markers,
parasites selected for functional complementation were subjected to cosmid isolation,
which were subsequently sequenced using Next Generation Sequencing. Results from the
NMT-CO0074-resistant parasites indicate a bypass mechanism, which allows the parasites
to deal with the drug pressure. Cross-resistance of NMT-C0074-resistant parasites to
parasites selected with other compound classes was not observed. Selection with NMT-
HOO080 led only to limited resistance which makes this compound promising in terms of
therapeutical use.

The parasites’ infectivity was affected by the resistance phenotype. However, only NMT-
CO0074-resistant parasites harboring cosmids showed an increased infectivity, intracellular

survival and resistance as intracellular parasites. This result diminishes the therapeutical
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usability of NMT-C0074. With these first tests of the new compounds, | could identify

potential resistance markers that may be used in clinical testing.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Leishmaniosen

Leishmaniosen sind parasitare Infektionserkrankungen, die durch Erreger der Gattung
Leishmania (L.) hervorgerufen werden. Leishmanien wurden 1903 zuerst von W.B.
Leishman und C. Donovan unabhangig voneinander beschrieben (Fulton und Joyner,
1949). Es sind Uber 30 Leishmania Spezies bekannt, die in die Untergattungen
Leishmania Leishmania und Leishmania Viannia eingeteilt werden.

Es handelt sich bei Leishmanien um protozoische Parasiten, die zur Ordnung
Kinetoplastidae gehoren. Kennzeichen der Kinetoplastidae ist der Kinetoplast, ein

Organell, das die mitochondriale DNA der Parasiten enthalt (Ceccarelli, et al., 2017).

Leishmaniosen sind in 98 Landern auf 5 Kontinenten endemisch. 2012 wurden bei
geschatzten 200.000 bis 390.000 Fallen von viszeraler Leishmaniose (VL) Uber 20.000
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Abb.1 Biphasischer Lebenszyklus der Leishmanien. Bei der Blutmahlzeit einer infizierten Sandmiicke
werden promastigote Leishmanien auf den Wirt Gbertragen. Im Blut werden sie von Makrophagen
aufgenommen, wo sich die Leishmanien im Phagolysosom der Makrophagen zu Amastigoten umwandeln.
Durch die Vermehrung der Amastigoten wird die Wirtszelle zerstort und die Amastigoten werden
freigesetzt. Es konnen neue Makrophagen infiziert werden. Werden bei einer Blutmahlzeit einer
Sandmiicke Amastigote mit dem Blut aufgenommen, wandeln sich die Leishmanien im Darm der
Sandmicke wieder in prozyklische Promastigote um. Somit ist der Lebenszyklus der Leishmanien
geschlossen und kann von neuem beginnen (modifiziert nach Kaye und Scott, 2011)
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Todesfallen gezahlt. Fur die kutane Leishmaniose (CL) wurden zwischen 700.000 und 1,2
Millionen Falle geschatzt (Alvar, et al., 2012). Insgesamt leben 350 Millionen Menschen in
Regionen in denen die Gefahr einer Leishmania-Infektion besteht.

Leishmaniosen gehdren zu den wichtigsten vernachlassigten tropischen Infektions-
krankheiten. Leishmaniosen sind auflerdem Armuts-assoziierteErkrankungen. In den
endemischen Gebieten tragen Faktoren wie primitive Behausungen ohne Muckenschutz,
Mangelernahrung, Ko-Infektionen sowie erschwerter Zugang zu Diagnose und
Behandlung von Leishmaniosen zu der hohen Anzahl erkrankter Personen bei (Alvar, et
al., 2006).

Die Ubertragung von Leishmanien erfolgt durch weibliche Sandmiicken der Gattungen
Phlebotomus und Lutzomyia. In der alten Welt (Europa, Asien, Afrika) werden
Leishmanien durch Phlebotomus uUbertragen; in der neuen Welt (Amerika) durch
Lutzomyia. Die Ubertragung der Leishmanien auf den Saugetierwirt erfolgt wahrend der
Blutmahlzeit einer infizierten Sandmicke. Die Ubertragene Leishmania-Spezies richtet sich
dabei nach der Spezies der Ubertragenden Sandmucken. Leishmaniosen kdnnen sowohl
zoonotisch (Tiere als Reservoir, Tier-zu-Mensch) oder anthroponotisch (Mensch-zu-

Mensch) tbertragen werden (Sacks, 2001)
1.2. Der Lebenszyklus der Leishmanien

Der Lebenszyklus von Leishmanien ist biphasisch (Abb.1). Als Promastigote leben
Leishmanien im Darm der Sandmucke. Promastigote besitzen ein Flagellum und haben
einen langen, schmalen Zellkérper. Wahrend der Blutmahlzeit einer infizierten Sandmucke
werden die Parasiten in den Saugetierwirt Ubertragen, wo sie meist zuerst von
neutrophilen Granulozyten phagozytiert werden, die spater von Makrophagen
aufgenommen werden (Laskay, et al., 2003, Peters, et al., 2008, van Zandbergen, et al.,
2004). Die Umwandlung der Leishmanien von der promastigoten in die amastigote Form
erfolgt in der parasitophoren Vakuole (PV) innerhalb der Makrophagen. Diese
Stadienumwandlung wird wesentlich durch die Anderung des Milieus (< pH 5,5) und der
Umgebungstemperatur (32-42°C) ausgeldst. Amastigote Leishmanien haben einen
rundlichen Zellkorper, sind kleiner als die promastigote Form und besitzt nur ein
rudimentares Flagellum. Durch die Vermehrung der Amastigoten kommt es durch bislang
unbekannte Mechanismen zur Zerstorung der Wirtszelle und zur Freisetzung der

Amastigoten. Amastigote und infizierte Monozyten kdénnen bei einer Blutmahlzeit von
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Sandmicken aufgenommen werden. Freigesetzte Amastigote wandeln sich im
Muackendarm zur Promastigote um und kénnen sich mit Hilfe des Oberflachenmolekils
Lipophosphoglykan (LPG) an das Darmepithel der Sandmicken anheftet. Nach
exponentiellem Wachstum wandeln sich die prozyklischen Promastigoten in infektiose,
metazyklische Promastigote um und koénnen bei der nachsten Blutmahlzeit mit dem
Speichel der Sandmucke auf einen Saugerwirt Ubertragen werden. Der Lebenszyklus der

Parasiten ist damit geschlossen und kann erneut beginnen (Dostalova und Volf, 2012).

Zwar kann der Lebenszyklus des Parasiten im Labor durch die Anderungen der
Temperatur und eine Veranderung des pH-Wertes des Mediums nachgestellt werden.
Dabei erfolgt die Umwandlung von der Promastigoten zu einer axenischen Amastigoten-
ahnlichen Form. Die in vitro Stadienumwandlung bietet eine gute Maoglichkeit fur
zellbiologische und biochemischen Untersuchungen, jedoch sind axenische und echte,
intrazellulare Amastigote nicht gleichzusetzen und bspw. fir Wirkstoffuntersuchungen

ungeeignet.
1. 3. Krankheitsbild der Leishmaniosen

Es gibt drei verschiedene Auspragungen der Leishmaniose, kutane, mukokutane und
viszerale Lesihamniose. Das Krankheitsbild variiert je nach infizierender Leishmania-
Spezies.

Die kutane | eishmani tan leishmaniasi L) wird durch eine Vielzahl von
Leishmania-Arten der Alten und Neuen Welt verursacht. Die CL wird in der alten Welt von
L. major, L. aethiopica oder L. tropica ausgelost; in der neuen Welt von L. braziliensis und
Leishmanien des L. mexicana-Komplexes. Im Jahr 2012 wurden 1,2 Millionen Falle von
CL gezahlt, was die CL zur haufigsten Erkrankungsform macht. Zwei Drittel der Falle
treten in Afghanistan, Algerien, Brasilien, Kolumbien, Iran und Syrien auf. Es werden aber
auch Falle aus dem Mittelmeerraum berichtet. Bei der kutanen Leishmaniose kommt es zu
geschlossenen oder ulzerierenden Hautlasionen, die nach mehreren Monaten zumeist
spontan abheilen, dabei aber Narben zurlick lassen. Eine ausgeheilte CL bringt der
betroffenen Person einen lebenslange Immunitat gegenuber der Leishmania-Spezies, die
die CL ausgel6st hat. Bedingt durch die Erregerpersistenz im Narbengewebe sind diese
Personen aber als potentielle Reservoir der Krankheit anzusehen (Murray, et al., 2005).
Die GroRe der Lasionen kann zwischen 1-10 cm variieren. Die Lasionen treten meist an

Handen, FulRen oder im Gesicht der Patienten auf, da diese Stellen unbedeckt und somit
7
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fur Sandmicken leicht zuganglich sind. Bei ca. 1/3 der Falle werden Ruckfalle beobachtet

(Torres-Guerrero, et al., 2017).

Die mukokutane Leishmaniose (mucocutaneous leishmaniasis, MCL) ist eine sekundare

Symptomatik, die nach einer CL, verursacht durch die Spezies L. braziliensis, L.
guyanensis, und L. panamensis, auftreten kann. Der grof3te Teil der Infektionen tritt dabei
in Bolivien, Brasilien und Peru auf. Die MCL kann Jahre nach der primaren CL auftreten.
Es kommt zu Infektionen des Nasen-Rachen-Raumes, wobei die Schleimhaut zerstort
wird. Entstellende Zerstérungen von Nase und Lippen kénnen die Folgen sein. Die
Erkrankung kann durch Sekundar-Infektionen tédlich sein und erfordert zwingend eine

Behandlung.

Die viszerale Leishmaniose (visceral leishmaniasis, VL), auch kala-azar genannt, ist der

schwerste Krankheitsverlauf. Sie wird durch die Parasiten L. donovani und L. infantum,
verursacht. Zu den Symptomen der viszeralen Leishmaniose zahlen Fieber, Mudigkeit,
Anorexie, Gewichtsverlust und starke VergrélRerung von Milz und Leber (Hepato/
Splenomegalie). Unbehandelt fuhrt diese Form der Krankheit in den meisten Fallen zum
Tod der Patienten. In einigen Fallen der VL kommt es nach Ausheilen zur Entwicklung
einer post-kala-azar-dermalen-Leishmaniose (PKDL). Dabei treten Hautausschlage im
Bereich des Mundes auf, die sich auf andere Korperteile ausbreiten. Dieser
Krankheitsverlauf tritt nur bei Infektionen auf, die durch L. donovani ausgeldst wurden. Die
PKDL kann Monate oder Jahre nach der VL auftreten. Die Behandlung der PKDL dauert
zwischen 2-4 Monaten. Die Patienten stellen in dieser Zeit ein Reservoir der Parasiten dar.
(Zijlstra, et al., 2003).

Ko-Infektionen mit Leishmania und HIV sind beschrieben, wobei beide Erreger
synergetisch wirken. Eine bestehende Leishmania-Infektion geht mit einer verstarkten
Replikation des HI-Viruses einher und eine vorangegangene anti-virale Therapie
ermdglicht auch ein besseres Ansprechen auf die anti-Leishmania Therapie (Berhe, et al.,

1999). VL ist eine haufige, opportunistische Komplikation bei HIV-positiven Patienten.

1.4. Therapie von Leishmaniosen

Es gibt zur Zeit keine wirksamen Impfungen oder prophylaktischen Wirkstoffe gegen

Leishmaniosen.
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Seit Uber 70 Jahren werden pentavalente Antimon(Sb)-Verbindungen wie Natrium-
Stibogluconat (Pentostam®) oder Meglumin-Antimoniat (Glucantime®) zur Behandlung
von Leishmaniosen verwendet. Wirksamer Bestandteil dieser Medikamente ist
funfwertiges Antimon (SbV), das zu dreiwertigem Antimon (Sb'') umgewandelt werden
muss, um leishmanizid zu wirken (Frezard, et al., 2001). SbV hat keine Wirkung auf
Promastigote, da diese SbV nicht zu Sb!!' reduzieren kdnnen (Ephros, et al., 1997). Wie die
Umwandlung von SbY zu Sb!ll in Amastigoten und Makrophagen verlauft, ist bislang nicht
genau geklart. Es sind jedoch gewisse Zielstrukturen fur Sb!ll im Parasiten beschrieben.
Sbll' interagiert mit dem Thiolmetabolismus der Parasiten. Sb!ll bildet Komplexe mit
Trypanothion und Glutathion und es kommt zur verstarkten Sekretion dieser Komplexe aus
den Parasiten. Ein weiterer Mechanismus ist die Inhibierung der Trypanothion-Reduktase,
wodurch es zur Akkumulation der Disulfidform von Trypanothion in den Parasiten kommt,
was das Redoxpotential der Parasiten stort. (Wyllie, et al., 2004).
Sb!" wird auf Grund seiner toxischen Nebenwirkungen nicht direkt verabreicht. Auch die
Therapie mit SbV-Verbindungen fuhrt zu starken Nebenwirkungen, wie z.B. Fieber,
Ubelkeit, Gelenk-/ Muskelschmerzen und Kardio-/Nephrotoxizitat. Das grofite Problem bei
der Behandlung mit Antimon-Verbindungen ist jedoch das Auftreten Therapie-resistenter
Falle, vor allem im Staat Bihar (Indien). Zwischen 1980 und 1997 wurde ein Anstieg der
Therapie-resistenten Falle auf bis zu 65% beschrieben. Hier missen alternative Wirkstoffe

zur Behandlung eingesetzt werden (Sundar, 2001).

Miltefosin wurde urspriinglich flr die Therapie von Mammakarzinomen getestet.
Miltefosin ist ein Alkylphosphocholine, das anti-parasitare Wirksamkeit zeigt (Croft, et al.,
1987). Im Maus-Modell konnte die Wirksamkeit von Miltefosin gegen viszerale
Leishmaniose gezeigt werden (Kuhlencord, et al., 1992). Miltefosin wurde als erstes orales
Medikament erfolgreich in der Behandlung von Leishmaniosen eingesetzt (Sundar, et al.,
1999). Ein wichtiger Vorteil bei der Behandlung mit Miltefosin ist, dass fur die Behandlung
kein stationarer Krankenhausaufenthalt nétig ist. Es wird eine Behandlungsdauer von 28
Tagen empfohlen, wobei beobachtet wurde, dass Miltefosin im Korper ein lange
Halbwertszeit aufweist. Auch bei der Behandlung mit Miltefosin sind Nebenwirkungen
beschrieben, wie z.B. gastrointestinale Beschwerden. Ein besonders grol3es Problem stellt
die Teratogenitat von Miltefosin dar. Miltefosin darf daher bei Frauen im gebarfahigen Alter
nur bei gleichzeitiger Empfangnisverhitung eingesetzt werden, was den Nutzen von
Miltefosin stark einschrankt (Sundar, et al., 2002).
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Amphotericin B ist ein Antimykotikum und dient hauptsachlich zur Therapie von
systemischen Pilzinfektionen. Es wird aber auch erfolgreich zur Therapie von
Leishmaniosen eigesetzt. Auch hier werden Nebenwirkungen beobachtet, wie z.B. Fieber,
Schuttelfrost, Thrombophlebitis sowie Myokarditis und Nephrotoxizitdt. Die Behandlung
erfordert einen stationaren Aufenthalt im Krankenhaus und dauert in der Regel 15-20 Tage
(Sundar und Chakravarty, 2010). Durch die Entwicklung einer liposomalen Form konnten
die Nebenwirkungen deutlich reduziert werden (Davidson, et al., 1996). Allerdings
verursacht die Behandlung mit liposomalem Amphotericin B deutlich hohere
Therapiekosten. Amphotericin B ist auch gegen promastigote Leishmanien wirksam, wo es
mit Ergosterol in der Plasmamembran interagiert und somit die Permeabilitat der Membran
stort, was zum Zelltod fuhrt (Roberts, et al., 2003, Saha, et al., 1986).

Paromomycin ist ein Aminoglykosid-Antibiotikum, das aus dem Bakterium Streptomyces
rimosu isoliert wurde. Seit 2006 wird Paramomycin zur Behandlung von viszeraler
Leishmaniose eingesetzt. In promastigoten Leishmanien wirkt Paramomycin auf die RNA
Synthese und die Membran-Permeabilitdt (Maarouf, et al., 1997). Die Verabreichung
erfolgt durch intramuskulare Injektionen fur eine Dauer von 21 Tagen. Die Therapiekosten

bei der Behandlung mit Paramomycin ist geringer als fir andere Medikamente.

1.5. Das Genom der Leishmanien

Das Genom der Leishmanien ist ~32 Mb grof3 und kodiert fur ca 8200 Gene (lvens, et al.,
2005, Peacock, et al., 2007). Leishmania-Spezies der Alten Welt (L. donovani, L. infantum,
L. major, L.tropica, L. aethiopica) besitzen ein Genom aus 36 Chromosomen, die zwischen
0,35 -3 Mb grol} sind (Wincker, et al., 1996). Fur Leishmania-Spezies der Neuen Welt wie
L. mexicana wurde ein Genom mit 35 Chromosomen und fur L. braziliensis ein Genom
mit 34 Chromosomen beschrieben (Britto, et al., 1998). Nur wenige Gene sind spezifisch
fur bestimmte Leishmania-Spezies; die hohe Heterogenitat der Genome ist auf veranderte
Anzahlen verschiedener Genkopien zuruckzufuhren. Es wurden ebenfalls variable
Chromosomenzahlen (Aneuploidie) beobachtet (Rogers, et al., 2011). Diese genomische
Variabilitat der einzelnen Parasiten innerhalb einer Population wird auch als Mosaik-
Aneuploidie bezeichnet (lourov, et al., 2008). Sterkers et al. zeigten, dass Aneuploidie alle
Chromosomen einer Leishmania-Population betrifft. Jedes Chromosom der analysierten L.

major Population wurde in mindestens zwei Ploidiegraden (haploid, diploid oder triploid)
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nachgewiesen (Sterkers, et al., 2011). Diese genetische Besonderheit sorgt dafir, dass
sich die Parasiten schnell an veranderte Lebensbedingungen anpassen koénnen
(Mannaert, et al., 2012). So konnten veranderte Genkopienanzahlen ebenso wie
Aneuploidie auch beim Auftreten von Resistenzen beobachtet werden (Laffitte, et al.,
2016).

1.6. Resistenzmechanismen

Der Entstehung von Therapie-resistenten Leishmanien liegen verschiedene
biochemischen und molekularen Mechanismen zu Grunde. Es handelt sich in den meisten
Fallen um ein multifaktorielles Ereignis. Dabei muss unterschieden werden, ob die
beobachteten Resistenzmechanismen in in vitro erzeugten resistenten Parasiten auftreten,
oder ob die Parasiten aus Therapie-resistenten Patientenisolaten gewonnen wurden. Ein
Uberblick Gber die am meisten beobachteten Resistenzmechanismen soll im Folgenden

gegeben werden.

Resistenzmechanismen von in vitro erzeugten Antimon-resistenten Leishmanien
- Die intrazellulare Akkumulation von Antimon (Sb'") in Leishmanien ist fur die anti-

parasitische Wirkung notwendig. Antimon-resistente Leishmanien zeigen jedoch oft
einen erhdhten Export von toxischen Stoffen aus der Zelle, um eine Akkumulation von
Antimon zu verhindern (Dey, et al.,, 1994). Antimon wird in der Zelle von den beiden
bedeutendsten zellularen antioxidantiven Thiolen,Glutathion oder Trypanothion, in einem
Komplex gebunden und dann Uber Transporter aus der Zelle transportiert. MRPA ist ein
solcher Transporter, der zur Familie der ABC-Transporter gehdrt. Die erhdhte Expression
von MRPA fuhrt zur Antimon-Resistenz der Parasiten (El Fadili, et al., 2005). Ein weiterer

ABC-Transporter zum Export von Antimon aus der Zelle ist PRP1 (Coelho, et al., 2003).

- Auch eine verminderte Aufnahme von Antimon fuhrt zur Resistenz (Callahan, et al.,
1994). Antimon (Sb!') wird von Leishmanien Uber ein Aquaglyceroporin (AQP1)
aufgenommen (Gourbal, et al., 2004) und eine verringerte AQP1-mRNA Menge konnte
fur verschiedene auf Antimon-Resistenz selektierte Leishmania-Spezies gezeigt werden
(Marquis, et al., 2005). In Antimon-resistenten Leishmanien fehlte z.T. der telomere
Bereich des Chromosom 31, der unter anderem auch das AQP1-Gen tragt (Mukherjee,
et al., 2013).

11



Einleitung

- Die Selektion Antimon-resistenter Leishmanien zeigte, dass dem Hitzeschock-Protein 70
(HSP70) eine Funktion bei der Resistenz zukommt. Vermutlich spielt HSP70 eine Rolle
bei der frihen Stress-Antwort der Parasiten auf die Behandlung mit Antimon, bis sich

spezifischere Resistenzmechanismen ausbilden (Brochu, et al., 2004).

Resistenzmechanismen von Antimon-resistenten Leishmanien aus

Patientenisolaten

Neben den zahlreichen in vitro erzeugte Antimon-resistente Leishmanien werden immer
haufiger Infektionen mit Antimon-resistente Leishmanien beobachtet (Sundar, 2001). Die
Analyse der Parasiten, die aus Patienten isoliert wurden, die nicht auf eine Antimon
Therapie ansprechen ist von besonderer Bedeutung, da somit deutlich wird, welche
Resistenzmechanismen sich im Feld durchsetzen kdnnen. Der Vergleich der aus
Patienten isolierten Antimon-resistenten Parasiten mit in vitro erzeugten resistente

Parasiten zeigte viele bereits bekannte Resistenzmechanismen.

- Wie auch bei den in vitro erzeugten Antimon-resistenten Leishmanien wurde bei der
Analyse von Parasiten aus Patientenisolaten eine verminderte Expression des AQP1-
Gens gezeigt, was eine verminderte Aufnahme von Antimon zur Folge haben durfte

(Decuypere, et al., 2005).

- Ebenso konnte eine verstarkte Aktivitat von Efflux-Pumpen in Antimon-resistenten
Parasiten aus Feldisolaten gezeigt werden. Der erhdhte Export von Antimon aus der
Zelle verhindert die Akkumulation von Antimon (Mandal, et al., 2009).

= Die verringerte Expression der MAPK1 (mitogen activated protein kinase 1) konnte in L.
donovani aus Patientenisolaten gezeigt werden (Ashutosh, et al., 2012). Einen Hinweis
auf den Resistenzmechanismus geben hier in vitro erzeugte Genaustauschmutanten.
Bei einer verminderten Expression von MAPK1 wurde eine erhohte Aktivitat der Efflux-

Pumpen gezeigt (Garg und Goyal, 2015).

- Die intrazellularen Thiol-Mengen waren in Parasiten aus Antimon-resistenten
Patientenisolaten erhoht, was ebenso eine hohere Toleranz gegenuber Antimon
vermittelt (Mittal, et al., 2007).

= Es wurde gleichfalls eine Uberexpression von MRPA beobachtet, wodurch verstarkt
Sb/Thiol-Konjugate aus den Zellen transportiert werden und eine Akkumulation von

Antimon in den Parasiten verhindert werden kann (Singh, et al., 2014).
12
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= FUr Antimon-resistente L. donovani aus Patientenisolaten konnte gezeigt werden, dass
eine erhdhte Menge des HSP83 (Hitzeschock-Protein 83) vorlag. Durch
aufrechterhalten des Membranpotenzials verhindert HSP83 hier den programmierten
Zelltod. Ein weiteres Protein steht mit der Antimon-Resistenz in Zusammenhang: So
konnte gezeigt werden, dass geringere Mengen des small kinetoplast calpain-related
protein (SKCRP14.1) vorhanden waren. SKCRP14.1 fordert den durch Antimon-
bedingten Zelltod. Interessanterweise waren Parasiten mit einer Uberexpression von
SKCRP14.1 ebenfalls toleranter gegen Miltefosin (Vergnes, et al., 2007).

In vitro erzeugte Miltefosin-Resistenzen

Da Miltefosin urspringlich fir die Behandlung von Mammakarzinomen getestet wurde,
sind in der Literatur die Auswirkungen auf humane Krebs-Zelllinien ebenso beschrieben,
wie die Entstehung von Miltefosin-resistenten Krebs-Zelllinien. Es konnten durch die
konstante Kultivierung der Zellen mit schrittweise ansteigenden Konzentrationen von

Miltefosin resistente Zelllinien erzeugt werden.

Auswirkungen der Miltefosin Behandlung auf humanen Krebs-Zellen

- Viele Wirkstoffe wirken durch DNA-Schadigungen hemmend auf die schnelle
Proliferation der Krebs-Zellen. Bei Miltefosin wird die Wirkung durch die lipid-ahnlichen
Molekulstruktur erreicht. Hauptsachlich bewirkt Miltefosin in humanen Krebszellen die
Inhibierung der Phosphatidylcholin-Synthese, die Inhibierung des Proliferations-
fordernden MAP-Kinase/ERK Signalweges, ebenso wie die Inhibierung des Akt-
Signalweges und Aktivierung des Stress-induzierten Apoptose Signalwegs (JNK-

Signalweg) (van Blitterswijk und Verheij, 2008) (Jimenez-Lopez, et al., 2010).

Miltefosin-Resistenz in humanen Krebs-Zelllinien

- In vitro erzeugte Miltefosin-resistente humane Krebs-Zelllinien zeigen eine verringerte
Aufnahme (Berkovic, et al., 1996) und einen schnelleren Abbau von Miltefosin (Fleer, et
al., 1996).

13
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= Miltefosin wird in Miltefosin-sensitiven Zellen nicht abgebaut, da es mit Lipid-

abhangigen Signalkaskaden wie PI3K-Akt und Raf-Erk1/2 interagiert, die das Uberleben
der Zellen vermitteln (van Blitterswijk und Verheij, 2013).

- Wenn dennoch intrazellular erhéhte Mengen von nicht-umgesetztem Miltefosin in
resistenten Zellen nachzuweisen waren, wurden keine nachteiligen Effekte fur diese

Zellen beobachtet. Die resistenten Zellen tolerierten hdhere Mengen an intrazellularem
Miltefosin (Berkovic et al., 1996, Fleer et al., 1996).

- Ebenso konnte eine erhohte Expression des multidrug resistance Gens 1 (MDR1) in
Miltefosin-resistente humanen Krebs-Zellen gezeigt werden. Das Genprodukt des
MDR1 ist ein P-Glykoprotein, das zu den ABC-Transportern gehort. Durch die
Uberexpression dieses Transporters kann es zur Resistenz kommen, da der
Transporter fur den ATP-abhangigen Transport von Stoffen aus der Zelle verantwortlich
ist. Es konnte die Bindung von Miltefosin an die Transmembran-Domane des P-

Glykoproteins gezeigt werden (Rybczynska, et al., 2001).

= Zusammen mit der erhéhten Expression von MDR1 wurde in Miltefosin-resistente Zellen
eine Uberexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 beobachtet. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass auch Bcl-2 eine Funktion bei der Resistenz gegen
Miltefosin zukommt (Fu, et al., 1999).

= Die Synthese von Phosphatidylcholin ist in Miltefosin-resistenten Zelllinien vermindert.
Phosphatidylcholine sind wichtige Bestandteile der Plasmamembran und veranderte
Mengen wirken sich negativ auf den Erhalt der Membranfluiditat aus (Berkovic, et al.,
2002).

Auswirkungen der Miltefosin Behandlung auf Leishmanien

- Miltefosin induziert in Leishmanien Apoptose (Khademvatan, et al., 2011). Bei der
Behandlung mit Miltefosin werden Apoptose-Anzeichen wie DNA-Kondensationen und
DNA-Fragmentierungen beobachtet (Verma und Dey, 2004). Durch den Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials kommt es zur Freisetzung von ROS (reactive

oxygen species), die ebenfalls Apoptose induzieren kénnen (Paris, et al., 2004).
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- Die Zusammensetzung der Plasmamembran wird durch Miltefosin beeinflusst. Es

kommt zu einer Phospholipid-Asymmetrie (Weingartner, et al., 2010).

- Phosphatidylcholine sind Hauptbestandteil von Leishmania-Membranen, wobei die
Phosphatidylcholine-Synthese auf den Import von Cholinen angewiesen ist. Miltefosin
blockiert die Aufnahme von Cholinen tUber den Cholin-Transport in die Leishmanien und

hemmt somit die Proliferation der Parasiten (Zufferey und Mamoun, 2002).

Miltefosin-Resistenz in Leishmanien

Resistenzmechanismen, die in humanen Krebszellen beobachtet wurden, konnten zum

Teil auch fir in vitro selektierte Miltefosin-resistente Leishmanien gezeigt werden.

= Auch in Leishmanien konnte ein Mitwirken der MDR-Proteine in der Miltefosin-Resistenz
gezeigt werden. Die verstarkte Expression des P-Glykoproteins-ahnlichen Transporters
(LtrMDRA1) in multidrug resistant L. tropica fUhrte zur Resistenz gegen Miltefosin.
Ebenso fuhrt die verringerte Expression des Transporters zur Sensitivitat gegen
Miltefosin (Perez-Victoria, et al., 2001). Die Uberexpression von LirMDR1 fiihrt zum
verstarkten Transport von Miltefosin aus der Zelle heraus und verhindert somit die

Akkumulation von Miltefosin in den Leishmanien (Perez-Victoria, et al., 2006b).

- Veranderte Lipid-Zusammensetzungen der Plasmamembran konnten fur Miltefosin-
resistente L.donovani Promastigote gezeigt werden. Resistente Parasiten hatten eine
verminderte Anzahl an ungesattigten Fettsauren in der Plasmamembran, was zu einer
geringeren Membran-Fluiditat fuhrt. Diese verringerte Membran-Fluiditat fihrt dazu, dass
Miltefosin schlechter mit der externen Phospholipidschicht der Membran interagieren

kann und nicht mehr Gber die Membran transportiert wird (Rakotomanga, et al., 2005).

- Ein verminderter Import durch mutierte und defekte Transporter (LdMT) verhindert den
Transport von Miltefosin in die Parasiten, was eine verminderte Akkumulation von
Miltefosin bedingt (Papadopoulou und Ouellette, 1993) (Perez-Victoria, et al., 2003a).
FUr mehr Details siehe Abschnitt (1.7) zum Miltefosin-Transporter (LdMT).

Resistenzmechanismen von Miltefosin-resistenten Leishmanien aus

Patientenisolaten
Es werden oftmals Misserfolge bei der Miltefosin-Behandlung von Leishmaniosen

berichtet, jedoch sind viele dieser Falle auf eine nicht korrekte Anwendung des Wirkstoffes
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zurlckzufihren und nicht durch eine Infektion mit Miltefosin-resistenten Leishmanien
bedingt. Miltefosin kann oral eingenommen werden und erfordert daher keinen
Krankenhaus-Aufenthalt, wodurch aber auch eine Kontrolle der korrekten und
durchgehenden Einnahme von Miltefosin fehlt. Durch falsche Einnahme bedingte
suboptimale Konzentrationen von Miltefosin im Patienten kdnnen die Entstehung

resistenter Parasiten fordern (Sundar und Murray, 2005).

- Zu den Resistenzmechanismen, der aus Patientenisolaten gewonnenen Leishmanien
zahlen ebenfalls SNPs (single nucleotide polymorphisms) im LdMT und somit ein

verminderter Import von Miltefosin (Cojean, et al., 2012, Srivastava, et al., 2017).

- Eine verminderte Akkumulation von Miltefosin in Leishmanien, die aus Patientenisolaten
gewonnenen wurden konnte ebenso gezeigt werden wie eine verminderte Induktion von

ROS (reactive oxygen species) (Deep, et al., 2017).

1.7. Miltefosin-Transporter

Eine besondere Rolle bei der Miltefosin-Resistenz von L. donovani kommt dem Miltefosin
Transporter (LAMT) zu. Der Transporter gehort zur Klasse der P4.Typ ATPasen. Diese
Phospholipid-Pumpen sorgen durch einen einseitigen Transport flr eine asymmetrische
Lipidverteilung in zellularen Membranen (Panatala, et al., 2015).

In Leishmanien ist der genaue Transportmechanismus von Miltefosin Uber die Membran
noch nicht abschlielend geklart. Es wird vermutet, dass der Transport Uber die
Plasmamembran durch die Flippase-Aktivitat des Transporters erreicht wird. Aus anderen
Organismen ist bekannt, dass P4.Typ ATPasen in den zentralen Transmembrandoménen
Aminosauren mit hydrophoben Seitenketten besitzen, was vermutlich dem Transport von
amphipathischen Phospholipiden dient (Tang, et al., 1996). Die Transmembrandomane M4
spielt eine zentrale Rolle bei dem Transport von Phospholipiden, da vermutlich durch die
Konformationsanderung der ATPase ein Pumpeneffekt entsteht und somit die Lipide
befordert werden (Panatala et al., 2015).

In Leishmanien ist der LAMT an der Plasmamembran lokalisiert und fur den einwarts-
gerichteten Transport von Phospholipiden und auch Phospholipid-Analoga wie Miltefosin
Uber die Membran verantwortlich (Perez-Victoria, et al., 2003a). Fur den Transport von
Miltefosin wird auRerdem die beta-Untereinheit LdRos3 zur Bildung eines funktionellen

Komplexes bendtig. Sowohl das Fehlen des LAMT als auch von LAROS3 sorgen flr einen
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Miltefosin-resistenten Phanotyp der Parasiten und flhren zu einer zytosolischen
Lokalisation von LAMT und LdRos3 (Perez-Victoria, et al., 2006a).
FUr andere Leishmania-Spezies konnten Unterschiede in der Sensitivitat gegen Miltefosin
beobachtet werden (Yardley, et al., 2005). L. braziliensis zeigte naturlicherweise eine
verringerte Sensitivitdt gegenuber Miltefosin, was auf eine verringerte Expression der
beta-Untereinheit LbRos3 und eine daraus resultierende verminderte Akkumulation von

Miltefosin in den Parasiten zurlick zu fihren war (Sanchez-Canete, et al., 2009).

Miltefosin hat im Korper der Patienten eine lange Halbwertszeit von 150-200 h, so dass
auch nach Ende der Miltefosin-Behandlung mel3bare Konzentrationen des Wirkstoffes
vorhanden sind. Der langsame Abbau von Miltefosin kdnnte die Entstehung von
Resistenzen begunstigen (Bryceson, 2001). Durch den Kontakt der Parasiten mit einer
nicht-letalen Dosis des Wirkstoffes, z.B. bei einer wiederholten Infektion kdnnte es zur
Anpassung kommen. Der Vorgang ahnelt der in vitro Selektion, wo die Parasiten ebenfalls
mit nicht-letalen Dosen des Wirkstoffes behandelt werden um eine resistente Leishmania-
Population zu selektieren.

Verschiedene Punktmutationen im LdMT-Gen konnten sowohl flr in vitro selektierte
Miltefosin-resistente Leishmanien gezeigt werden, als auch in Parasiten die aus nicht auf
die Miltefosin-Behandlung ansprechenden Patientenisolaten gewonnen wurden (Cojean et
al., 2012, Perez-Victoria et al., 2003a, Srivastava et al., 2017). Mutationen im LdMT flhren
zu einem Miltefosin-resistenten Phanotyp und zu einer verringerten Akkumulation von
Miltefosin im Zellinneren. Durch Einbringen einer funktionellen, episomalen Genkopie des
Transporters, konnte die Sensitivitat gegenuber Miltefosin wieder hergestellt werden. Die
Uberexpression des LAMT kann auch in nicht-Miltefosin sensitiven Spezies wie L.
tarentolae zu deutlich gesteigerten Aufnahme von Miltefosin fuhren (Perez-Victoria et al.,
2003a) (Perez-Victoria, et al., 2003b). Es konnten lebensfahige LdMT-Nullmutanten
erzeugt werden, was darauf schlieRen lasst, dass LAMT kein essentielles Gen ist (Perez-
Victoria et al., 2006a). Die Infektiositat der LdMT-Nullmutanten war in in vitro
Infektionsexperimenten nicht beeintrachtigt (Weingartner et al., 2010).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Zur Behandlung von Leishmaniosen gibt es nur eine geringe Anzahl an Medikamenten,
deren Verwendung durch massive Nebenwirkungen eingegrenzt wird. Die gleichzeitig
wachsende Anzahl der Therapie-resistenten Leishmaniosen verdeutlicht die Notwendigkeit
der Entwicklung neuer anti-Leishmania Wirkstoffe. Daher sollte schon frih bei der
Entwicklung neuer Wirkstoffe Tests zum Resistenz-Potential mit einbezogen werden.

Im Rahmen des NMTrypl (New Medicines for Trypanosomatidic Infections) Projektes
wurden neue Wirkstoffe hergestellt und auf ihre Wirksamkeit gepruft. Ziel der hier
vorliegenden Arbeit war die Analyse von Leishmania donovani im Bezug auf deren
Fahigkeit, Resistenzen gegen diese experimentellen Wirkstoffe zu entwickeln. Daflr
sollten resistente L. donovani Promastigote selektiert werden, wobei zwei verschiedene
Ansatze verfolgt wurden. Zum einen sollte eine Selektion auf dominante Resistenzmarker
erfolgen, woflr eine Cosmid-Genbank tragende Leishmania-Population verwendet wurde.
Zum anderen sollte die Selektion auf spontane Resistenz in einer L. donovani Wildtyp-
Population erfolgen. Wachstumsversuche sollten zeigen ob Kreuzresistenzen gegen die
anderen hier getesteten Wirkstoffe und gegen etablierte Wirkstoffe bestanden. Die
Sequenzierung der selektierten Cosmide aus den resistenten Cosmid-Genbank tragenden
Leishmania-Populationen sollte dominante Resistenzmarker identifizieren. Eine Gesamt-
Genom Sequenzierung der spontan resistenten L. donovani sollte die genetischen
Veranderungen der resistenten Parasiten zeigen. Weiterhin soll die in vitro Infektiositat der
resistenten Parasiten getestet werden und die Erhaltung der Resistenz als intrazellularen

Amastigote gepruft werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material
3.1.1. Organismen und Stamme

Leishmanien

Die in dieser Arbeit verwendeten Leishmania Stamme sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgefuhrt.

Tabelle 1: Bezeichnung, Verwendung und Eigenschaften der verwendeten Leishmania Stdmme

Identifikationsnu

Bezeichnung i — Herkunft Verwendungszweck  Resistenzen Literatur
Leishmania MHOM/SD/ Selektion von
. Sudan spontanen - -
donovani 1SR 00/1SR Resitenzen
Leishmania .
Selektion von
donovani MHOM/NP/02/ Nepal erworbenen - Vanaerschot
BPK091/0 Resistenzen et al. 2011
BPK091
Leishmania ;
Selektion von .
donovani “élgg%/(')\joplﬁ/ Nepal erworbenen SbV-resistent Vanlagr?$hot
BPK190 ¢ Resistenzen et al. 20
Versuchstiere

Fir die Isolierung primarer pluripotenter Stammzellen wurden 6-8 Wochen alte C57BL/6

Mause aus der institutsinternen (BNITM) Zucht eingesetzt.

Bakterienstdmme

Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli Stamme sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgefuhrt.

Tabelle 2: Bezeichnung, Verwendung und Hersteller der verwendeten Bakterienstdmme

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller

DHb5a, E. coli Klonieren und Vermehrung von New England Bio- labs (Beverly,
Plasmiden U.S.A.)

XL-1 Blue, E. coli Klonieren und Vermehrung von Sarstedt (Agilent Technologies),
Plasmiden Waldbronn
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3.1.2. Verwendete Gerate und Kits

Tabelle 3: Verwendete Geréate
Bezeichnung
Brutschrank (25°C)
Brutschrank New Brunswick Galaxy 170S (37°C)
CASY Cellcounter
Elektroporationskiivetten (0,1 cm)
Eppendorf Mastercycler gradient
Eppendorf Zentrifuge 5810R
Eppendorf Zentrifuge 5417R
Eppendorf Zentrifuge 5415D
Evos XL Cell Imaging System
GenePulser
MiSeq
Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Tiefe
Qubit 3.0 Fluorometer
Quickseal tubes
Rollschittler: CAT RM5
Rotorgene 6000
Sicherheitswerkbank HERAsafe
Sicherheitswerkbank MSC-Advantage
Ultrazentrifuge Optima XE-90
Vortexer MS2 Minishaker

Tabelle 4: Verwendete Kits
Bezeichnung
iProof PCR-Kit
ISOLATE Il Genomic DNA Kit
MiSeq Reagent kit v3
Nextera XT index kit
Nextera XT library kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

NucleoBond Xtra Maxi

Hersteller

WTC Binder, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Roche, Mannheim

VWR, Radnor, U.S.A.

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fischer Scientific, Waltham, U.S.A.
Bio-Rad, Miinchen

lllumina, San Diego, U.S.A.

Hecht, Sondheim

Thermo Fischer Scientific, Waltham, U.S.A.
Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A
neolab, Heidelberg

Corbett, Sydney, Australien

Heraeus, Hannover

Thermo Fischer Scientific, Waltham, U.S.A.
Beckman Coulter, Fullerton, U.S.A

IKA, Staufen

Hersteller

Bio-Rad, Miinchen

Bioline, London, UK
lllumina, San Diego, U.S.A.
lllumina, San Diego, U.S.A.
lllumina, San Diego, U.S.A.
Macherey-Nagel, Diiren

Macherey-Nagel, Diren
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3.1.3. Nahrmedien und Antibiotika

Tabelle 5: Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien

Zellen

Leishmanien

Leishmanien

Bezeichnung

M199+

Einfriermedium

Zusammensetzung

1x  M199

20% inaktiviertes (30 min. bei 56°C) FCS
2% Natriumhydrogencarbonat

20 ug/ mL Gentamycin

2 mM L-Glutamin

40 mM HEPES (pH 7,4)

10 pg/ mL Haemin

100 uM Adenin

1,2 uM 6-Biopterin

30% M199+
50% inaktiviertes (30 min. bei 56°C) FCS

Bakterien

Bakterien

Makrophagen DMEM*

LB-Medium
LB-Platten

20% DMSO
2% LB-Broth

2% LB-Broth
1,5% LB-Agar
20% DMSO

DMEM

10 % inaktiviertes (30 min. bei 56°C) FCS

5% Pferdeserum

1x Penicillin/ Streptomycin Lésung

1x GlutaMAX

10-30% Uberstand von Ladmac Zellen

Tabelle 6: Liste der verwendete Antibiotika

Bezeichnung
Ampicillin
Geniticin (G418)

Penecillin/ Streptomycin

Konzentration der Stocklésung
10 mg/ mL

50 mg/ mL

10.000 U/ mL Penecillin
10 mg/ mL Streptomycin

Tabelle 7: Verwendete Zellkulturmedien

Bezeichnung
Dulebecco’s modifiziertes Eagle
Medium (DMEM)

RPMI-1640 (entwickelt am
Roswell Park Memorial Institut)

Medium 199 mit Earle’s Salzen

Minimum Essential Medium
(MEM), serumfreies Medium

Hersteller

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, U.S.A.

SIGMA-Aldrich, Deutschland

SIGMA-Aldrich, Deutschland

SIGMA-Aldrich, Deutschland

Endkonzentration
100 pg/ mL

50 pg/ mL

10 U/ mL Penecillin
0,1 mg/ mL Streptomycin

Verwendungszweck

Ausdifferenzierung und
Kultivierung von Makrophagen

Kultivierung von Ladmac Zellen

Kultivierung von Leishmanien

Kultivierung von Ladmac Zellen

21



3.1.4. Benutzte Oligonukleotide

Material & Methoden

Tabelle 8: Bezeichnung der verwendete Oligonukleotide, die 5™-3"'Sequenz und der Verwendungszweck. Alle
Oligonukleotide werden von der Firma Sigma-Aldrich (Miinchen) bezogen.

Bezeichnung

LdMT-5"-Kpnl

LdMT-3'-Bglll

M13-24R

M13-24F

LdMT-2447rev
LdMT-804fwd
pIR-p-fwd2

pIR-p-rev

RT-Aktin F1

RT-Aktin B2
LdMT_endogen_fwd

LdMT_endogen_rev (2)

5'- 3'Sequenz

GGAGGTACCATGCCCAACCAACCGCC

GTG

GGAGAGATCTTCACAGCTTTCCACCG

TTTTG
CGGATAACAATTTCACACAGG
CCAGGGTTTTCCCAGTCACG

CCTCCCGGATCATGGACAC

GTGGGGCATGGTTGCCTAC

GGCTCTGCGTTTCACTTGC

GCGAACTGGTCGTAGAAATC

TGGCACCATACCTCTACAACGAG

CGTCATCTTCTCACGGTTCTGC

GGCATACAATCTTCACAGCTTTCCA

GGTGGTGGTCGTACTCGGCGTC

Verwendungszweck

Amplifikation des L. donovani
1SR Miltefosine-Transporters

Amplifikation des L. donovani
1SR Miltefosine-Transporters

pUC19-Sequenzierung

pUC19-Sequenzierung

Sequenzierung des pCL2N-LdAMT
und pCL3S-LdMT Konstruktes

Sequenzierung des pCL2N-LdAMT
und pCL3S-LdMT Konstruktes

Sequenzierung des pCL2N-LdMT
und pCL3S-LdMT Konstruktes

Sequenzierung des pCL2N-LdMT
und pCL3S-LdMT Konstruktes

real time RT Quantifizierung von
Aktin

real time RT Quantifizierung von
Aktin

real time RT Quantifizierung von
Aktin

real time RT Quantifizierung von
Aktin

Tabelle 9: Bezeichnung der Primer und Sonden der Tagman qPCR sowie die 5°-3"-Sequenz und der

Verwendungszweck

Bezeichnung

Mouse_ Acb-F

Mouse_ Acb-R2

Mouse__ Acb-Probe

Leish_AC-F2

Leish_AC-R

Leish_AC-Probe

5'- 3'Sequenz

CTGGAGAAGAGCTATGAG

CTTACCCAAGAAGGAAGGCTG

Cy5-CATCACTATTGGCAACGAGCGG-

BHQ3

CAGAACCGTGAGA
AGATG

ACAGCCTGAATACCAATG

FAM-CCTGGCTGGCCGGGA CCTGAC-

BHQ1

Verwendungszweck

Nachweis der gDNA von beta
Aktin der Maus

Nachweis der gDNA von beta
Aktin der Maus

Nachweis der gDNA des
Leishmania Aktins

Nachweis der gDNA des
Leishmania Aktins
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3.1.5. Benutzte Plasmide

Tabelle 12: Verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung

7,5 M Ammoniumacetat

AP Puffer

APS

Blockierldsung (Immunoblot)

Blockierungslésung
(Immunfluoreszenz)

Blotpuffer
Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbelésung

Elektroporationspuffer

2x Laemmli

Permeabilisierungslésung
Plasmidpraparations-Lésung 1
Plasmidpraparations-Lésung 2

Plasmidpraparations-Lésung 3
5% Sammelgel

1x TAE

10% Trenngel

1x PBS
Tris-EDTA Puffer (TE-Puffer)
TE-RNaseA

6x DNA-Ladepuffer
1x SDS-Laufpuffer
1x PBS

Waschpuffer (Immunoblot)

Zusammensetzung

54 g NH4-Acetat ad 100 mL H20, autoklavieren

100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2
10 % in ddH20

5 % Milchpulver in 1xTBS, 0,1 % Tween-20

2 % wiv BSAin PBS, 0,1 % Triton X-100

48 mM Tris, 39 mM Glyzin, 0,037 % SDS, 20 % Methanol
1 g/L Coomassie-Brilliant-Blau R-250, 40 % Ethanol, 10 % Essigsaure
40 % Ethanol, 10 % Essigsaure

21 mM HEPES, pH 7,5, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM NazHPOs,
6 mM Glukose

100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 100 mM DTT, 4 % SDS, 0,02 %
Bromphenolblau, 20 % Glyzerol

50 mM NH4Cl, PBS (pH 7,4), 0,1 % Triton X-100

50 mM Glukose, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0
0,2 M Natriumhydroxid, 1% SDS, pH 14

3 M Kaliumacetat, 2 M Essigsaure, pH 5,5

125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 % Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1, 40 %),
0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,1 % TEMED

1mM EDTA (pH 8.0), 40 mM Tris-Acetat

375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 % Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1,
40 %), 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,1 % TEMED

2,68 mM KCL, 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 8,1 mM Na2HPO4
10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0
10 mM Tris, 1mM EDTA (pH 8.0), 20 pg/ml RNaseA

85% Formamid, 10 mM EDTA (pH 8.0), 1 mg/ml Bromphenolblau,
1 mg/ml Xylenxya- nol

25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS

0,137 M NaCl, 10,14 mM NazHPOs, 2,68 mM KCI, 1,76 mM K2HPO4
(pPH 7,4)

1xTBS, 0,02 % Tween-20
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Tabelle 10: Verwendete Plasmide und deren Eigenschaften

Bezeichnung

pUC19

pUC19-LdMT

pCL2N

pCL2N-LdMT
pCL3S

pCL3S-LdMT

Eigenschaft

Das Plasmid hat eine Grofie von 2868 bp und tragt ein Ampicillin Resistenzgen, als
Selektionsmarker. pUC19 ist ein high copy number Plasmid mit einer hohen
Replikationsrate.

Das Plasmid wurde in dieser Arbeit hergestellt. In das Plasmid pUC19 wurde das
Miltefosin-Transportergen von L.donovani 1SR eingefugt. Das entstandene Plasmid
hat eine GréfRe von 5977 bp.

Das Plasmid ist 7647 bp grof3 und besitzt ein Ampicillin Resistenzgen, sowie ein
Neomycin Resistenzgen.

Das Plasmid ist 10953 bp grof3 und enthalt das Miltefosin-Transportergen zusatzlich
zu den Eigenschaften des pCL2N-Plasmids.

Das Plasmid ist 7362 bp grof3, mit einer Nurseothricin-Resistenz.

Das Plasmid ist 10668 bp grof3 und enthalt das Miltefosin-Transportergen zusatzlich
zu den Eigenschaften des pCL3S-Plasmids.

3.1.6. Benutzte Antikorper

Tabelle 11: Verwendete Antikorper, Verdiinnungen und Herkunft

Bezeichnung Verdlnnung Herkunft

anti-Hsp100 IgY (pk, aus Huhn)  1:1000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Hsp90 IgY (pk, aus Huhn) 1:1000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Hsp70 IgY (pk, aus Huhn) 1:2000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Cpn 60.2 1gY (pk, aus Huhn) 1:1000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Hsp23 IgY (pk, aus Huhn) 1:1000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-p23 IgY (pk, aus Huhn) 1:1000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Hsp20 IgY (pk, aus Huhn) 1:1000 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Cpn 10 1gY (pk, aus Huhn) 1:500 AG Clos, BNITM, Hamburg
anti-Huhn IgY AP-konjugiert 1:5.000 Dianova, Hamburg

3.1.7. Benutzte Puffer und Losungen

en
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3.2 Methoden

3.2.1. Zellkultur
3.2.1.1. Kultivierung von Leishmanien

Leishmanien wachsen in Labor als Suspensionszellen in flissigem Medium (M199+) bei
25°C und einem neutralen pH-Wert von 7,4. Dies entspricht den Bedingung, welche
Promastigote im Darm der weiblichen Sandmucke vorfinden. Fur optimale Wachstums-
bedingungen sollten die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase bleiben, dafir

werden die Kulturen zweimal wochentlich verdinnt. Die Zelldichte wird mittels CASY
Cellcounter & Analyzer bestimmt und auf 1x10°-1x10% Zellen/ mL zum Beginn von

Wachstumskurven (0.a.) eingestellt.

3.2.1.2. Kryokonservierung von Leishmanien

Fir die Langzeitlagerung von Leishmania-Kulturen werden diese in der Gasphase von
flussigem Stickstoff eingefroren. Daflr werden 1x108 Parasiten aus einer logarithmischen
Kultur sedimentiert, in 1 Vol M199+ Medium gemischt mit 1 Vol Einfriermedium
aufgenommen und in ein Kryordhrchen uberfuhrt. Das Einfriermedium enthalt 20%DMSO,
welches die Kristallbildung beim Einfrieren verhindert. Fir ein langsames Abkihlen
werden die Kulturen Uber Nacht bei -70°C gelagert und dann in die Kryolagerung
uberfihrt.

Far das Auftauen von Leishmanien werden die Proben etwa 1 min im 37°C Wasserbad
aufgetaut und die Zellsuspensiopn dann in eine Zellkulturflasche mit 9 mL M199+ Medium

und ggf. dem entsprechendem Antibiotikum tberfuhrt.

3.2.1.3. Stocklosungen der Leitstrukturen herstellen

Die Leitstrukturen werden in DMSO geldst, so dass eine 10 mM Ldsung entsteht. Dazu
wird das Gefal® nach DMSO Zugabe zunachst auf dem Vortexer gemischt, dann far 10 min
im Ultraschallbad behandelt und in Anschluss fir 15 min auf dem Rollenschuttler

geschuttelt. Die Lagerung der Leitstrukturen erfolgt im Kuhlschrank.
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3.2.1.4. Wachstumskurven/ Dosis-Wirkungskurven

Um Wirkstoff-Kandidaten auf ihre anti-parasitare Wirkung zu testen, wird die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICs) bestimmt. Dazu werden 1x105 Leishmanien/ mL-
eingesat und verschiedene Konzentrationen der zu testenden Leitstruktur/Substanz
dazugegeben. Die Dosis-Wirkungskurven werden in 25 cm2 Zellkulturflaschen oder in 24
well Platten durchgefihrt. Wobei in 25 cm: Zellkulturflaschen 5 mL M199* Medium
vorgelegt werden. In die Vertiefungen der 24 well Platte werden jeweils 2 mL M199-
Medium gegeben. Nach 72 h wird die Zellzahl mit Hilfe des CASY Cellcounter & Analyzer
bestimmt. Als unbehandelte Kontrolle dient eine Probe, welche nur mit DMSO behandelt
wird. Die Ergebnisse werden mit dem Programm Prism dargestellt und daraus die mittlere

inhibitorische Konzentration (ICs) ermittelt.

3.2.1.5. Selektion von spontanen Resistenzen in Leishmania

Promastigoten

FUr die Selektion von spontanen Resistenzen gegen verschiedene anti-parasitare
Leitstrukturen werden die Parasiten Uber einen langeren Zeitraum mit einer konstanten
Konzentrationen der Leitstrukturen kultiviert. Fur die Selektion von L. donovani 1SR
werden Miltefosin, NMT-A001, NMT-A002, NMT-C0074, NMT-HOO80 verwendet. Die
Leishmanien werden mit einer Zellzahl von 1x105> mL-! eingesat und zum M199* Medium
wurde die entsprechende ICs der jeweiligen Leitstruktur zugegeben. Die Zellkonzentration
werden nach 72 h mit Hilfe des CASY Cellcounter & Analyzer bestimmt und die Kultur in
frischem M199+ Medium mit ICs der Leitstruktur wieder auf eine Zellzahl von 1x10% mL-
eingestellt. Diese Vorgehensweise wird so lange wiederholt, bis das Wachstum der
Leishmanien Kulturen mit den Leitstrukturen dem Wachstum der unbehandelten Kontrolle
gleicht, oder sogar Ubersteigt. An diesem Punkt werde die Konzentration der Leitstrukturen
noch einmal auf IC;s erhdht und die Kulturen werden so lange weiter kultiviert, bis auch

hier das Wachstum mit der Kontrolle gleichauf oder sogar starker ist.
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Tabelle 12: IC50 Konzentrationen zur Selektion von
spontan resistenten L. donovani 1SR

Bezeichnung ICs
Miltefosin 35uM
NMT-A001 9 uM
NMT-A002 1,9 uM
NMT-C0074 1,8 uM
NMT-H0080 7,5 uM

Fur die Selektion auf dominante Resistenzmarker in L.donBPK091[pcos190] werden
Miltefosine, NMT-A002, NMT-C0074, NMT-HO080 und Sblll verwendet.
Tabelle 13: IC50 Konzentrationen zur Selektion von

dominante Resistenzmerkmalen in
L.donBPKO091[pcos190]

Bezeichnung ICs
Miltefosin 35uM
NMT-A002 1,9 uM
NMT-C0074 1,8 uM
NMT-H0080 7,5 uM
Antimon (Sbw) 112 yM

3.2.1.6. Isolation von Knochenmarksmakrophagen

Die Generierung von murinen Makrophagen erfolgt durch die Ausdifferenzierung der
pluripotenten Stammzellen aus dem Knochenmark von Mausen mittels der Zugabe von M-
CSF (Macrophage colony-stimulating factor). Der Faktor wird dem Medium zugeben, in
welchem die isolierten Stammzellen kultiviert werden.

Fir die Kultivierung der Makrophagen werden Femur und Tibia einer weiblichen, 6-8
Wochen alten C57BI/6-Maus isoliert. Die praparierten Knochen werden mit 70%
Isopropanol desinfiziert. Die Knochenenden werden entfernt und das Knochenmark wird
mit Hilfe einer 20 mL Spritze herausgespdlt. Zum spllen der Knochen wird vorgewarmtes
komplementiertes DMEM-Medium verwendet. Die Zellsuspension wird in einer Petrischale
aufgefangen und dann in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Nach 5 min Inkubation
auf Eis haben sich Knochensplitter am Boden abgesetzt und die Zellsuspension wird in ein
50 mL Falcon Uberfihrt. Die Zellsuspension wird bei 1250 x g, 10 min, 4°C sedimentiert

und dann in 5 mL DMEM- aufgenommen, die Zellen werden in eine T175 Zellkulturflasche
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mit 35 mL DMEM- Gberfuhrt. Die Inkubation erfolgt flr 9 Tage bei 37°C, 5% CO., wobei alle
2-3 Tage die Halfte des Mediums durch DMEM* ersetzt wird.

Nach der Ausdifferenzierung werden die Makropagen aus den Zellkulturflaschen geldst
und in die bendtigten Zellkulturplatten Gberfuhrt.

Dazu werden die ausdifferenzierten Makrophagen zwei mal mit vorgewarmten PBS
gewaschen und mit 8 mL Trypsin-EDTA Losung Uberschichtet. Nach 5-10 min bei 37°C,
5% CO.wird die Trypsinldsung durch Zugabe von 2 Vol DMEM:- inaktiviert. Die Zellen
werden mit Hilfe eines Zellschabers aus der Flasche gelost und in ein 50 mL Falcon
uberfuhrt. Nach der Sedimentation bei 1250 xg, 10 min, 4°C werden die Zellen in 3-5 mL
DMEM- aufgenommen und die Zellzahl wird bestimmt. Dazu werden 50 pL der
Zellsuspension abgenommen und mit dem gleichen Volumen Trypanblau-Ldsung versetzt,
die gefarbte Zellsuspension wird in eine Neubauer Zahlkammer (0,17 mm x 0,1 mm)
uberfuhrt und die Makrophagen-Zahl/ mL wird bestimmt. Die in vitro Infektionsexperimente
werden in 12 well Mikrotiterplatten durchgefihrt. Es werden 2 x 10s Makrophagen pro well
in 2 mL DMEM- ausgesat. Damit die Makrophagen wieder adharieren kdnnen, werden die
Platten fir weitere 48 h bei 37°C, 5% CO:. inkubiert.

3.2.1.7. Ex vivo Infektionsstudien

FiUr die ex vivo Infektionsstudie werden murine Makrophagen verwendet. Diese werden
mit Leishmanien infiziert und die relative Parasitenlast mittels Tagman gPCR bestimmt
(Bifeld, et al., 2016).

Die Kultivierung der Makrophagen erfolgt in 12 well Zellkulturplatten, mit jeweils 2 x 10s
Zellen pro well. Es wird mit einem Infektionsverhaltnis von 1:20 (Makrophage:
Leishmanien) infiziert. Dazu werden die Leishmanien am CASY Cellcounter & Analyzer
gezahlt. Die bendtigte Menge an Parasiten wird sedimentiert und in vorgewarmten DMEM-
aufgenommen. 500 pL Zellsuspension wird dann zu den Makrophagen gegeben und diese
dann fur 4 h bei 37°C, 5% CO. inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen zweimal mit
vorgewarmten PBS gewaschen und 2 mL DMEM- pro well zugegeben. Die Zeitpunkte der
gDNA Isolation variieren je nach Experimente. Soll die Infektiositat der Parasiten bestimmt
werden, wird bei einer Halfte der Proben die gDNA 30 min nach Ende der Infektion isoliert
und die zweite Halfte der Proben wird 48 h nach Beginn der Infektion bearbeitet. Die gDNA
Isolation erfolgt mit dem ISOLATE Il Genomic DNA Kit der Firma Bioline nach den

Angaben des Herstellers. Fur den Test von Leitstrukturen auf ihre anti-parasitare Wirkung
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werden die Makrophagen ebenfalls flir 4 h bei 37°C, 5% CO:.infiziert. 24 h nach der
Infektion wird frisches DMEM- zu den Makrophagen gegeben, welches die zu testenden
Leitstrukturen enthalt. Nach weiteren 48 h wird das Experiment beendet und die gDNA

isoliert.

3.2.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1. Transfektion von Leishmanien

Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. Dabei
wird zwischen transienter Transfektion und stabiler Transfektion unterschieden. Bei der
transienten Transfektion wir die eingebrachte zirkulare DNA (Plasmid-DNA) episomal
expremiert. Bei der stabilen Transfektion hingegen wird die eingebrachte DNA, durch
homologer Rekombination, in das Genom integriert.

Fiar das Einbringen von Plasmid-DNA oder linearer DNA-Fragmente in Leishmanien, wird
die Methode der Elektroporation verwendet. Bei dieser Methode wird durch Anlegen einer
elektrischen Spannung die Membran permeabilisiert, womit die DNA in die Zellen
gelangen kann.

Es werden 5x107 Leishmanien bei 4°C, 1250 x g, 10 min sedimentiert. Die Parasiten
werden zweimal mit 20 mL kaltem PBS und anschlieBend mit 20 mL kaltem
Elektroporationspuffer gewaschen. Die Leishmanien werden im 500 pL
Elektroporationspuffer aufgenommen, so dass eine Suspension mit 1x108 Zellen pro mL
entsteht. 20 ug DNA wird in die gekuhlte Elektroporationskuvetten vorgelegt, dann werden
400 pL der Zellsuspension zugegeben und elektroporiert (1,5 kV, 200 Q Kapazitat 25 uFD,
Zeitkonstante 0,9-0,5, dreimaliges Pulsen). Als Kontrolle wird ein Ansatz ohne DNA
verwendet. Nach der Elektroporation werden die Zellen fir 10 min auf Eis inkubiert und in
eine zuvor vorbereitete 25 cmz Zellkulturflasche mit 10 mL M199* Medium Uberfuhrt. Nach
24 h Inkubation bei 25°C wird das Selektionsantibiotikum zugegeben, je nach
eingebrachtem Plasmid kann das Selektionsantibiotikum variieren. Die Transfektion wird
fur 10-14 Tage bei 25°C inkubiert und ist beendet wenn die Parasiten der Probe

absterben, welche keine DNA enthalt.
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3.2.2.2. Plasmidpraparation durch alkalische Lyse

Die Isolation von Plasmid DNA erfolgte mittels alkalischer Lyse (Sambrook, 2001). Fur die
Analyse eines Konstruktes wird zunachst eine geringe Menge DNA aus einer
Bakterienkultur gewonnen. Dafur werden uber Nacht 2 mL LB-Medium mit dem bendtigten
Antibiotikum und einer transformierten Bakterienkolonie bei 37°C inkubiert. Die
Bakterienkultur wird in ein 2 mL Reaktionsgefal® tberfihrt und bei 16000 x g, 4°C, 3 min
sedimentiert. Das Pellet wird in 100 pL Lsg. 1 aufgenommen, mit 200 yL Lsg. 2 versetzt
und durch invertieren gemischt. AnschlieRend werden 150 pL der Lsg.3 zugegeben und
5 min auf Eis inkubiert. Bei der Lyse entstandene Zelltrummer werden bei 16000 x g, 4°C,
12 min sedimentiert. Der Uberstand wird in ein neues 1,5 mL Reaktionsgefal® Uberfiihrt,
1 mL EtOH zugegeben und fur 30 min bei 16000 x g, 20°C sedimentiert. Das Pellet wird
mit 500 puL 70%igem EtOH gewaschen und bei 16000 x g, 20°C, 10 min sedimentiert. Der
Uberstand wird verworfen ,das Pellet trocknen gelassen, in 40 pL TE-RNaseA
aufgenommen und flir 30 min bei 37°C inkubiert. Die DNA kann nun flr einen

enzymatischen Restriktionsverdau verwendet werden,

3.2.2.3. Isolierung reiner Plasmid-DNA aus Leishmanien

Fir die Isolierung von reiner Plasmid DNA werden Uber Nacht 200 mL Cycle-Grow LB-
Medium mit dem bendtigten Antibiotikum und einer transformierten Bakterienkolonie bei
37°C inkubiert. Die Bakterien werden bei 5000 xg, 4°C, 20 min sedimentiert und in 5 mL
Lsg.1 aufgenommen. Es werden 10 mL Lsg. 2 zugeben, invertiert und fir 10 min bei RT
auf dem Rollenschuttler inkubiert. Die Prazipitation der Proteine erfolgt durch Zugabe von
7,5 mL der SDS-haltigen Lsg.3. Nach einer 10 minutigen Inkubation auf Eis wird die Probe
sedimentiert (5000 x g, 4°C, 30 min) und der Nukleinséure haltige Uberstand (ber einen
Faltenfilter filtriert. Die Fallung erfolgt durch Zugabe von 0,7 Vol% Isopropanol, invertieren
und anschlieRender Sedimentation (3220 x g, 4°C, 30 min). Das erhaltene Pellet wird mit
10 mL 70%igem EtOH gewaschen und erneut bei 3220 x g, 4°C, fur 30 min sedimentiert.
Das Pellet wird in 4 mL TE-Puffer resuspendiert und mit 4,9 g Casiumchlorid, sowie 150 uL

Ethidiumbromid (10 mg mL'1) versetzt. Nachdem sich das Casiumchlorid vollstandig

gelést hat, wird die Losung mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein Quick-Seal-
Ultrazentrifugenrohrchen (Beckman Coulter) Uberfuhrt und luftblasenfrei verschweil3t. Es

folgt eine Ultrazentrifugation bei 70 000 rpm, 25°C fir 8 h., wobei ein CsCI-Gradient
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entsteht in dem sich gDNA-, Plasmid-DNA- und RNA-Banden voneinander unterscheiden
lassen. Die Bande der gDNA wird mit einer Spritze aus dem Quick-Seal-
Ultrazentrifugenréhrchen isoliert. Die DNA wird zweimal mit je 1 Vol.% Ammonium-Acetat
gesattigtem Isopropanol gewaschen. Bei diesem Vorgang entstehen zwei Phasen, wobei
das Ethidiumbromid sich in der organischen Phase |6st und abgenommen werden kann.
Der Lésung werden dann 2 Vol. ddH20, 0,1 Vol. 7,5 M NHg-Acetat und 2,5 Vol. 96%
Ethanol zugegeben und die DNA gefallt (3220 x g,4°C, 30 min). Das Pellet wird dann in
200-500 pL TE-Puffer aufgenommen und Uber Nacht bei 8°C resuspendiert. Die DNA
Konzentration wird mittels Photometer bestimmt und die Sequenz des Konstruktes durch

Sequenzierung Uberpruft.

3.2.2.4. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der klonierten DNA Konstrukte stellt sicher, dass es in Vergleich zu
dem Referenzgenom keine Veranderungen oder Verschiebungen in der Basenabfolge
gibt. Die Sequenzierung erfolgt nach der Sanger Methode und wird von der Firma LGC
Genomics (Berlin) durchgefuhrt. Je Konstrukt wird 1 pg Plasmid-DNA und 1,4 uM des
jeweiligen forward bzw. reverse Primers in einem Endvolumen von 14 pL gemischt. Die

Analyse der Daten erfolgt mit der Software MacVector, Version 15.1.1.

3.2.2.5. Isolierung von Cosmid-DNA aus einer Bakterienkultur

Fir die Isolation von Cosmid-DNA aus E.coli XL one blue wird das NucleoBond Xtra Maxi

Kit von Macherey-Nagel verwendet. Die isolierten Cosmide werden dann mittels Next-
Generation sequencing analysiert.

3.2.2.6. Phenol-Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist eine Methode zur Isolierung von Nukleinsauren, hier
wird die Methode verwendet um die Cosmiden aus den selektierten Leishmanien zu
isolieren.

Der Nukleinsaure-haltigen Losung wird 0,1 Vol 4,5 M NH.Acetat und 1 Vol Phenollosung
(Tris stabilisiert, pH 8,0) zugegeben und fir 5 min bei RT invertiert. Es wird 1 Vol
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Chloroform-Isoamylalkohol-Lésung (24:1) zugegeben und erneut 5 min bei RT invertiert.
Die Losung wird fur 5 min, RT, bei 3200 x g sedimentiert und die entstandene untere
(organische) Phase wird abgenommen. Es wird 1 Vol Chloroform-lsoamylalkohol-Losung
(24:1) zugegeben und nach 5 min invertieren wird die Losung sedimentiert (5min, RT,
3200 x g). Nach der Phasentrennung wird die obere Phase entfernt ohne die Interphase
zu storen, ggf. wird etwas der oberen Phase stehen gelassen. Es werden 2,5 Vol EtOH
zugeben, invertiert und 50 min, RT, 3200 x g zentrifugiert. Das EtOH wird abgenommen
und das Pellet bei RT trocknen gelassen. Das Pellet wird in 400 pL TE-Puffer
aufgenommen und Uber Nacht bei 8°C gelagert. Es werden 0,1 Vol 7,5 M NHaAcetat und
2,5 Vol EtOH zugegeben, invertiert und 30 min, RT, 3200 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wird vorsichtig abgenommen und das Pellet getrocknet, bevor es in 40 pL TE-Puffer
restspendiert wird. Die DNA kann nun fur weitere Versuche verwendet werden, hier zuerst

ein Restriktionsverdau gefolgt von der Transformation in E. coli XL one blue Zellen.

3.2.2.7. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Bei der Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren mittels Photometer wird die

Absorption einer Basenpaarung der Nukleinsauren bei 260 nm bestimmt. Dabei entspricht

eine Absorptionseinheit (OD260 =1) 50 g mL-1 dsDNA (doppel-strangige DNA) oder 40

Mg mL-1 RNA. Die Absorption von Proteinen wird bei 280 nm bestimmt. Die Reinheit der
isolierten Nukleinsauren wird durch die Bildung des 260/280-Quotient bestimmt, wobei

reine DNA einen Quotienten von 1,8 aufweist und reine RNA einen Quotienten von 2.

3.2.2.8. Cos-Seq und Next Generation Sequencing

Fir die Identifizierung von Resistenzgenen in Leishmania-Promastigoten wird neuerdings
die Cos-Seq (Cosmid-Sequencing) Methode verwendet. Die Methode der funktionellen
Komplementation mit Cosmid-Genbanken wird dabei mit darauf folgender deep
sequencing Analyse durch Next Generation Sequencing (NGS) verbunden (Choudhury, et
al., 2008, Nuhs, et al., 2014, Tejera Nevado, et al., 2016). Bei der Methode des NGS
handelt es sich um eine Weiterentwicklung der Sequenzierung, wodurch schneller groere

Datensatze analysiert werden kdnnen.
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Die Leishmania-Akzeptor Population wird mit der Cosmid-Genbank transfiziert und die
entstandenen Mischpopulation mit dem zu testenden Wirkstoff behandelt. Die selektierten
Cosmide konnen durch alkalische Lyse isoliert und flr die NGS-Analyse vorbereitet
werden. Dazu wird die DNA unspezifisch fragmentiert und mit Adapter-Sequenzen
versehen, wodurch eine DNA library entsteht. Diese markierten DNA Molekule werden
durch PCR amplifiziert. Die komplementaren Oligonukleotide der Adapter-Sequenzen sind
kovalent an einen Glasobjekttrager (FlowCell) gebunden, so dass sich die markierten DNA
Fragmente anlagern konnen. Die Fragmente werden amplifiziert (Brucken-Amplifikation),
wobei in der flow cell cluster der amplifizieten DNA Fragmenten entstehen (klonale
Amplifikation). Die Sequenzierung erfolgt dann mittels Einbaus fluoreszenzmarkierter
Nukleotide und reversibler Terminatoren. In jedem Sequenzierungs-Zyklus sind alle vier,
unterschiedlich Fluoreszenz-markierten Nukleotide vorhanden, jedoch wird nur das jeweils
komplementare Nukleotid integriert. Das dabei entstehende Fluoreszenz Signal wird
dokumentiert und die Basenabfolge wird ermittelt. Dann wird der reversibel assoziierte
Terminator entfernt, so dass ein weiterer Sequenzierungs-Zyklus beginnen kann. Die
ermittelten Basenabfolgen kdnnen dann mit dem Referenzgenom abgeglichen werden und

mogliche Sequenzabweichungen erkannte werden (Metzker, 2010, van Dijk, et al., 2014).

Vor der Herstellung der DNA library wird die DNA Konzentration der Proben mittels dem
Qubit (3.0)-System von Invitrogen ermittelt und die Proben auf eine Konzentration von
0,2 ng/pL verdunnt. Die DNA library wird dann mit dem Nextera XT library prep Kit
FC-131-1024 (lllumina) erstellt. Fur die Fragmentieren und das anbringen der Adapter-
Sequenzen wird 1 ng DNA eingesetzt. Die Aufreinigung des PCR Produktes erfolgte mit
dem Agencourt AMPure XP Kit von Beckman Coulter. Die Qualitat der DNA wird mit dem
Bioanalyzer (Agilent) Uberpruft, dazu wird das high sensitivity DNA analysis Kit (Agilent)
verwendet. Mit dieser Methode wird auch die durchschnittliche Lange der Fragmente
gemessen. Die verschiedenen DNA libraries werden auf 4 nM eingestellt und gemischt.
Die Denaturierung der DNA erfolgt durch Zugabe von 0,2 N NaOH auf eine
Endkonzentation von 20 pM. Die finale Konzentration von 10 pM wird durch die Zugabe
der Referenz library (PhyX) erreicht. Eine erneute Denaturierung der DNA mit NaOH hilft
bei dem GC reichen Genom der Leishmanien eine gute cluster Bildung zu gewahrleisten.
Dafur wird die DNA fur 2 min bei 95°C erhitzt, das Reaktionsgefald 2-4 x invertiert und fur
5 min auf Eis inkubiert. Nun kann die gesamte Probe auf die cartridge aus dem MiSeq
Reagent Kits v3 (lllumina) aufgetragen werden. Der Sequenzierungslauf erfolgt mit dem

MiSeq System von lllumina.
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3.2.2.9. Polymerase Kettenreaktion

Bei der Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) werden
bestimmte DNA Fragmente mit Hilfe spezifischer Primer amplifiziert. Die Denaturierung
der Ausgangs-DNA erfolgt durch erhitzen, im nachsten Schritt lagern sich die Primer an
die zugehdrigen spezifischen Sequenzen an. Wahrend der Elongation wird an der DNA
von Startpunkt des Primers aus, der komplementare DNA-Strang synthetisiert. Die
Synthese des neuen DNA Stranges aus einzelnen Nukleotiden erfolgt durch die
thermostabile Taq Polymerase. Dieser Vorgang wird 30 mal wiederholt. So erfolgt eine
exponentielle Vermehrung der gewunschte DNA Sequenz mit jedem Zyklus. Es erfolgt
noch eine terminale Elongationsphase, bei welcher unvollstandig synthetisierte DNA-
Strange vervollstandigt werden kdnnen. Das verwendete PCR Programm wird individuell
an die verwendeten Primer und die Ausgangs DNA angepasst. Die Temperatur des

Annealing Schrittes richtet sich dabei nach dem GC-Gehalt der Primer.

1. Initiale Denaturierung 98 °C 3 min

2. Denaturierung 98 °C 1 min 29 Wiederholungen
der Schritte 2.-4.

3. Annealing 68 °C 30 sec

4. Elongation 72°C 1 min 45 sec

5. finale Elongation 72°C 5 min

3.2.2.10. Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Methode der Gelelektrophorese werden DNA Fragmente ihrer Grolze nach auf
einem Agarosegel aufgetrennt. Grundlage dieser Methode ist die Mobilitat geladener
Teilchen in einem elektrischen Feld. Je hoher der Prozentsatz an Agarose im Gel, desto
besser lassen sich kleine DNA Fragmente auftrennen und umgekehrt. Die negativ
geladenen DNA Fragmente wandern je nach ihrer GrolRe weiter im Gel, je kirzer das
Fragment, desto weiter die Laufstrecke auf dem Gel.

Es wurde 1% w/v Agarose in TAE-Puffer durch kochen vollstandig gelést und nach
abkihlen der Lésung wurde Ethidiumbromid (0,1 pg mL™1) zugegeben. Ethidiumbromid
interkaliert in DNA, sodass diese spater auf dem Gel mit Hilfe eines UV-Transilluminators

sichtbar gemacht werden kann. Die Starke des elektrischen Feldes richtet sich nach der

Grolle des Agarosegels, 10 V/cm fur eine Dauer von 1-2 h. Das Gel wird fotographisch
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dokumentiert und bei Bedarf werden die entsprechenden Banden flir eine spatere

Weiterverwendung aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt.

3.2.2.11. Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Nach der elektrophonetischen Auftrennung der DNA Fragmente kann die DNA aus dem
Agarosegel aufgereinigt werden. Dazu wird die Bande des Fragmentes auf dem UV-
Lichttisch mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgt dann mit dem
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up der Firma Macherey-Nagel, nach dem angegebenen

Protokoll. Die isolierte und gereinigte DNA wird dann fur weitere Experimente verwendet.

3.2.2.12. Restrikionsverdau von Plasmid DNA

Restriktionsendonukleasen schneiden doppelstrangige DNA an einer spezifischen 4-8
Basenpaare langen palindromischen Sequenzen. Dabei entstehen je nach verwendetem

Enzym Uberhangende Enden (sticky ends) oder glatte Enden (blunt ends).

Das Offnen der Plasmid DNA mit Restriktionsenzymen dient entweder der Analyse des
vorliegenden Produktes oder der Vorbereitung fur die spatere Weiterverarbeitung. Um z.B.
zu prufen ob die eingebrachte Sequenz richtig integriert wurde, wird das Plasmid mit
einem ausgewahlten Restriktionsenzym geschnitten und das entstehende Bandenmuster
auf dem Agarosegel mit der zu erwartenden FragmentgroRe abgeglichen. Fir einen
analytischen Restriktionsverdau werden 1 ug DNA eingesetzt, fUr einen praparativen
Restriktionsverdau werden 10 ug DNA verwendet. Die Reaktion erfolgt fir 1 h bei 37°C.
Bei einem praparativen Restriktionsverdau wird erst nach 1 h die zweite Halfte der
gesamten Enzymmenge (60 Units) zugegeben und fir 1 h erneut inkubiert. Bei einem
analytischen Restriktionsverdau werden 2 Units des Restriktionsenzyms verwendet.

3.2.2.13. Ligation

Bei der Ligation werden zwei DNA Stande durch eine enzymatische Reaktion kovalent
miteinander verbunden. DieT4 Ligase verbindet die beiden DNA Strange durch Bildung
einer Phosphodiesterbindung unter dem Verbrauch von ATP. Die Technik wird verwendet
um z.B. ein zuvor amplifiziertes PCR Produkt in einen Vektor einzubringen. Die

Ligationsreaktion findet in einem Endvolumen von 10 pL statt. Es wird ein Verhaltnis von
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Insert:Vektor von 3:1 gewahlt. Die Reaktion erfolgt bei GUberhangenden DNA-Enden Uber
Nacht bei 4°C oder fur die Verknlpfung von glatten DNA-Enden fur 3 h bei RT. Es wird
eine Kontrolle ohne Insert bearbeitet, um zu prifen, ob der Vektor in Abwesenheit des

Insert religiert.

3.2.2.14. Quantitative Polymerase Kettenreaktion (TagMan qRT-PCR)

Bei der TagMan PCR wird die Amplifikation eines Gens (gen of interest, GOI) mittels
fluoreszenzmarkierten Sonden Uber den zeitlichen Verlauf der Reaktion aufgezeichnet und
zu einem Referenzen-Gen, hier 3-Aktin ins Verhaltnis gesetzt. Es werden fir das GOI und
Referenz-Gen sequenzspezifische Oligonukleotide (Sonden) verwendet, welche an einem
Ende einen Fluoreszenz Farbstoff tragen und am anderen Ende einem Quencher. Durch
die Wahl verschiedener Fluorochrome kénne verschiedene Sonden differenziert werden.
Auf Grund der raumliche Nahe von Flurochrom und Quencher findet keine Emission des
Floureszenssignales statt. Nach der Amplifikation des DNA Strangs kommt es jedoch zum
Abbau der Sonde durch die Exonuclease Aktivitat der Taqg-Polymerase und das
Fluoreszensignal wird freigesetzt. Somit ist die Intensitdt des Fluoreszenzsignals
proportional zur Amplifikation des GOI, sowie des Referenz-Gens. Fur die Analyse kann

nun das GOI im Verhaltnis zum Referenz-Gen ausgewertet werden.

Als GOI wurde hier das 3-Aktin Gen von Leishmanien verwendet, die Sonde ist mit dem
CY5 Farbstoff markiert. Die Anregungswellenlange von CY5 ist bei 649 nm und die
Emissionswellenlange bei 670 nm. Als Referenz-Gen dient das murine R-Aktin Gen, die
Sonde ist mit dem FAM Farbstoff markiert. Fir FAM liegt die Anregungswellenlange bei

494 nm und die Emissionswellenlange bei 518 nm.

Fir die Auswertung werden die CT-Werte (cycle threshold) aus der exponentiellen
Amplifikationsphase verglichen. Die CT-Werte des Leishmanien-Aktins werden gegen die
Maus-Aktin CT-Werte normalisiert (ACT-Methode). Als Kontrolle werden die CT-Werte der
DMSO-selektierten Parasiten zu Grunde gelegt. Die Quantifizierung der relativen
Parasitenlast erfolgt nun durch vergleichen der Differenz von Probe und Kontrolle (AACT=
ACTrrose - ACT konteote)-
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3.2.2.15. Quantitative Polymerase Kettenreaktion (SYBR Green qRT-
PCR)

Fir die Quantifizierung eines spezifischen Genproduktes wird die SYBR Green qRT-PCR
verwendet. Bei dieser Methode wird wahrend der Entstehung des PCR Produktes der
fluoreszierender Farbstoff SYBR Green in das PCR Produkt eingelagert. Der Fluoreszenz
Farbstoff SYBR Green hat Anregungswellenlange bei 494 nm und die
Emissionswellenlange bei 521 nm. Bei dieser Methode werden auch unspezifisch amplifi-
zierte DNA Molekule mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert. Somit kann bei dieser Methode
nur ein Gen quantifiziert werden, ein Nachteil gegenlber der TagMan qRT-PCR. Um auch
hier das GOI und das [3-Aktin Gen quantifizieren zu kdnnen, werden zwei separate Proben
analysiert. Spater kann dann das Referenz Gen zu dem GOl in Verhaltnis gesetzt werden.
Diese Methode wird zur Quantifizierung der RNA, wie etwa fur die Verifizierung von Gen

knock-outs, verwendet.

3.2.3. Proteinbiochemische Methoden
3.2.3.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der Methode der SDS-PAGE werden Proteine mittels eines elektrischen Feldes
anhand ihrer Grolie aufgetrennt. Die Separation erfolgt unter reduzierenden und
denaturierenden Bedingungen, um die sekundar Struktur der Proteine zu zerstéren. Die
geladenen Proteine der Proteinseitenketten werden durch die Zugabe von SDS geschutzt,
so dass auf Grund der entstandenen negativ Gesamtladung die Proteine im elektrischen
Feld zur Anode wandern. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem

diskontinuierlichen Puffersystem nach Laemmli (Laemmli, 1970).

Bei der Proben Herstellung fur die SDS-PAGE wird zunachst die Zellzahl mittels des
CASY Cellcounter & Analyzer bestimmt, die gewlnschte Anzahl Parasiten entnommen
und bei 4°C, 1250 xg, 10 min sedimentiert. Die Parasiten werden mit 10 mL 1xPBS
gewaschen und erneut sedimentiert. Das Zellsediment wird je nach gewlnschter
Konzentration in 1xPBS resuspendiert und mit 1x Volumen Laemmli-Probenpuffer
versetzt. Die Denaturierung der Probe erfolgte fur 10 min bei 95°C und wurde im

Anschluss direkt elektrophoretisch aufgetrennt.
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Dazu wurde in einem vertikalen Gel-Giel3stand zunachst ein 10 %iges Trenngel gegossen.
Dafur wurden zwischen zwei Glasplatten zwei Abstandhalter gesetzt und in den Giel3stand
eingespannt. Wahrend der Polymerisation wird das Trenngel mit Ethanol Uberschichtet,
welches jedoch vor dem GieRen des 5 %igen Sammelgels wieder entfernt wird. Das
Sammelgel wird auf das feste Trenngel gegossen und der Probenkamm sofort in das
Sammelgel eingesetzt, welches nun polymerisiert. Das Gel wird nun in eine Gelkammer
eigesetzt und vollstandig mit 10x SDS-Laufpuffer tberschichtet. Der Probenkamm wird
entfernt und die zuvor hergestellten Proben werden in die Probentaschen geladen. Des
weiteren wird ein GroRenstandard geladen flr einen spateren Groflenvergleich der
aufgetrennten Protein. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung von 15 V/cm. Es
erfolgte weiterhin eine Farbung mit Coomassie-Briliant-Blau oder der Transfer auf eine
PVDF-Membran (Western-Blot).

3.2.3.2. Coomassie-Brilliant-Blau Farbung

Das Anfarben der Proteine erfolgte mit dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau R250.
Dieser Farbstoff farbt unspezifisch alle Proteine an. Dies geschieht durch Anlagerung an
die basischen Seitenketten der Aminosauren. Das Gel wird aus der Gelkammer
entnommen, das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel wird Uber Nacht in Coomassie
Farbeldsung gefarbt. Zum Entfarben des Hintergrundes, wird das Gel fur mehrere Stunden
in Coomassie Entfarbelosung inkubiert, welche dabei mehrfach ausgewechselt wird.
Sobald Proteinbanden auf dem Gel zu erkennen sind, erfolgt die Digitalisierung des Gels
und das Gel wird zur Lagerung zwischen zwei Cellophanfolien getrocknet.

3.2.3.3. Western Blot

Fir die Analyses mittels Western Blot wurde zunachst eine SDS-PAGE durchgefihrt,
wobei die Proteine anhand ihrer Grof3e elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Dann erfolgt
durch Anlegen eines elektrischen Feldes der Transfer aus dem Gel auf eine aktivierte
PVDF Membran, wo die Proteine auf Grund von hydrophoben Wechselwirkungen an die
Membran binden. Es wurde das semi-dry Blotverfahren angewendet. Dazu wurde zuerst
ein mit Blotpuffer getranktes Whatman Filterpapier in die Kathodenplatte der Blotkammer
gelegt. Darauf wurde das SDS-Polyacrylamidgel gelegt und von der zuvor in Methanol
aktivierten Membran Uberdeckt. Den Abschluss bildete wieder ein in Blotpuffer getranktes
Whatman Filterpapier. Die Anodenplatte wurde Luftblasen frei aufgelegt und somit die

Blotkammer geschlossen. Der Transfer der Proteine erfolgte fur einen Zeitraum von einer
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Stunde mit einer Stromstiarke von 1mA/cm:. Die Membran wurde direkt flir den

immunologischen Nachweil} der Proteine verwendet.
3.2.3.4. Immunoblot

Die mittels Western Blot immobilisierten Proteine kénnen mit Hilfe von spezifischen
Antikdrpern nachgewiesen werden. Um unspezifische Bindungen zu blockieren, wurde die
Membran fur mindestens 1h in Blockierldsung inkubiert. Der primar Antikdrper wurde in
Blockierldsung verdinnt und die Membran darin fur 1 h bei RT schittelnd inkubiert. Im
folgenden wird die Membran drei mal mit Waschpuffer gewaschen und der sekundar
Antikorper, verdinnt in Blockierlésung zugegeben. Der Blot wird zweimal mit Waschpuffer
gewachsen und dann fir 10 min in AP-Puffer inkubiert. Der Sekundar Antikdrper ist mit
Alkalischer Phospatase konjugiert, so dass durch Zugabe der Substrate ein
Farbniederschlag entsteht. Der kolorimetrische Nachweis der Alkalischen Phosphatase
erfolgte durch Zugabe von 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (BCIP) als chromogenes
Substrat mit 4- Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT). Durch die Alkalische Phosphatase wird
dabei die Abspaltung des Phosphatrestes von BCIP katalysiert und die Umwandlung in
Indoxylderivat findet statt. Dieses wird durch NBT oxidiert und zum blauen
Farbniederschlag Indigo dimerisiert. Die Farbreaktion wurde durch spulen der Membran

mit ddH.0 beendet und nach trocknen der Membran wurde diese digitalisiert.

3.2.3.5. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Bei der Immunfluoreszenz-Mikroskopie werden bestimmte Zellstrukturen oder Organellen
spezifisch angefarbt. Die Methode dient zur visuellen Kontrolle der Auswirkung der
Leitstrukturen auf die Parasiten. Der Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI) wurde zur Farbung des Nukleus und des Kinetoplasten genutzt. Fur die Farbung

des Mitochondriums wird der Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Red CMXRos verwendet.

FUr die Farbung der Parasiten mit MitoTracker Red wird der Farbstoff in die
Parasitenkultur gegeben, wo der Farbstoff die Leishmanien Membran mittels passiver
Diffusion Uberwindet und in aktiven Mitochondrien akkumuliert.

1x10s/mL Parasiten werden in einer 24 well Platte fir 24 h mit ICsx der Leitstrukturen
inkubiert. Der MitoTracker Red Farbstoff wird mit einer Endkonzentration von 200 nM
direkt in das Medium der Parasiten gegen und gut gemischt. Nach 15 min werden die

Parasiten sedimentiert (4°C, 1250 xg, 10 min), in 1x PBS aufgenommen und auf einem
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Objekttrager ausgestrichen. Der Objekttrager wird im Dunkeln getrocknet und die
Parasiten im Anschluss fur 3 min in eiskaltem Methanol fixiert. Der Objekttrager wird
einmal fir 5 min mit Waschlésung gewachsen und nicht-adharente Zellen zu entfernen.
Nachfolgend werden die Objekttrager fur 15 min mit Permeabilisierungslosung behandelt.
Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wird der Objekttrager 1 h mit
Blockierldsung inkubiert. Fur die Farbung des Nukleus und des Kinetoplasten werden die
Parasiten fur 30 min mit DAPI, welches in Blockierldésung verdinnt ist, gefarbt. Im
Anschluss wird der Objekttrager drei mal fur jeweils 5 min mit Waschlésung gewaschen.
Zur Konservierung der Farbung werden die Objekttrager mit einem Tropfen Mowiol
uberschichtet und mit einem Deckglaschen versehen. Die Lagerung erfolgte im Dunkel bei
4°C. Das Mikroskopieren der Obijekttrager erfolgt mit dem EVOS FL Auto Cell Imaging
System.

3.2.4. Datenverarbeitung

Die Analyse von DNA- und Proteinsequenzen werden mit der Software MacVector 15.5.1
durchgefuhrt. Fiur die Digitalisierung von Coomassie-Brillant-Blau gefarbten Polyacrylamid-
Gelen sowie Immunblots wird ein Flachbettscanner (Epson Perfection V700 Photo)
verwendet. Alle Graphen werden mit der Software Prism 5.0a erstellt. Die Beschriftung der

Abbildungen erfolgt zum Teil mit der Software Intaglio 3.9.4.
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4. Ergebnisse

4.1. Analyse der Leitstrukturen
4.1.1. Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC.)

Um die Aktivitat der Leitstrukturen zu bestimmen, wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt.
Es wurden L.don 1SR Promastigote mit ansteigenden Konzentrationen der Leitstrukturen
inkubiert und die Zelldichte nach 72 h bestimmt. Die Zellzahlen wurden als relatives
Wachstum ([%] bezogen auf die DMSO-Kontrolle) angegeben. Anhand der gewonnenen
Daten wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (1Cs) bestimmt (Abb.2).

Fiar Miltefosin ergab sich ein ICsx von 35 uM (A). Fir NMT-A001 lag der ICs bei 9 pM
(B); fir NMT-A002 bei 1,9 uM (C); fir NMT-C0074 bei 1,8 uM (D) und fir NMT-HOO080 bei
7,5 UM (E). Im Vergleich zu Miltefosin zeigten alle Leitstrukturen eine um eine

Grollenordnung hohere Aktivitat.
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Abb.2 Bestimmung der ICs der Leitstrukturen auf L.don 1SR. Es wurden 1x10% Parasite/mL
aus einer logarithmisch wachsenden Kultur mit ansteigenden Konzentrationen der Leitstrukturen
eingesat. Nach 72 h wurde die Zelldichte erneut gemessen und daraus das relative Wachstum
([%] bezogen auf DMSO-Kontrolle) abgeleitet. Zur Bestimmung des I1Cs wurden die
Konzentrationen der Leitstrukturen logarithmisch gegen das relative Wachstum aufgetragen.

Fir eine Bewertung der Toxizitat der Leitstrukturen NMT-A001/NMT-A002 wurden die
behandelten Leishmanien einer morphologischen Analyse unterzogen. Dazu wurden
mittels Immunfluoreszenz-Farbungen der Zellkern (DAPI), Tubulin (anti-a-Tubulin) und das
Mitochondrium (MitoTracker (Red CMXros)) angefarbt. L.don 1SR Promastigote wurden

fur 24 h mit den jeweiligen ICs der Leitstrukturen behandelt. Die Farbung des
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Mitochondriums erfolgt durch Zugabe des Farbstoffes MitoTracker zu der Parasitenkultur,
wobei der Farbstoff durch die Zellmembran diffundiert und im Mitochondrium der Parasiten

akkumuliert. Danach wurden die Parasiten auf Objekttragern fixiert und mit DAPI bzw.

DAPI/anti-a-Tubulin gefarbt.

DMSO Miltefosin NMT-A001 NMT-A002
o
: ! ! ! -
[a)
=
5
e
22
<&
(]
>
(]
<<
()
L2
c 2
Y4
= O
[eBE®)]
+— O
Sz
(]
>
(]

Abb.3 Immunfluoreszenzanalyse der mit Miltefosin, NMT-A001 und NMT-A002 behandelten
L.don 1SR. L.don 1SR Promastigote wurden fir 24 h mit ICs von Miltefosin, NMT-A001 und
NMT-A002 behandelt. Fir die morphologische Analyse wurde der Zellkern (DAPI), Tubulin (anti-
a-Tubulin) und das Mitochondrium (MitoTracker (Red CMXros)) gefarbt. Die Aufnahmen wurden
am Epifluoreszenzmikroskop (EVOS) angefertigt.

Es waren durch die Behandlung mit den Leitstrukturen Miltefosin, NMT-A001 und NMT-
A002 keine morphologischen Veranderungen zu erkennen. Die mit anti-a-Tubulin

gefarbten Promastigoten zeigten die gleiche Zellkérperform wie die Parasiten der

Negativkontrolle (DMSO). In der Farbung mit MitoTracker (Red CMXros) zeigte sich, dass
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die Mitochondrien der Leishmanien nach Behandlung intakt blieben. Es gab bei ICs, daher
noch keine Hinweise auf zytotoxische Effekte vonNMT-A001 und NMT-A002.

4.1.2. Hitzeschock-Antwort auf die Behandlung mit den Leitstrukturen

Eine Erhohung der Abundanz von Hitzeschockproteinen ist eine beschriebene Reaktion
auf verschiedene Stressoren bei Leishmanien, wie auch bei fast allen anderen
Organismen. Dazu gehdéren neben Temperaturerhbhungen auch die Behandlung mit
Chemikalien/Medikamenten (Vonlaufen et al., 2008). Um Veranderungen der Abundanz
verschiedener Hitzeschockproteine zu ermitteln, wurden Western Blots durchgefuhrt. Die
Parasiten wurden fur 24 h mit den ICs, flir Miltefosin und fur die Leitstrukturen NMT-A001
und NMT-A002 inkubiert, dann wurden Gesamtzellextrakte der Parasiten hergestellt und
fur eine Westernblotanalyse verwendet. Als Positivkontrolle diente ein Lysat von
Promastigoten, die fur 24 h bei 37°C kultiviert wurden (Hitzeschock) (Abb.4).

L.don L.don L.don
L.don 1SRWT 1SRWT 1SR WT L.don
L.don 1SRWT IC50 IC50 IC50 1SRWT

1SRWT DMSO Miltefosin ~ NMT-A001 NMT-A002 24h, 37°C

—
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et o D Wl D e it ei— ——
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anti-Hsp10

Abb.4 Effekt von ICs, Miltefosin, NMT-A001und NMT-A002 auf die Proteinabundanz der
Hitzeschockproteine in L.don 1SR. Die Parasiten wurden fiir 24 h mit Miltefosin, NMT-A001
und NMT-A002 behandelt. Es wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und fir Immunoblots
verwendet.

Zur Analyse der Western Blots erfolgte eine Quantifizierung der Banden mit dem

Programm ImagedJ. Fir alle digitalisierten Western Blots wurde die Intensitat der Banden
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in einem definierten, feststehenden Bereich gemessen und der Mittelwert der

Signalintensitat in Abb.5 dargestellt.
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Abb.5 Signalintensitidten der Western Blot Banden Die digitalisierten Western Blots aus Abb 4
wurden fur eine Analyse mit ImageJ verwendet. In einem definierten Bereich wurde die Intensitat
der Banden gemessen und der Mittelwert dargestellt.

Bei der Positivkontrolle war eine Verstarkung der Bande fur Hsp100 zu sehen, die Uber
dem Signal der DMSO-behandelten Probe (Abb.4) lag. Auch bei der Quantifizierung mit
ImagedJ (Abb.5) wurde fur die Positivkontrolle ein hoheres Signal fur Hsp100 gemessen.
Bei der Behandlung mit ICs, von NMT-A001 und NMT-A002 war eine Verstarkung der
Bande fur Hsp23 zu sehen. Auch die ImageJ Analyse zeigte fur Hsp23 hohere Werte, die
im Bereich der Positivkontrolle waren. Hsp23 schitzt Leishmanien gegen verschiednen
Stressoren, wie z.B. erhdhte Temperaturen oder Proteinfaltungsstress (Hombach et al.,
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2014). Die Behandlung mit ICs der Leitstrukturen NMT-AO01 und NMT-A002 stellt far

Leishmania Promastigoten eine Form von Stress dar, worauf die Parasiten mit verstarkter
Abundanz von HSP23 reagieren.

4.1.3. Wachstumskinetik der biotinylierten Leitstrukturen NMT-A001
und NMT-A002

Fur die ldentifizierung von Interaktionspartnern der Leitstrukturen wurden die
Leitstrukturen NMT-A001 und NMT-A002 biotinyliert. Durch Streptavidin gekoppelte
Magnetpartikel konnen die Leitstrukturen wieder aus Leishmania Gesamtzellextrakten
isoliert und ihre Bindungspartner ko-prazipitiert werden.

Zuerst wurden die biotinylierten Leitstrukturen auf ihre anti-Leishmania-Aktivitat Gberpruft.
Dafir wurden Dosis-Wirkungskurven mit den biotinylierten und den unmarkierten
Leitstrukturen erstellt. L.don 1SR Promastigote wurden mit ICz, 1Cs, ICs oder ICi der
Leitstrukturen behandelt. Nach 72 h wurde die Zellzahl bestimmt und das relative

Zellwachstum bezogen auf die DMSO-Kontrolle [100%] bestimmt.
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Abb.6 Effekt der Leitstrukturen NMT-A001, NMT-A002 und deren biotinylierten Derivaten
auf das Wachstum von L.don 1SR

Es wurden 1x105 Parasiten/mL aus einer logarithmisch wachsenden Kultur ohne und mit
ansteigenden Konzentrationen der Leitstrukturen in M199+ Medium eingesat. Nach 72 h wurde

die Zellzahl bestimmt. Die Zellzahlen wurden als relatives Wachstum [%] dargestellt. n=4, ***=
p<0,001 (U-Test).

Fur die mit NMT-A0OO1 behandelten Parasiten war bei steigender Konzentration eine
Abnahme des relativen Wachstums zu erkennen (Abb.6, A). Fur die mit NMT-A0042 (NMT-
A001+Biotin) behandelten Parasiten wurde keine Hemmung des Wachstums gemessen.
Bei einer Behandlung mit 18 uM NMT-A001 zeigten die Parasiten 1,6% relatives
Wachstum. Die mit 18 pM NMT-A0042 behandelten Parasiten zeigen dagegen ein

relatives Wachstum von 96,7% und somit ein signifikant besseres Wachstum als die mit
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nicht-biotinylierten Leitstrukturen behandelten Parasiten (***= p<0,001 (U-Test)). Bei einer
Konzentration von 3,8 uM NMT-A002 war ein relatives Wachstum von 3,6% zu erkennen.
Bei der selben Konzentration des biotinylierten Derivats (NMT-A0043) lag das relative
Wachstum bei 109,4%. Bei der Behandlung mit NMT-A0043 war das Wachstum signifikant
héher (***= p<0,001 (U-Test).) als bei der Behandlung mit NMT-A002.

Die Dosis-Wirkungskurven zeigten, dass die biotinylierten Derivate keine anti-Leishmania-
Aktivitat haben, daher wurden keine weiteren Versuche zur Identifizierung der
Bindungspartner durchgefuhrt.

4.2. Erworbenen Resistenzen
4.2.1. Cosmid-Sequenzierung (Cos-Seq)

Fir die Identifizierung von Resistenzgenen oder Zielstrukturen von chemischen
Komponenten werden funktionelle Komplementationsanalysen durchgefihrt (Clos und
Choudhury, 2006). Die Kombination der Anreicherung von funktionellen Genloci auf
bestimmten Cosmiden unter Selektionsdruck in Leishmania spp. und der darauffolgenden
Sequenzierung der selektierten Genloci durch Next-Generation-Sequencing (Gazanion, et
al., 2016, Tejera Nevado et al., 2016) erlaubt eine schnelle und sensitive Identifikation von
Resistenz-relevanten Genloci. Diese Cosmid-Sequenzierungs-Methode (Cos-Seq) wurde
fur die folgenden Versuche angewandt.

Fur die funktionelle Komplementation wurde die genomische DNA (gDNA) aus
L.donBPK190, der resistent gegen Antimonv ist (Vanaerschot, et al., 2011), zur Herstellung
einer Cosmid-Genbank isoliert. Die gDNA wurde mit Restriktionsendonukleasen
geschnitten und die Fragmente nach Grofe aufgereinigt. Die Fragmente wurden in den
Expressionsvektor pcosTL (Kelly, et al., 1994) eingebracht. Diese entstandenen Cosmid-
Genbank wurde dann in Phagenpartikel eingebracht, welche genutzt wurden um E.coli zu
transfizieren. Nach der Vervielfaltigung in E.coli wurden die Cosmide mittels alkalischer
Lyse isoliert. Diese Cosmid-Genbank wurde dann in den Leishmania Akzeptor-Stamm
L.donBPKO091, der sensitiv gegenuber Antimonm ist, eingebracht. Die daraus resultierende
Parasitenpopulation L.donBPK091[pcos190] wurde mit den Leitstrukturen unter
Selektionsdruck gesetzt, sodass nur diejenigen Parasiten Uberleben, die Cosmide mit
resistenzvermittelnden Genloci tragen.

Die initiale Selektion erfolgte bei ICs der Leitstrukturen (Abb.7 (A)). Nach erfolgreicher

Selektion, gekennzeichnet durch ungehemmtes Wachstum der Parasiten unter ICs der
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Substanz (Abb.7(B)), wurde der Selektionsdruck auf IC;s erhoht (Abb.7 (C)). Jede

Selektion wurde in je zwei biologischen Replikaten durchgeflhrt.

Nach 37 Tagen der Parasitenselektion mit unterschiedlichen Substanzen unter [Cs,
wurden alle getesteten Parasiten toleranter gegenuber der jeweiligen Selektionssubstanz
und zeigten ein Wachstum ahnlich der DMSO-Kontrolle (Abb.7 (B)), sodass der
Selektionsdruck der Substanz auf IC;s erhdht wurde. Nach 93 Tagen zeigten fast alle
selektierten Leishmanien auch bei IC;s ein zur DMSO-Kontrolle vergleichbares Wachstum ,
ausser unter IC,s von NMT-H0080 (Abb.7 (C)). Dies heil3t, dass im Genom von Leishmania
donovani dominante Resistenzgene fur Miltefosin, NMT-A001, NMT-A002, NMT-C0074,
NMT-HO080 und Sbw vorliegen, die Resistenzen gegen NMT-HO080 jedoch nur begrenzt

wirksam sind.
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Abb.8 Identifikation der selektierten Genloci. Angereicherte Cosmide wurden aus den
selektierten L.don BPK091[pcos190] isoliert, in E.coli Zellen vervielfacht und fiir die Herstellung
von DNA-Bibliotheken verwendet, die auf dem MiSeq® Gerat (lllumina) sequenziert wurden. Die
Sequenzen wurden mit dem L.don-Referenzgenom abgeglichen. In den Abbildungen A bis | ist
jeweils die Position eines selektierten Genlocus auf dem zugehdrigem Chromosom gegen die
Haufigkeit der Sequenz-reads (y-Achse) aufgetragen. Dargestellt sind jeweils die Genloci, die auf
Cosmiden mit der hochsten Abundanz in der zugehdrigen Probe liegen. In der rechten Spalte
sind die Chromosomen-Abschnitte eines jeweils selektierten Genlocus in der resistenten
Leishmanien-Population gezeigt. Die linke Spalte der Abbildung zeigt die jeweils
korrespondierende Chromosomen-Regionen nach der Sequenzierung der Cosmide aus der

DMSO-selektierten Kontrolle.
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4.2.2. Next Generation Sequencing

Nach erfolgreicher Selektion der Leishmanien mit der jeweiligen Substanz unter ICss,
wurden die angereicherten Cosmide durch alkalische Lyse und Phenol-Chloroform-
Extraktion, analog zur Plasmid-Isolierung aus E. coli-Bakterien (Sambrook, J.R., Russel,
D. W 2001) aus den Parasiten isoliert. Da die Parasiten-Selektion mit NMT-HO080 unter
ICss nicht moglich war, wurden Parasiten, die gegen die ICx, von NMT-HOO80 tolerant

waren fur die Cosmid-Isolation verwendet.
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Tabelle 14: Chromosomenabschnitte der selektierten Cosmide

487348:
521519

361906:
396570

226778: 226791: 360794:
263122 263122 393221

652947:
696031

531365:
564557
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Um Fragmente genomischer Leishmania-DNA auszuschliel3en, wurden elektrokompetente
E.coli XL1-Blue Zellen mit den aus den Parasiten isolierten Cosmiden transformiert. Die
aus E.coli reisolierten Cosmide wurden fir die Herstellung einer DNA-Bibliothek zur
Sequenzierung auf dem MiSeq® Sequenziergerat von lllumina verwendet, wobei die
biologischen Replikate als unabhangige Proben behandelt wurden.
Unter Selektion mit den Leitstrukturen wurden spezifische Cosmide bevorzugt, die in der
DMSO-Kontrolle nicht vorlagen (Abb.8).
Bei der Selektion mit Miltefosin unter IC;s wurde in dem jeweiligen biologischen Replikat
jeweils ein Lokus auf unterschiedlichen Chromosomen (CHR) selektiert;:Chromosom 36 in
Probe 1 (Abb.8 A) oder Chromosom 23 in Probe 2 (Abb.8 B). Auch bei der Selektion mit
NMT-AQ002 unter IC;s wurde in der Probe 2 (Abb.8 D) ein Lokus auf dem CHR36 selektiert,
wobei die Sequenzen den gleichen Chromosomenabschnitt abdecken wie in der Probe 1
nach der Selektion mit Miltefosine. Bei der Probe Nr.1 war dagegen ein Bereich auf
CHR25 (Abb.8 C) am haufigsten durch Sequenzen abgedeckt. Durch die Selektion mit
NMT-C0074 unter IC;swurden in beiden biologischen Proben Cosmide angereichert, die
einen Bereich von Chromosom 6 (Abb.8 E+F) abdecken. Die Selektion mit NMT-HO080
fuhrte zur Anreicherung eines Cosmids, der einen Bereich von Chromosom 36 abdeckt
(Abb.8 G). Dieser Lokus Uberlappt nicht mit den Genloci, die unter der Selektion mit
Miltefosine (Abb.8 A) oder NMT-A0002 (Abb.8 D) gefunden wurden. Bei der Selektion mit
Antimon (Sb'"') unter IC;s wurde in beiden biologischen Proben zwei Cosmide angereichert,
deren Sequenzen Bereiche auf den Chromosomen 23 und 34 (Abb.8 H+l) abdeckt.
In Tabelle 14 sind alle Chromosomenabschnitte aufgelistet, die durch die Sequenzen der
angereicherten Cosmide aus der jeweiligen Probe abgedeckt wurden. Die rot unterlegten
Felder zeigen die Cosmide mit der héchsten Abundanz an. Mit abnehmender Abundanz
wurden die Felder jeweils orange, grin oder blau gekennzeichnet. Die unter dem
Ldsungsmittel selektierten Leishmanien (DMSO-Kontrolle) zeigen selektierte Loci in den
Bereichen der Chromosomen 20, 26, 28 und 31. Diese Loci sind vermutlich fur eine
héhere Fitness und generelle Wachstumsvorteile bei der in vitro-Kultivierung der
Leishmanien verantwortlich. Die Selektion mit Miltefosin oder NMT-A002 ist sehr stringent,
da nur jeweils ein Cosmid angereichert wurde in den unterschiedlichen Parasitenkulturen.
Dagegen werden bei der Selektion mit NMT-C0074 oder Antimon (Sb'') mehrere Cosmide
angereichert, die unterschiedliche Chromosomenabschnitte abdecken. Eines der hoch-
abundanten Cosmide wurde sowohl in den NMT-C0074 selektierten Parasiten gefunden
als auch in der DMSO-Kontrolle. Der Lokus auf Chromosom 31 kann daher als NMT-
C0074-Resistenzlokus ausgeschlossen werden. Das Cosmid mit der zweit -hdchsten
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Abundanz deckte jedoch einen fur die Selektion mit einem fir NMT-C0074 spezifischen
Bereich auf Chromosom 6 ab (Abb.8 (E+F)).

4.2.3. In vitro Resistenzbestimmung

Zur Bestatigung des Resistenz-Phanotyps der selektierten Leishmanien wurden Dosis-
Wirkungskurven erstellt. Dafur wurden jeweils die unter den Leitstrukturen oder DMSO
selektierten-Parasiten mit ansteigenden Konzentrationen der jeweiligen Leitstruktur
eingesat. Die getesteten Konzentrationen entsprachen den [C:|Cs1CsICi0 bis ICis, der
jeweiligen Leitstrukturen. Das Parasitenwachstum wurde nach 72 h bestimmt. Dargestellt
ist das Wachstum [%] der selektierten Parasiten in Relation zum Wachstum der DMSO-
Kontrolle (O uM der Leitstruktur) (Abb.9).

Das Wachstums der DMSO-selektierten Leishmanien wird in Abhangigkeit der
Leitstrukturkonzentration gehemmt. Bei den gegen NMT-A001 und -A002 resistenten
Leishmanien ist mit ansteigenden Konzentrationen der jeweiligen Leitstruktur keine
Wachstumshemmung zu beobachten. Auch nach der Selektion mit Sbw, sind die Parasiten
tolerant gegen diese Substanz. Nur bei der zweiten biologischen Probe ist eine leichte
Wachstumshemmung bei hoher Substanzkonzentration festzustellen. Die Differenz
zwischen der Proliferation der NMT-C0074 resistenten und den DMSO-selektierten
Leishmanien ist numerisch nicht so grofd im Vergleich zu der Differenz bei den anderen
resistenten Leishmanien. Dennoch ist die Differenz bei der hdéchsten NMT-C0074

Konzentration (IC:.s) hoch signifikant fur beide biologische Proben.
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Abb.10 Bestimmung des Kreuzresistenz-risikos gegen verschiedene Leitstrukturen durch
die Selektion bestimmter Geneloci in L.don BPK091[pcos190]. Resistente Promastigoten
wurden mit einer Zelldichte von 1x105Z/mL mit der jeweiligen IC50 von Miltefosin, NMT-A001,
NMT-A002, NMT-C0074, NMT-HO080 und Sbr behandelt. Nach 72 h wurde die Zellzahl bestimmt
und das relative Wachstum [%] bezogen auf das Wachstum der DMSO-Kontrolle berechnet. Die
Uberschrift der Diagramme zeigt an, welche resistenten Promastigoten getestet wurden. Die
Diagramme der ersten und dritten Spalte stellen jeweils die Ergebnisse flir das Wachstum der
biologischen Probe 1 dar, die Diagramme der zweiten und vierten Spalte zeigen jeweils die
Ergebnisse fir die biologische Probe 2. Die gestrichelte Linie verdeutlicht das erwartete
Parasitenwachstum unter IC50. n=4, Fehlerbalken zeige die Standardabweichung.
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Abb.9 Dosis-Wirkungskurven fiir die selektierten und nicht selektierten L.don
BPKO091[pcos190]. Je 1x105Z/mL der promastigoten Leishmanien aus den resistenten oder
DMSO-selektierten Kulturen wurden unter IC.,ICs,ICs,ICi0 und 1C:2s kultiviert. Nach 72 h wurden
die Parasiten mit Hilfe des Casy® Zahlsystems gezahlt und die Parasitenproliferation in Relation
zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle (O uM der Leitstruktur) in [%] dargestellt. Die Diagramme
der linken Spalte stellen die Ergebnisse flr die Biologische Probe 1 dar, die Diagramme der
rechten Spalte zeigen die Ergebnisse fiir die biologische Probe 2. n=4, Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. ***= p<0,001 (U-Test).
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Abb.11 In vitro Infektion von murinen Makrophagen mit resistenten L.don
BPK091[pcos190]. Murine Makrophagen wurden mit einer MOI von 1:20 mit resistenten L.don
BPK091[pcos190] infiziert. Extrazellulare Parasiten wurden nach 4h mit durch das Waschen der
infizierten Zellen mit PBS entfernt. Je nach 4,5 h (A) und nach 48 h (B) wurde die gDNA aus den
infizierten Makrophagen isoliert und die Parasitenlast mittels einer auf TagMan® Sonden
basierter real-time PCR in einem multiplex Ansatz quantifiziert. Die Auswertung erfolgte nach der
AACt-Methode. Der Mittelwert fur die DMSO-Kontrolle wurde als 100%ige Parasitenlast
bestimmt. In Relation dazu wurden die relativen Parasitenlasten der anderen Proben berechnet.
n= 4, Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung,*=p< 0,05, **= p<0,01, ***= p<0,001 (U-Test).

4.2.4. Test zur Bestimmung moglicher Kreuzresistenzen

Ob die Cosmide, die unter dem Selektionsdruck der jeweiligen Leitstruktur angereichert
wurden, Genloci tragen, welche die Parasiten auch gegen die anderen Leitstrukturen
tolerant machen und somit Kreuzresistenz vermitteln, wurde mit dem folgenden
Experiment Uberpruft. Daflir wurden die resistenten Promastigoten mit der [Cs der
jeweiligen Leitstrukturen Miltefosin, NMT-A001, NMT-A002, NMT-C0074, NMT-HO080 oder
Antimon (Sb'!') kultiviert. Antimon wurde in diesem Experiment getestet, da Antimon-
Resistenz in L. donovani weit verbreitet ist. Die Zellkonzentration wurde nach 72 h

bestimmt und das Wachstum bezogen auf die DMSO-Kontrolle in [%] dargestellt.

Bei der Kontrolle (DMSO-selektierte Promastigote) wurde eine Sensitivitdt gegen alle
getesteten Leitstrukturen beobachtet (Abb.10). Die resistenten Promastigoten zeigen in
Anwesenheit der Leitstruktur, unter der sie zuvor selektiert wurden, gleiches Wachstum
wie die DMSO-Kontrolle. Fiur die Promastigoten, die eine Resistenz gegen Miltefosin
aufweisen, ist nach der Behandlung mit den Miltefosin-Derivaten NMT-A001 und NMT-

A002 ebenfalls ein ungehemmtes Wachstum zu beobachten. Auch die gegen die
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Miltefosin-Derivate resistenten Promastigote konnten unter Miltefosin oder dem jeweils
anderen Miltefosin-Derivat ungehemmt wachsen. Die Resistenz gegen Miltefosin oder
eines der Miltefosin-Derivate vermittelt also eine Kreuzresistenz fiur jede dieser
Substanzen. Die Selektion mit NMT-C0074, NMT-HO080 oder Antimon fuhrte zu keiner
Kreuzresistenz gegen Miltefosin, die Miltefosin-Derivate oder die jeweils anderen
getesteten Leitstrukturen.
Die resistenten Promastigoten hatten keinen generellen Wachstumsvorteil bei der
Behandlung mit den anderen Leitstrukturen, da die Behandlung der Parasiten mit den
Leitstrukturen aus den anderen Wirkstoffklassen weiterhin zur Hemmung der

Parasitenproliferation fuhrte.

4.2.5. In vitro Infektiositat der resistenten Leishmanien

Da bei Leishmanien die Amastigote das pathogene Stadium ist, war es wichtig zu testen,
ob die in den Promastigoten erzeugte Resistenz Auswirkungen auf die intrazellularen
Amastigoten hat. Um die Auswirkungen der Resistenz der Promastigoten auf die in vitro
Infektiositat zu testen wurden murine, primare Knochenmarksmakrophagen mit den
Parasiten infiziert. Aus den infizierten Makrophagen wurde jeweils nach 4,5 h und 48 h die
genomische DNA (gDNA) isoliert und fur die Quantifizierung der relativen Parasitenlast
mittels einer auf TagMan® Sonden basierten real-time PCR (Bifeld et al., 2016) eingesetzt.
Um Aussagen Uber die initiale Parasitenlast geben zu kdnnen wurde die gDNA nach 4,5 h
isoliert. Nach 48 h wurde die Parasitenlast ebenfalls bestimmt um Aussagen Uber die
Proliferation bzw. das Uberleben der Leihmanien innerhalb der Makrophagen machen zu

konnen.

Abb.11(A) zeigte deutlich, dass die initiale Parasitenlast nach 4,5 h flir die Antimon
resistenten Leishmanien signifikant reduziert ist. Fur die Miltefosin resistenten Parasiten
wurde eine leicht verringerte Parasitenlast beobachtet. Fir NMT-AQ002 resistente Parasiten
wurde kein Unterschied in der initialen Parasitenlast festgestellt. Bei den NMT-C0074

resistente Parasiten ist ein leichter Anstieg der Parasitenlast zu sehen.
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Auch 48 h nach der Infektion mit den gegen NMT-C0074 resistenten Leishmanien bleibt
die Parasitenlast unverandert, wahrend sie sich bei allen anderen Infektionen deutlich
verringert. Die resistenten Leishmanien waren nicht fahig, in den Makrophagen zu
uberleben. Die Parasitenlast der NMT-C0074 selektierten Parasiten war in Makrophagen
signifikant erhdht im Vergleich zu den Parasiten aus der DMSO-Kontrolle. Dies zeigt, dass
NMT-C0074 resistente Parasiten besser in den Makrophagen uberleben und/oder
proliferieren kdnnen als die Parasiten mit den Resitenzen gegen andere Wirkstoffklassen.
Die Genloci auf den Cosmiden, die unter dem Selektionsdruck von NMT-C0074 selektiert
wurden, vermitteln nicht nur eine Resistenz gegen NMT-C0074 in der Promastigote,

sondern verbessern auch das Uberleben der intrazellularen Amastigoten.

Interessant war, ob die Resistenz der Promastigoten gegen die Leitstrukturen auch in den
Amastigoten erhalten bleibt. Um das zu untersuchen, wurden ebenfalls in vitro
Infektionsexperimente durchgefihrt. Die infizierten Makrophagen wurden in diesem
Experiment entweder mit der jeweiligen Selektionssubstanz behandelt oder unbehandelt
gelassen (Abb.12).
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Abb.12 Wirkung der Leitstrukturen auf intrazelluldre resistente L.don BPK091[pcos190].
Murine Knochenmarksmakrophagen wurden im Verhaltnis 1:20 mit den jeweils gegen eine der
Leitstrukturen resistenten L.donBPK091[pcos190] infiziert. 24 h nach der Infektion wurden die
Makrophagen jeweils mit 10 yM der entsprechenden Selektionssubstanz behandelt oder
unbehandelt gelassen. Nach weiteren 48 h wurde aus den inifizierten und behandelten sowie
unbehandelten Makrophagen die gDNA isoliert und die Parasitenlast mittels einer auf TagMan®
Sonden basierter real-time PCR in einem multiplex Ansatz quantifiziert. Die Auswertung erfolgte
nach der AACt-Methode. Der Mittelwert fur die DMSO-Kontrolle wurde als 100%ige Parasitenlast
bestimmt. In Relation dazu wurden die relativen Parasitenlasten der anderen Proben berechnet.
n=4, Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung, *=p< 0,05, ***= p<0,001 (U-Test).

Bei der Behandlung der Miltefosin-resistenten, NMT-A002-resistenten und Antimon-
resistenten Parasiten mit der jeweiligen Leitstruktur wird die Parasitenlast signifikant
reduziert. Fur die NMT-C0074 resistenten Parasiten ist keine signifikante Reduktion der
Parasitenlast zu beobachten. Die in den Promastigoten erzeugte Resistenz wird also
zumeist nicht auf die intrazellularen Amastigoten Ubertragen. Die unter Selektionsdruck
angereicherten Cosmide wirken daher primar im promastigoten Stadium und darften somit

fur die Behandlung Erkrankter keine Rolle spielen.

4.3 Spontane Resistenzen

4.3.1. Selektion von spontan resistenten Leishmania Promastigoten

Fir die Selektion von spontanen Resistenzen gegen die Leitstrukturen wurden L.don 1SR
Promastigote mit dem jeweiligen ICsx von Miltefosin, NMT-A001, NMT-A002, NMT-C0074
und NMT-HOO80 kultiviert. Es wurde fur jede Leitstruktur mit zwei biologischen Proben
gearbeitet (1) und (2). Nach 30 Tagen wurde fur fast alle Kulturen ein Wachstum
vergleichbar mit der DMSO-Kontrolle beobachtet (Abb.13 (B)). Nach 55 Tagen war auch
bei einer Selektion mit IC;s fur alle Kulturen ein ungehemmtes Wachstum zu beobachten
(Abb.13 (C)). Lediglich gegen NMT-HO080 konnten keine resistenten Promastigoten
selektiert werden. Zwar war an einigen Tagen Wachstum fur die NMT-HOO80 selektierten
Parasiten zu beobachte, jedoch blieb dies nicht nach dem nachsten Verdunnungsschritt

bestehen.
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Abb.13 Selektion von
spontan resistenten
L.don 1SR gegen die
Leitstrukturen. 1x105Z/

Selektion unter ICs Bl DMSO mL wurden in M199+ mit
Bl Miltsfosin (1) dem jeweiligen ICs von
— Bl Miltefosin (2) Miltefosin, NMT-A001,
T m iAo NMT-A002, NMT-CO074,
2 1o B2 NMT-A002 (1) NMT-HO080 eingesat.
& 100 EE NMT-A002 (2) Es glbt jeweils zZwei
A Bl NMT-C0074 (1) biologische Proben (1)
_% 504 BB NMT-C0074 (2) und (2). Die Zellzahl
T 25 Bl NMT-H0080 (1) aller Proben wurde
0 B NMT-H0080 (2) jeweils nach 72 h
St F’rage] gemessen und st hier
als relatives Wachstum
(bezogen auf die DMSO
Selektion unter IC5 : ’\DAMSO, Kontrolle in [%])
Mfltefosfnm dargestellt. Die

iltefosin (2 .
S : NMT.A001(()1) Leishmanien wurden in
£ B NMT-A001 (2) frischem Medium mit ICs,
g [ NMT-A002 (1) der jeweiligen
g Bl NMT-A002 (2) Leitstruktur wieder auf
3 : mlggg;i E;; eine Konzentration von
5 B NMT-HODB0 (1) 1x10¢/mL  verdinnt und
= BE NMT-H0080 (2) fur weitere 72 h kultiviert
(A). Dieser Vorgang
Zeit [Tage] wurde wiederholt, bis die
mit den Leitstrukturen
selektierten Parasiten
Selektion unter IC7 : II\D/ImeS;szin o das gleiche/oder
B Miltsfosin (2) starkeres Wachstum
S B NMT-A001 (1) zeigen, verglichen mit
£ B NMT-A001(2) der DMSO Kontrolle (B).
£ Hl NMT-A002 (1) Nach Selektion von
g BB NMT-A002 (2) resistenten Parasiten
$ : Emgggxg; gegen die jeweilige
g B NMT-H0080 (1) Leitstruktur wurde der
B NMT-HO0080 (2) Selektionsdruck auf 1C;s

erhoht. Der Vorgang
wurde wiederholt bis
auch hier resistente
Leishmanien-
Populationen selektiert
wurden (C).

4.3.2. In vitro Resistenzbestimmung

Zur Bestatigung des resistenten Phanotyps der selektierten Promastigoten wurden Dosis-
Wirkungskurven erstellt. Dazu wurden selektierte und nicht-selektierte Promastigote mit
[C251Cs|C5ICi00 und ICi2s der Leitstruktur fur 72 h behandelt. Das Wachstum [%] wurde im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle dargestellt (Abb.14).
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Abb.14 Dosis-Wirkungskurven fir die selektierten und nicht selektierten L.don 1SR. Je
1x10s/mL der promastigoten Leishmanien aus den resistenten oder DMSO-selektierten Kulturen
wurden unter 1C,1Cs,IC,1Ci0 und 1C15s kultiviert. Nach 72 h wurden die Parasiten mit Hilfe des
Casy® Zahlsystems gezahlt und die Parasitenproliferation in Relation zur jeweiligen
unbehandelten Kontrolle (0 uM der Leitstruktur) in [%] dargestellt. Die Diagramme der linken
Spalte stellen die Ergebnisse fir die Biologische Probe 1 dar, die Diagramme der rechten Spalte
zeigen die Ergebnisse fir die biologische Probe 2. n=4, Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. *=p< 0,05,***= p<0,001 (U-Test).

Fir die resistenten Leishmanien war keine Dosis-abhangige Wachstumsinhibierung zu
beobachten. Hingegen war bei den DMSO-selektierten Parasiten mit ansteigender
Konzentration eine deutliche Hemmung des Wachstums zu erkennen. Bei 1C. der

jeweiligen Leitstruktur war fur die DMSO-selektierten Promastigoten kein Wachstum mehr
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Abb.15 Test der Kreuzresistenzen der resistenten L.don 1SR gegen alle Leitstrukturen.
1x105/mL resistente Promastigote wurden mit der jeweiligen 1Cs von Miltefosin, NMT-A001, NMT-
A002, NMT-C0074, NMT-HO080 und Antimon (Sbw)fur 72 h behandelt. Die Zellzahl wurde
bestimmt und das Wachstum [%] bezogen auf die DMSO-Kontrolle berechnet. Die Uberschrift
der Diagramme zeigt an, welche resistenten Promastigoten getestet wurden. Die Diagramme der
ersten und dritten Spalte stellen die Ergebnisse fiir die biologische Probe 1 dar, die Diagramme
der zweiten und vierten Spalte zeigen die Ergebnisse flr die biologische Probe 2. Auf der X-
Achse sind die getesteten Substanzen genannt. Die gestrichelte Linie verdeutlicht das erwartete
Parasitenwachstum unter ICs. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. n=4,

zu beobachten. Bei dem Vergleich von DMSO-selektierten und NMT-C0074 selektierten
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Promastigoten war die numerische Differenz nicht so deutlich, wie bei den anderen
Proben. Jedoch war der Unterschied zwischen den DMSO-selektierten und NMT-C0074-
selektierten Promastigoten in beiden biologischen Proben bei einer Behandlung mit I1C.s
von NMT-C0074 hoch signifikant (Abb.14).

4.3.3. Test zur Bestimmung moglicher Kreuzresistenzen

Um zu testen, ob eine spontane Resistenz gegen eine der Leitstrukturen auch
Resistenzen gegen andere Substanzen verleiht, wurde eine Kreuzresistenzbestimmung
durchgefihrt. Dabei wurden die spontan resistenten Leishmanien mit ICs von Miltefosin,
NMT-A001, NMT-A002, NMT-C0074, NMT-HO080 und Antimon (Sb'!l) inkubiert. Antimon
wurde hier getestet, da Antimon-Resistenz in L. donovani weit verbreitet ist. Nach 72 h
wurde die Zellkonzentration ermittelt und als relatives Wachstum, bezogen auf die DMSO-
Kontrolle [%], dargestellt (Abb.15).

Bei der Kontrolle (DMSO-selektierte Promastigote) wurde eine Sensitivitdt gegen alle
getesteten Leitstrukturen beobachtet (Abb.15). Bei den Miltefosin-resistenten
Promastigoten zeigte sich auch eine Resistenz gegen die Miltefosin-Derivate und
umgekehrt. Die NMT-C0074-resistenten Promastigoten zeigten keine Kreuzresistenzen.
Jedoch war fur die NMT-C0074-resistenten in diesem Experiment nur ein schwaches
Wachstum unter NMT-C0074 zu sehen, was in Kontrast mit dem vorangegangenen
Experiment zur Bestatigung des resistenten Phanotyps steht.

Die Selektion mit den Leitstrukturen fuhrt nicht zu einer generellen Resistenz gegen

andere Wirkstoffe.
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4.3.4. In vitro Infektiositat der spontan resistenten Leishmanien

Ob die spontane Resistenz der Promastigoten auch einen Einfluss auf die Infektiositat der
Parasiten hat, wurde bei der Infektion von primaren, murinen Makrophagen gepruft. Daftr
wurden die Makrophagen mit den Promastigoten infiziert und die initiale Parasitenlast
nach 4,5 h bestimmt. Nach 48 h wurde die Parasitenlast ebenfalls bestimmt um Aussagen
Uber die Proliferation bzw. das Uberleben der Leihmanien innerhalb der Makrophagen
machen zu kdnnen. Die Quantifizierung der relativen Parasitenlast erfolgte durch eine auf
TagMan® Sonden basierten real-time PCR (Bifeld et al., 2016).
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Abb.16 In vitro Infektion von murinen Makrophagen mit resistenten L.don 1SR Murine
Makrophagen wurden mit einer MOI von 1:20 mit spontan resistenten L.don 1SR infiziert.
Extrazelluldre Parasiten wurden nach 4h durch das Waschen der infizierten Zellen mit PBS
entfernt. Jeweils nach 4,5 h (A) und nach 48 h (B) wurde die gDNA aus den infizierten
Makrophagen isoliert und die Parasitenlast mittels einer auf TagMan® Sonden basierter real-time
PCR in einem multiplex Ansatz quantifiziert. Die Auswertung erfolgte nach der AACt-Methode.
Der Mittelwert fir die DMSO-Kontrolle wurde als 100%ige Parasitenlast bestimmt. In Relation
dazu wurden die relativen Parasitenlasten der anderen Proben berechnet. n= 4, Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung, *=p< 0,05 **=p<0,01, ***= p<0,001 (U-Test).

Die initiale Parasitenlast (4,5 h) war fir die Miltefosin- (1+2) und NMT-A001- (1)
resistenten Leishmanien signifikant (***= p<0,001 (U-Test)) verringert. Fur die NMT-A001-
(2), NMT-A002- (1) und NMT-C0074- (2) resistenten Parasiten waren keine signifikanten
Veranderungen zu beobachten. Bei den NMT-A002- (2) und NMT-CO0074-resistenten

Leishmanien war eine erhdhte Parasitenlast zu messen (Abb.16 (A)).
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Nach 48 h war die Parasitenlast fur die Miltefosin- und NMT-AOO1-resistenten
Leishmanien signifikant reduziert. Fur die NMT-A002- und NMT-C0074-resistenten
Leishmanien war eine erhdhte Parasitenlast zu beobachten, wobei nur die Werte fir NMT-
C0074 (1) signifikant erhoht waren (Abb.16 (B)).
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Abb.17 Wirkung der Leitstrukturen auf intrazellulare resistente L.don 1SR. Murine
Knochenmarksmakrophagen wurden im Verhaltnis 1:20 mit den jeweils gegen eine der
Leitstrukturen resistenten L.don 1SR infiziert. 24 h nach der Infektion wurden die Makrophagen
jeweils mit 10 puM der entsprechenden Selektionssubstanz behandelt oder unbehandelt
gelassen. Nach weiteren 48 h wurde aus den inifizierten und behandelten sowie unbehandelten
Makrophagen die gDNA isoliert und die Parasitenlast mittels einer auf TagMan® Sonden
basierter real-time PCR in einem multiplex Ansatz quantifiziert. Die Auswertung erfolgte nach der
AACt-Methode. Der Mittelwert fir die DMSO-Kontrolle wurde als 100%ige Parasitenlast
bestimmt. In Relation dazu wurden die relativen Parasitenlasten der anderen Proben berechnet.
n=4, Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung, *=p< 0,05, ***= p<0,001 (U-Test).

Durch Behandlung mit 10 yM Miltefosin, NMT-A001, NMT-A002 und NMT-C0074 konnte
die relative Parasitenlast der vorselektierten Populationen signifikant reduziert werden

(Abb.17). Die in vitro erzeugte Resistenz der Promastigoten ist also in den Makrophagen
nicht mehr zu beobachten.
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4.3.5. Next Generation Sequencing

Genmutationen wie Insertionen, Deletionen oder Punktmutationen (single nucleotide
polymorphism (SNP)) kdnnen verschiedene Auswirkungen auf den jeweiligen Organismus
haben. Mutationen kdonnen die Funktion des betroffenen Gens zerstoren. Resistenzen
konnen genetische Modifikationen zu Grunde liegen. Bei der Selektion mit chemischen
Komponenten kdnnen Mutationen fur Leishmanien jedoch ein Selektionsvorteil bedeuten.
Eine wichtige Funktion bei Miltefosin-resistenten Leishmanien kommt dabei dem
Miltefosin-Transporter (Lind13.1590) zu. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene
SNPs im Miltefosin-Transportergen (LAMT) zum Funktionsverlust und somit zur in vitro
Resistenz gegen Miltefosin fuhren (Pérez-Victoria et al., 2003).

Um zu prufen, ob und welche genetischen Veranderungen in den spontan resistenten
Promastigoten auftreten, wurde die gDNA der Parasiten isoliert und flr ein Next
Generation Sequencing (NGS) verwendet. Daflr wurde aus der gDNA der spontan
resistente Leishmanien isoliert und eine DNA library hergestellt, woflr die gDNA
fragmentiert und mit Adapter-Sequenzen versehen wurden. Der Next Generation
Sequencing Lauf erfolgte mit dem MiSeq System von Illumina. Die Sequenzdaten (reads)
wurden mit dem Referenzgenom von L.don BPK (TriTrypDB) verglichen.

Bei der Sequenzanalyse wurde geprift, ob die Miltefosin- oder Miltefosin-Derivat-
resistenten L.don Anderungen in der Sequenz des LdMT zeigten. Fiir die spontan NMT-
CO0074-resistenten Parasiten wurde geprift, os es Sequenz-Abweichungen in den Pteridin-
oder Folat-Transportern gab.

In Abb.18 sind die Abweichungen in der Aminosauresequenz des Miltefosin-

Transportergens im Vergleich zu Referenz-Aminosauresequenz aufgelistet.
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Abb.18 Sequenzanalyse der Aminoséduresequenz von LAMT (Miltefosin-Transporter) der resistenten
L.don 1SR. Die gDNA der resistenten L.don 1SR wurde isoliert und fiir eine Next-Generation-Sequencing
Analyse verwendet. Als Referenz-Sequenz diente die Aminosauresequenz von L.don BPK. Von der
Referenz-Sequenz abweichende Aminosauren sind weif3 unterlegt. Die Zahlen links und rechts neben der
Sequenz zeigen die Position in der Aminosauresequenz an.

Die vergleichende Sequenzanalyse der Aminosauresequenz von LAMT zeigte fur die
Negativkontrolle (DMSO-selektierte Parasiten) keine Veranderungen zur Referenz-
Sequenz. Fur beide Miltefosin-resistenten Leishmanien-Populationen wurde in der
Aminosauresequenz an Position 830 ein Austausch von Alanin zu Glycin beobachtet.

FuUr die biologische Probe (1) der NMT-A001-resistenten Leishmanien wurde an Position
956 ein Aminosaureaustausch von Alanin zu Glutaminsdure beobachtet. Bei der Probe
NMT-A001 (2) fuhrte die Sequenzveranderung zu einem Stopcodon an Position 169, also
zum Syntheseabbruch. Bei den NMT-A002-resistenten Leishmanien war in der
biologischen Probe Nr.1 ein Stopcodon an Position 1063 zu erkennen, das zu einem C-
terminal verkirzten Protein flhrt. Bei der biologischen Probe Nr.2 war an Position 913 ein
Aminosaureaustausch von Glycin zu Asparaginsaure zu erkennen. Fur die NMT-C0074-
resistenten Parasiten waren in der LdMT-Sequenz keine Abweichungen zur Referenz-

Aminosauresequenz zu erkennen.

Bei der Sequenz-Analyse der Pteridin- und Biopterin/Folat-Transporter wurden SNPs in
verschiedenen Genen beobachtet. Die Punktmutationen in LinJ.10.0410 fuhren in beiden
unter NMT-C0074 selektierten Proben in der putativen Aminosauresequenz zu einem
Austausch von Threonin zu Alanin in Position 416. Fur die Probe NMT-C0074 (1) wurden
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in Lind.10.0400 sogar drei Mutationen beobachtet. Diese fuhren zu Veranderungen der
Aminosaure-Sequenz an Position 310 von Asparaginsaure zu Glycin, an Position 365 von
Alanin zu Methionin und an Position 367 von Threonin zu Arginin. In der Probe NMT-
C0074 (2) wurde in dem Gen LinJ.10.0380 eine Mutation beobachtet, die an Position 935

zu einem Austausch von Alanin zu Glycin und an Position 521 von Cystein zu Glycin fuhrt.

4.3.6. Herstellung von LAMT gene add back Mutanten

Um zu prufen, ob der Miltefosin-resistente Phanotyp durch die identifizierten
Aminosauresequenz-Veranderungen hervorgerufen wird, wurden die resistenten
Leishmanien mit einer funktionellen Kopie des Miltefosin-Transportergens transfiziert.
Durch die zusatzliche episomale Kopie des Gens (gene add back) sollte der Miltefosin-
sensitive Phanotyp wiederhergestellt werden.

Dazu wurde mittels PCR das Miltefosin-Transportergen aus genomischer DNA von L.don
1SR Wildtyp Parasiten amplifiziert. Das 3109 bp grof’e PCR-Produkt wurde enzymatisch
mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Bglll geschnitten. Das entstandene Produkt wurde
in den Klonierungsvektor pUC19 integriert (pUC-LdMT). Die Sequenzierung zeigte keine
Abweichungen zu der Sequenz des Referenzgenoms. Zur Vervielfaltigung des Plasmids
wurden kompetente E.coli mit pUC-LAMT transfiziert. Das Miltefosin-Transportegen wurde
mittels der Restriktionsenzyme Kpnl und Hindlll aus dem pUC-19 Vektor
herausgeschnitten und in das Expressionsplasmid pCL2N integriert (pCL2N-LdMT).
Miltefosin, NMT-A001- und NMT-A002--resistente Leishmanien wurden mit dem pCL2N-
LAMT Plasmid transfiziert, das eine G418-Selektion erlaubt.

4.3.7. Verifizierung der gene add back Mutanten auf mMRNA-Ebene

Um die episomale Expression des pCL2N-LAMT zu quantifizieren, wurde eine semi-
quantitative real time RT-PCR (SYBR Green gRT-PCR) durchgefuhrt. Daflir wurde die
RNA der gene add back Mutanten isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde
im Folgenden flr eine real time RT-PCR verwendet. Die Primer wurden so gewahlt, dass
der Ubergang vom Miltefosin-Transportergen zum Plasmid pCL2N amplifiziert wird. Es
kann somit nur zu einem PCR-Produkt kommen, wenn LAMT als Transgen transcribiert

wird.
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Abb.19 Verifizierung der gene add back Mutanten auf mMRNA Level Die RNA der resistenten
Leishmanien wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und fir eine semi-quantitative qPCR
verwendet. Die Primer wurden so gewahlt, das sie im Ubergang vom pCL2N-Vektor zum LdMT
Insert binden. n=4

Die Probe der Wildtyp Promastigoten enthielt keine LAMT-mRNA (Abb.19). Die mRNA
Level der transfizierten, resistenten Leishmanien waren deutlich erhdht (5-20 fache mRNA
Konzentration), verglichen mit dem mRNA Level der Wildtyp Leishmanien.

4.3.8. In vitro Funktionsanalyse der gene add back Mutanten

Die episomale Expression des LAMT sollte die selektierten Promastigoten wieder sensitiv
gegenuber Miltefosin und Derivaten machen. Um dies zu prifen, wurden Dosis-Wirkungs-
Kurven angefertigt. Die Promastigoten wurden ohne und mit 1C., von Miltefosin, NMT-
A001 oder NMT-A002 far 72 h inkubiert. Die Zellzahl wurde bestimmt und das Wachstum
wurde, bezogen auf die zugehorige DMSO-behandelte Kontrolle [%], dargestellt.
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Abb.20 Funktionsanalyse der LAMT gene add back Mutanten. Je 1x105/mL der resistenten
Promastigoten und die LAMT gene add back Mutanten wurden mit bzw. ohne die jeweilige
Leitstruktur eingesat. Nach 72 h wurde die Zellzahl bestimmt und bezogen auf die jeweilige mit
DMSO behandelte Kontrolle [%] dargestellt. n=4

Es wurde deutlich, dass die mit pCL2N-LdMT transfizierten Promastigoten wieder sensitiv
gegen eine Behandlung mit Miltefosin oder dem jeweiligen Miltefosin-Derivat wurden (Abb.
20). Der Miltefosin-resistente Phanotyp der Promastigoten wurde durch eine episomale
Expression des Miltefosin-Transporters wieder aufgehoben. Dies belegt, dass die

Resistenzen auf die Mutationen im LdAMT-Gen zuriickzufiihren sind.

Um zu prufen, ob die Wiederherstellung des Miltefosin-sensitiven Phanotyps der gene add
back Mutanten nur auf die Uberexpression des pCL2N-LdMT zurlickzufiihren ist, wurden
Dosis-Wirkungskurven erstellt. Hierbei wurden die resistenten Promastigoten und die gene

add back Mutanten mit IC.s, ICs, IC+s und 1C.0 der jeweiligen Leitstruktur behandelt.
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Abb.21 gene add back Mutanten mit Miltefosin Behandlung Die resistenten und die
transfizierten L.don 1SR wurden fir 72 h mit ICsx, 1Csx, ICss und IC. Miltefosin inkubiert. Die
Zellzahl wurde bestimmt und das Wachstum [%] bezogen auf die DMSO Kontrolle dargestellt.

Es wurde deutlich, dass die episomale Expression von LdMT sowohl bei den DMSO-
selektierten (Abb.21(A)) als auch bei den Miltefosin-resistenten Leishmanien (Abb.21(B))

zu einer gleichermallen erhohten Sensitivitat gegen Miltefosin fuhrte, was gegen
zusatzliche Resistenzmechanismen in den selektierten Parasiten spricht.
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Tabelle 15: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente
Miltefosin NMT-A001 NMT-A002 NMT-C0074  NMT-H0080 @ Antimon (Sb'')

Erworbene Resistenz
von
L.donBPK091[pcos190]
unter (IC7s)

\
\
\

X v

Kreuzresistenz gegen
andere Wirkstoffklassen - - x
- Y)
Cos-Se (
< Selektion /
unter (ICso)
Infektiosexperimente - - /
Resistenz der
intrazellularen - - x

Amastigote

Spontane Resistenz
von L.don 1SR unter
(IC75)

Kreuzresistenz gegen
andere Wirkstoffklassen

NGS

Infektiosexperimente

Resistenz der
intrazellularen
Amastigote

X 4N x x4 x

X 4N xX x4 %

X 44 x L8y %
x

X 4 X L

X= konnte nicht beobachtet werden

= = Experiment nicht durchgeflihrt
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5. Diskussion

5.1. Analyse der Leitstrukturen

5.1.1. Effektivitat der Leitstrukturen bei der Behandlung von L.

donovani Promastigoten

Miltefosin ist ein Alkylphosphocholin, das ursprunglich fir die Therapie von
Mammakarzinomen getestet wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass Miltefosin bei
oraler Einnahme die gleiche Effektivitat wie bei intravendser Darreichung hat (Eibl und
Unger, 1990). Alkylphosphocholine weisen ebenfalls anti-parasitische Wirksamkeit auf
(Croft, et al., 1987). Miltefosin ist sowohl gegen amastigote als auch gegen promastigote
Leishmanien wirksam (Azzouz, et al., 2005). Auch im Maus-Modell konnte die Wirksamkeit
von Miltefosin gegen die viszerale Leishmaniose gezeigt werden (Kuhlencord, et al.,
1992). Miltefosin wird als erstes orales Medikament erfolgreich in der Behandlung von
Leishmaniosen eingesetzt und ist auch bei Therapie-resistenten Fallen wirksam (Sundar,
et al., 1999)(Sundar et al., 2002) (Sundar und Rai, 2002). Mittlerweile gehort Miltefosin zu
den Standard Anti-Leishmania-Medikamenten.

Die mittlere effektive Hemmkonzentration (ECso) fur Miltefosin gegen Promastigote wird
mit 26,73 pM (23,28-30,19 uM) angegeben (Azzouz et al., 2005). Die in dieser Arbeit
bestimmte mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) fur Miltefosin liegt mit 35 yM etwas
hoéher als die Literaturwerte (Abb.2). Die ICso-Werte der Miltefosin-Derivate liegen fir NMT-
A001 bei 9 yM und fur NMT-A002 bei 1,9 uM. Die beiden Miltefosin-Derivate zeigen somit
eine um eine GrolRenordnung hohere Aktivitat. NMT-A001 ist vierfach effektiver gegen
Leishmania Promastigoten. Fir NMT-AQ002 ist die Effektivitat 18-fach hoher. Bezogen auf
die Anti-Leishmania-Aktivitat sind die Miltefosin-Derivate effektiver als Miltefosin selbst.

Leishmanien bendétigen Pteridine, wie z.B. Biopterin, die meist aus dem
Wirtsmetabolismus gewonnen werden. In den Parasiten werden Pteridine mittels
Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) und Pteridin-Reduktase 1 (PTR1) umgesetzt (Vickers und
Beverley, 2011). Somit bietet dieser Stoffwechselweg viele mdgliche Zielstrukturen fur die
Entwicklung neuer anti-Leishmania-Wirkstoffe (Nare, et al., 1997). In Promastigoten kann
PTR1 die Funktion von DHFR ubernehmen, wenn DHFR gehemmt ist, was bei der

Entwicklung von DHFR-Inhibitoren bertcksichtigt werden muss (Cunningham und
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Beverley, 2001). Mittels virtuellem screening wurden fir PTR1-hemmende Leitstrukturen
ICs0 zwischen 0,39 und 5,6 mM ermittelt (Ferrari, et al., 2011).
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Leitstruktur NMT-C0074 gehort zur Klasse der
Pteridin-Reduktase1-Inhibitoren (PTR1-Inhibitoren). Fur NMT-C0074 wurde in dieser
Arbeit ein ICso von 1,85 pM bestimmt (Abb.2). Dieses Ergebnis zeigt, dass NMT-C0074
eine starkere anti-Leishmania-Aktivitat als bisher in der Literatur beschriebene PTR1-

Inhibitoren und als Miltefosin/-Derivate hat.

NMT-HOO080 ist ein Flavonoid. Flavonoide sind Bestandteile von Pflanzen und Teil vieler
intrazellularer Signaltransduktionskaskaden. Baicalein ist ein Flavonoid, welches durch
oxidativen Stress ahnliche Veranderungen in Leishmanien auslost wie der programmierte
Zelltod (Apoptose). Die Behandlung mit 5 bzw. 10 uM Baicalein fuhrt bei Promastigoten zu
einer Apoptoserate von 32,5 und 72% (BoseDasgupta, et al., 2008). Fur NMT-H0080
wurde in dieser Arbeit eine ICso von 7,5 uM bestimmt (Abb.2). Dieses Ergebnis stimmt mit

den in der Literatur beschriebenen Werten Uberein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle getesteten Leitstrukturen bei der

Behandlung von L. donovani Promastigoten eine bessere Effektivitat als Miltefosin zeigen.

5.1.2. Wirkung der Leitstrukturen auf L. donovani Promastigoten

Die Behandlung mit hohen Konzentrationen von Miltefosin fuhrt bei Leishmanien zur
Apoptose (Khademvatan et al., 2011). Es treten DNA-Kondensationen im Nukleus auf
sowie DNA-Fragmentierungen (Verma und Dey, 2004). Der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und die daraus resultierende Freisetzung von ROS (reactive oxygen
species) in das Zytosol sind ein Zeichen fur Apoptose (Paris, et al., 2004). Der Farbstoff
MitoTracker (Red CMXRos) eignet sich auf Grund der spezifischen Farbung des
Mitochondriums zur Differenzierung von apoptotischen und nicht-apoptotischen Zellen
(Poot, et al., 1997).

Die Farbung mit MitoTracker (Red CMXros) zeigte fur die Behandlung von Leishmania
Promastigoten mit Miltefosin und den Miltefosin-Derivaten (NMT-A001 und NMT-A002) bei
ICs0 keine Schadigungen des Mitochondriums. Die Membran war klar gegen das Zytosol
abgegrenzt und die Form der Mitochondrien wies keine Unterschiede zu denen der
Kontrolle (DMSO-behandelt) auf (Abb.3). Auch die mit DAPI angefarbten Zellkerne zeigten
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keine Schadigungen oder DNA-Kondensationen. Es waren bei ICso keine zytotoxischen
Effekte fur Miltefosin und die Miltefosin-Derivate zu beobachten. Dieses Ergebnis zeigt,

dass die Miltefosin-Derivate die gleiche Vertraglichkeit hatten wie Miltefosin.

5.1.3. Auswirkung der Biotinylierung der Leitstrukturen

Fir die Identifizierung von Interaktionspartnern wurden die Leitstrukturen NMT-A001 und
NMT-AO002 biotinyliert. Nach der Behandlung der promastigoten Leishmanien sollten
Gesamtzellextrakte hergestellt werden und durch Fallung von biotininylierten
Leitstrukturen mit Streptavidin-Agarose die n gebunden Zielstrukturen isoliert werden
(Uno, et al., 2012). Die Dosis-Wirkungskurven zeigten, dass die biotinylierten Derivate
keine Anti-Leishmania-Aktivitat hatten (Abb.6).

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass die zusatzliche Biotin-Gruppe den urspringlichen
Wirkmechanismus der Miltefosin-Derivate behindert. Ein moéglicher Grund kdénnte die
sterische Veranderung der Miltefosin-Derivate durch die Biotinylierung sein. Es ist
beschrieben, dass die Markierung von Enzymen deren Aktivitdt beeinflussen kann
(Freydank, et al., 2008). Moglicherweise verhindert das Biotin-Molekul auch den Transport
der Miltefosin-Derivate Uber die Plasmamembran in das Zytosol der Leishmanien.

Es ware notig zu prifen, ob andere Gruppen (Histidin, GFP, Myc) die Funktion der
Miltefosin-Derivate ebenfalls beeinflussen oder stéren. Weiterhin sollten verschiedene
Positionen innerhalb der Molekule gepruft werden, an welchen die Markierung erfolgen

konnte.

5.1.4. Hitzeschock-Antwort der Leishmanien auf die Behandlung mit

den Leitstrukturen

Der Lebenszyklus von Leishmanien ist biphasisch. Im Darm der Sandmicke leben
Leishmanien als Promastigote. Bei Eintritt in den Saugetierwirt kommt es bedingt durch
die erhdhte Temperatur und den geringen pH-Wert der Umgebung (pH 5,5) zur
Umwandlung in Amastigote. Bei dieser Umwandlung kommt den Hitzeschockproteinen
(HSP) eine wichtige Rolle zu (Krobitsch, et al., 1998) (Krobitsch und Clos, 1999) (Wiesgig|
und Clos, 2001). Doch Hitzeschockproteine schutzen Leishmanien auch vor weiteren
Stressoren, wie z.B. oxidativem Stress oder der Behandlung mit Chemikalien (Hombach,

et al., 2014) (Codonho, et al., 2016). Sowohl fur Miltefosin-resistente als auch fur Antimon-
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resistente Leishmania Promastigoten wurden veranderte Proteinmengen von HSP70 ist
beschrieben. Es konnten in Miltefosin-resistenten Leishmanien verringerte Mengen des
mitochondriale HSP70 (HSPA9B) beobachtet werden (Vacchina, et al., 2016b). Bei
Antimon-resistenten Leishmanien, war hingegen eine verstarkte Expression von HSP70 zu
beobachten (Brochu et al., 2004).

HSP100 zeigt von allen HSPs den starksten Anstieg unter Hitzestress (Abb.4) (Hubel, et
al., 1997) (Krobitsch und Clos, 1999, Rosenzweig, et al., 2008). Um Veranderungen der
Abundanz verschiedener Hitzeschockproteine zu ermitteln, wurden Western Blots
durchgefuhrt (Abb.4). Bei der Behandlung von promastigoten Leishmanien mit Miltefosin
war bei der vergleichenden Analyse der Hitzeschockproteine keine erhohte Protein-
Abundanz fir HSP100 zu beobachten (Abb.5). Nur in der Positiv-Kontrolle (24 h, 37°C)
war ein erhohtes Signal fur HSP100 zu beobachten. Diese Beobachtung zeigt, dass durch
die Behandlung mit Miltefosin/-Derivaten keine klassische Stressantwort in Leishmanien
ausgelost wird.

Flr HSP23 war nach 24 h Behandlung mit ICso Miltefosin und den Miltefosin-Derivate eine
leichte Erhéhung der Proteinmenge zu beobachten (Abb.5). Das Wachstum von HSP23-
Nullmutanten ist bei der Behandlung mit Ethanol oder Antimon (Sb!!!) signifikant gehemmt
(Hombach et al., 2014). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass HSP23 auch eine
Rolle bei der Antwort der Leishmanien auf die Behandlung mit Miltefosin/-Derivaten spielt.
Es ware interessant zu prifen, wie HSP23 Nullmutanten auf die Behandlung mit Miltefosin
reagieren.

Fir HSP70 war bei der Behandlung mit Miltefosin, NMT-A0O01 oder NMT-A002 eine
verringerte Proteinabundanz zu beobachten (Abb.5). Diese Beobachtung deutet darauf
hin, dass auch HSP70 eine Rolle bei der Antwort der Leishmanien auf die Behandlung mit
den Leitstrukturen spielt. Vacchina et al. konnten zeigen, dass Miltefosin-resistente
Leishmanien verringerte Proteinmengen des mitochondrialen HSP70 (HSPA9B)
aufwiesen. Weiterhin wurde beschrieben, dass HSPA9B Leishmanien vor anderen
Stressoren wie niedrigen pH-Werten oder Temperaturerhdhungen schitzt (Vacchina et al.,
2016b).

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass Leishmanien mit einer verstarkten
Expression von HSP 70 und HSP23 auf die Behandlung mit Miltefosin/-Derivaten

reagieren.
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5.2. Resistente L. donovai Promastigote

Das vermehrte Auftreten Therapie-resistenter Leishmanien stellt ein wachsendes Problem
bei der Behandlung von Leishmaniosen dar (Croft, et al., 2006). Beim Test neuer Anti-
Leishmania Wirkstoff-Kandidaten muss daher deren Resistenz-Potential mit einbezogen
werden. Die Analyse der genetischen Grundlagen von Resistenzmechanismen kann
aullerdem Hinweise auf Wirkweisen der Leitstrukturen geben.

Im Rahmen des Projektes "New Medicines for Trypanosomatidic Infections" (NMTrypl)
wurden neue Substanzen verschiedener Wirkstoffklassen erzeugt und auf ihre
leishmanizide Wirkung gepruft. Das Resistenz-Potential der Leitstrukturen NMT-A001,
NMT-A002, NMT-C0074 und NMT-HO0080 in Leishmanien wurde in dieser Arbeit getestet.
Die genetischen Grundlagen der Resistenzen wurden analysiert und die Auswirkungen der
Resistenzen auf die Infektiositat und das intrazellulares Uberleben getestet. Die

Ergebnisse werden im Folgenden den Wirkstoffklassen nach geordnet diskutiert.

5.2.1. Miltefosin

Miltefosin gehdrt zu den Alkylphosphocholinen und ist ein Wirkstoff, der urspringlich zur
Therapie von Mammakarzinomen getestet wurde. Miltefosin wird ebenfalls erfolgreich fur
die Behandlung von Leishmaniosen verwendet. Die Teratogenitat von Miltefosin ist der
schwerwiegendste Nebeneffekt, der den Nutzen von Miltefosin stark einschrankt (Sundar
et al., 2002). Aus diesem Grund wird nach Alternativen flr Miltefosin gesucht.

Die Leitstrukturen NMT-A001 und NMT-A002 sind Miltefosin-Derivate; daher wurde

Miltefosin in allen Experimenten als Kontrolle verwendet.

5.2.1.1. Erfolgreiche in vitro Selektion resistenter Promastigoten unter
Miltefosin

Bei der in vitro Selektion resistenter L. donovani Promastigoten unter dem ICs von
Miltefosin kdnnen in verhaltnismaRig kurzer Zeit viele Generationen unter dem
Selektionsdruck durchlaufen werden. Somit kann im Labor der langwierige Prozess der
Selektion von bestimmten Resistenz-Merkmalen in einer Population nachgestellt werden.

76



Diskussion
Die in vivo Selektion von intrazellularen Amastigoten ist dagegen zeitintensiver, jedoch
wird bei diesem Ansatz das relevante, amastigote Stadium in der Wirtszelle selektiert.
Bei der in vitro Selektion unter Miltefosin (ICs und nachfolgend unter 1C;s) konnten sowohl
fur L. don BPKO091[pcos190] als auch fur L. don 1SR resistente Promastigote selektiert
werden (Abb.7+13).
Dieses Ergebnis zeigt, dass in der heterogenen Ausgangspopulation Leishmanien mit
veranderten genetischen Merkmalen zum Wachstum unter Miltefosin vorhanden waren,
die sich unter Selektion durchsetzten.
In der Literatur wurde der Prozess der Selektion von Miltefosin-Resistenz mehrfach
beschrieben. Seifert et al. beschrieben im Jahr 2003 die Selektion einer Miltefosin-
resistenten Leishmania-Population. Durch stetige und schrittweise Erhdhung des
Miltefosin-Selektionsdrucks konnte eine Leishmania-Population selektiert werden, die 15-
fach resistenter gegen Miltefosin war als die korrespondierende Wildtyp-Population
(Seifert, et al., 2003). Fur die humane Leukamie-Zelllinie HL60 ist die in vitro Erzeugung
einer Miltefosin-resistenten Zelllinie (HL60R) beschrieben. HL60R kann eine bis zu 10-
fach hohere Konzentration von Miltefosin tolerieren, verglichen mit der Miltefosin-
sensitiven Zelllinie (Berkovic et al., 1996). Auch fur C. elegans und S. cerevisiae konnten
Resistenzen gegen Edelfosin, ein Miltefosin-Derivat bestimmt werden (Cuesta-Marban, et
al., 2013, Sanchez-Blanco, et al., 2014).

Dies zeigt, dass die Resistenz gegen Miltefosin nicht exklusiv in Leishmanien auftreten.

5.2.1.2. Miltefosin-Resistenz vermittelt in Promastigoten keine

Kreuzresistenzen

Wurden die Miltefosin-resistenten Leishmanien mit den ICs der anderen Leitstrukturen
behandelt, war eine Kreuzresistenz nur gegen die Miltefosin-Derivate NMT-A001 und
NMT-A002 zu beobachten (Abb.10+15). Gegen Leitstrukturen aus den anderen
Wirkstoffklassen war dagegen keine Kreuzresistenz nachzuweisen. Dieses Ergebnis zeigt,
dass die durch Miltefosin induzierte Resistenz spezifisch fur Miltefosin und seine Derivate
ist.

Fir Leishmanien ist beschrieben, dass in vitro selektierte, Miltefosin-resistente Parasiten
resistent gegenuber anderen Alkylphospholipiden wie z. B. Edelfosin sind (Perez-Victoria
et al., 2001). Jedoch wurden keine Kreuzresistenzen gegen Wirkstoffe anderer

Wirkstoffklassen beschrieben (Seifert et al., 2003). Analoge Ergebnisse wurden fur
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Miltefosin-resistente humane Zelllinien beschrieben, ebenfalls ohne Kreuzresistenzen
gegen andere Wirkstoffklassen (Danhauser-Riedl, et al., 1990). Jedoch wurde auch in
solchen Modellen eine Resistenz gegen weitere Alkylphospholipide (Perifosin und
Edelfosin) beobachtet (Munoz-Martinez, et al., 2008) (Fu et al., 1999).
Weiter wurde flr Leishmania spp. gezeigt, dass in vitro selektierte Antimon (Sbn)-,
Miltefosin- und Amphotericin-B-resistente Parasiten schneller eine Kreuzresistenz gegen
Methotrexat ausbilden, als dies fir Paromomycin-resistente Leishmanien zu beobachten
war (Moreira, et al., 2011).
Fir die Analyse der Entstehung von Kreuzresistenzen in Leishmanien sind die in dieser
Arbeit selektierten Wirkstoff-resistenten Promastigoten daher ein nutzliches Werkzeug. Es
ware somit interessant zu Uberprifen, ob dies auch fir die von mir erzeugten, Wirkstoff-

resistenten Leishmania-Stamme gilt.

5.2.1.3. Genetische Grundlagen der Miltefosin-Resistenz

Verschiedene Leishmania-Spezies haben eine hohe Varianz in der Anzahl bestimmter
Genkopien ebenso wie unterschiedliche Chromosomenzahlen (Aneuploidie), was eine
hohe Heterogenitat der Populationen bedingt (Rogers et al., 2011). In Leishmanien kann
Aneuploidie zu einer schnellen Anpassung fuhren (Mannaert et al., 2012). Auch auf den
Selektionsdruck durch Anti-Leishmania Wirkstoffe konnen Parasiten-Populationen mit
einer Veranderung der Anzahl an Genkopien reagieren (Laffitte et al., 2016). Daher bieten
vergleichende Genom-Analysen eine gute Moglichkeit, Resistenzgene oder Zielstrukturen
der Wirkstoffe zu identifizieren.

In dieser Arbeit wurden fur die Identifizierung von Resistenzgenen oder Zielstrukturen der
Leitstrukturen zum einen funktionelle Komplementationsanalysen durchgefuhrt
(Choudhury et al., 2008, Nuhs et al., 2014, Tejera Nevado et al., 2016). Die Methode
kombiniert die funktionelle Selektion von Genloci in Cosmid-Vektoren unter einem
Selektionsdruck in Leishmania und die darauf folgende Sequenzierung der selektierten
Cosmide durch Next-Generation-Sequencing.

Bei der Selektion von L. don BPKO091[pcos190] unter Miltefosin wurden in zwei
biologischen Proben jeweils unterschiedliche Cosmide selektiert (Abb.8,A). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass verschiedene Genloci gleichermallen eine Resistenz

gegen Miltefosin hervorrufen kénnen. In der Probe Miltefosin (1) wurde ein Cosmid mit
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einem Locus des Chromosoms (CHR)36 selektiert, wahrend sich in Miltefosin (2) ein
Bereich aus dem CHR23 durchsetzte (Abb.8,B).

Fir L. infantum wurde durch funktionelle Komplementation ein Gen, P299, (LinJ.08..0630)
beschrieben, das eine Resistenz gegen Sb!ll und Miltefosin vermittelt. Dieses Gen ist Teil
eines 44-kbp grofRen Genlocus', der auf CHRO8 und zusatzlich als Duplikat auf CHR29 zu
finden ist und fiir ein 299 kDa groRes Polypeptid kodiert. Uberexpression von P299 in L.
infantum flhrt zur Resistenz gegen Miltefosin und Sbw (Choudhury et al., 2008).
Interessanterweise wurde dieser Genlocus nicht in der vorliegenden Arbeit selektiert. Ein
moglicher Grund kann die Selektion unter einem anderen Selektionsdruck sein.
Chowdhury et al. selektierten die mit der Cosmid-Genbank transfizierten Leishmanien von
Beginn an unter 1Css Miltefosin, wahrend in dieser Arbeit erst mit ICs und dann mit IC;s von
Miltefosin selektiert wurde. Ein anderer Grund kann das Fehlen der hier selektierten
Cosmide in der damals benutzten rekombinanten L. infantum-Population sein. Zum
damaligen Zeitpunkt war es technisch unméglich, die Abdeckung des Leishmania-Genoms
durch eine Cosmid-Genbank zu bestimmen. Dies wurde nun durch Next-Generation-
Sequencing moglich, sodass das Genom in der L. donovani BPK [pCos190] Population zu
>95% vertreten ist (Tejera, 2016).

Bei der Analyse klinischer L. infantum, L. major und L. killicki Parasiten-Isolate aus
Antimon-Therapie-resistenten Fallen konnten zum Teil erhdhte Mengen von P299-
spezifischer mMRNA nachgewiesen werden. In allen Proben mit erhdhter P299 mRNA-
Konzentration wurden ebenfalls verstarkte mRNA-Mengen fur mindestens einen weiteren
Resistenzmarker beobachtet (Jeddi, et al., 2014). Diese Beobachtung deutet an, dass
Resistenzen multifaktorielle Ereignisse sind und P299 im Patienten nur mit anderen
Resistenzmechanismen zusammen den resistenten Phanotyp begrindet.

Dieses Ergebnis zeigt einmal mehr den Unterschied zwischen naturlicher Selektion und in

vitro Selektion.

5.2.1.4. Punktmutationen im LAMT fuhren zu Miltefosin-resistenten

Promastigoten

Da die oben beschriebene Selektion von Cosmid-tragenden Parasiten ausschlief3lich
dominante Resistenzmarker identifizieren kann, habe ich zusatzlich nach spontanen
Resistenzbildungen in einer nicht gentechnisch veranderten Population gesucht. Bei

dieser Strategie konnen auch rezessive Merkmale zur Resistenz fuhren. Allerdings
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gestaltet sich die Identifizierung der genetischen Veranderungen aufwandiger und
erfordert eine vollstandige genomische Sequenzierung mit hinreichender Redundanz. Bei
der Analyse der Genom-Sequenzen resistenter und sensitiver Populationen musste ich
mich zunachst auf bereits bekannte Resistenz-Marker beschranken, wie die Gene flr
Phospholipid-Transporter (LdMT) und das ROS3-Gen.

Bei der Analyse der spontan Miltefosin-resistenten L. don 1SR wurden im LdMT-Gen
Punktmutationen gefunden (Abb.18). Bei den Miltefosin-resistenten Leishmanien war an
Position 830 ein Austausch von Alanin (A) zu Glycin (G) zu beobachten. Dagegen konnten
in den Kontrollen keine Sequenzabweichungen identifiziert werden. Mutationen im ROS3-
Gen waren nicht zu beobachten. Es handelt sich bei den Aminosauren Alanin und Glycin
um kleine Aminosauren; die resultierende sterische Veranderung ist gering. Jedoch ist
Alanin eine unpolare Aminosaure, wohingegen Glycin zu den polaren Aminosauren zahlt
und alpha-Helices destabilisiert, was die korrekte Faltung und die Ausbildung der
Tertiarstruktur des Proteins stéren kann.
LAMT wurde 2003 von Pérez-Victoria et al. als Transporter beschrieben, der in
Leishmanien fur die Aufnahme von Phospholipiden wie z. B. Miltefosin verantwortlich ist.
LAMT gehoért zur Klasse der P4-Typ ATPasen und wurde durch funktionelle
Komplementation einer spontan Miltefosin-resistenten Population identifiziert. Es wurden
bei der Sequenzanalyse der Miltefosin-resistenten L. donovani weder Amplifikationen des
Gens noch Insertionen oder Deletionen nachgewiesen, jedoch konnten Punktmutationen
im LdMT-Gen identifiziert werden. Die Mutationen T420N, L856P flhrten zu einer
Inaktivierung des LAMT und somit zur verringerten Aufnahme von Miltefosin (Perez-
Victoria et al., 2003b). Auch Coelho et al. zeigten fur Miltefosin-resistente Leishmanien
Mutationen im Miltefosin-Transporter an den Positionen P782T, W895*, M547del, G852D,
W617*, G565R (Coelho, et al., 2012). Das zahlreiche Auftreten von verschiedenen
Punktmutationen in LAMT zeigt, dass es sich um eine hoch variable Gen-Region handelt,
in der naturlicherweise viele Mutationen auftreten.
Die im Rahmen dieser Arbeit selektierten Miltefosin-resistenten Promastigoten zeigten
vergleichbare Punktmutationen im LdAMT. Die hier erhaltenen Ergebnisse decken sich mit
den Daten aus der Literatur.
Die erfolgreiche in vitro Selektion fur Miltefosin-resistente L. infantum Amastigote wurde
kirzlich beschrieben (Hendrickx, et al., 2015). Die Sequenz-Analyse des LIMT dieser
Miltefosin-resistenten Parasiten zeigt einen Syntheseabbruch an Position 369 des
Transporters. Es wurden ebenfalls keine Mutationen im ROS3-Gen beobachtet
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(Mondelaers, et al., 2016). Diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass der Miltefosin
Transporter auch bei der Entstehung Miltefosin-resistenter Leishmania-Infektionen eine

Rolle spielt.

5.2.1.5. LAMT gene add back Mutanten sind wieder sensitiv gegeniiber
Miltefosin

Durch das Einbringen von funktionellen, episomalen Genkopien des LAMT wurden die
zuvor resistenten Promastigoten wieder sensitiv gegenuber Miltefosin (Abb.20). Schon
2003 zeigten Pérez-Victoria et al. die Reversibilitat des resistenten Phanotyps von
Miltefosin-resistenten Leishmanien durch die episomale Expression des LAMT (Perez-
Victoria et al., 2003b). Mit dieser Methode konnen im Labor schnell verschiedene
Mutationen auf ihre Kausalitat fir den beobachteten Phanotyp getestet werden.

Es zeigte sich bei der Quantifizierung der pCL2N-LdMT Expression, dass mehrere Kopien
des Vektors pro Parasit vorhanden waren (Abb.19). Durch die erhéhte Anzahl an pCL2N-
LdMT Kopien reagierten sowohl nicht-resistente (DMSO-selektierte) als auch Miltefosin-
resistente Promastigote sensitiver auf die Behandlung mit Miltefosin als die Kontrollen
(Abb.21). Diese erhdhte Sensitivitdt nach Komplementation war fur resistente und nicht-
resistente Ausgangsstamme in gleichem Male zu beobachten.

Die Uberexpression konnte bisher nur durch die erhdhte mRNA-Menge und die erhdhte
Sensitivitat gegen Miltefosin belegt werden. Es fehlen die Quantifizierung des Proteins und
der Beleg daflr, dass die LAMT-Dichte in der Membran erhdht ist.

5.2.1.6. Verminderte Infektiositat von Miltefosin-resistenten

Leishmanien

Bei der Infektion von murinen, primaren Knochenmarksmakrophagen zeigten die
Miltefosin-resistenten Leishmanien reduzierte intrazelluldre Parasitenlasten, was eine
verminderte Infektiositat der resistenten Leishmanien andeutet (Abb.11+16).

Das Phanomen, dass Eigenschaften, die fur die in vitro Infektiositat von Vorteil waren,
durch die Selektion der Promastigoten unter Miltefosin verloren gingen, da sie keinen
Selektionsvorteil flr die Promastigoten boten, ist aus der Literatur bekannt. Die Selektion
einer resistenten Parasiten-Population fihrt zum Verlust anderer Fahigkeiten, wie z. B. der

Infektiositat (Gimode, et al., 2015).
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Fir Leishmanien ist beschrieben, dass die Selektion von Antimon-resistenten Parasiten
mit einer allgemein verbesserten Fitness der Parasiten einhergeht (Vanaerschot, et al.,
2013) (Garcia-Hernandez, et al., 2015). Diese Beobachtung konnte jedoch nicht fur
Miltefosin-resistente Leishmanien bestatigt werden. Vacchina et al. zeigten fur in vitro
selektierte Miltefosin-resistente L. donovani Promastigote keinen Einfluss der Resistenz
auf die Infektiositat der Parasiten (Vacchina, et al., 2016a). Fur in vitro selektierte
Miltefosin-resistente L. major konnten bei der Infektion von Makrophagen sogar verringerte
intrazellulare Parasitenlasten gezeigt werden (Turner, et al., 2015). Dieses Bild war auch

bei den hier selektierten Miltefosin-resistenten Leishmanien zu beobachten.

Ein wichtiger Unterschied der hier gezeigten Ergebnisse zu bereits in der Literatur
beschriebenen Infektionsexperimenten liegt in der Durchfuhrung der Experimente. Die
Auswertung der Infektionsexperimente erfolgte durch TagMan Sonden basierte real-time
gPCR. Es handelt sich bei dieser qPCR um einen multiplex Ansatz zur parallelen
Quantifizierung von Leishmanien-Aktin und Maus-Aktin ( Bifeld et al., 2016). Bei dieser
Methode kdnnen infizierte Wirtszellen mit einbezogen werden, die sich abgeldst haben
oder bereits lysiert wurden, ebenso wie die dadurch freigesetzten Leishmanien. Bei der
optischen Quantifizierung sind diese Zellen von der Auswertung ausgeschlossen, da sie
vor der vorangegangenen Fixierung und Farbung entfernt wurden. Das Anfarben der
infizierten Zellen, z. B. mit DAPI, gefolgt von einer optischen Analyse, zahlte trotzdem
lange zu den Standardmethoden bei der Auswertung von Infektionsexperimenten.

In der vorliegenden Arbeit wurde aullerdem mit ausdifferenzierten, primaren
Knochenmarksmakrophagen aus C57BL/6 Mausen gearbeitet. C57BL/6 Mause kdnnen
keine Leishmania-Infektion ausbilden (Aguilar-Torrentera und Carlier, 2001, Loria-Cervera
und Andrade-Narvaez, 2014). Viele vorangegangene Arbeiten wurden mit murinen Krebs-
Zelllinien wie z. B. RAW264.7 und J774 oder aber auch mit der humanen Krebs-Zelllinie
(THP1) durchgefuhrt. Diese Ergebnisse sind nur eingeschrankt mit den Ergebnissen aus
der vorliegenden Arbeit vergleichbar. Die Verwendung ausdifferenzierter Knochenmarks-
makrophagen spiegelt die naturlichen Infektionsbedingungen besser wieder als die
Verwendung einer immortalisierten Zelllinie. Dennoch handelt es sich auch bei der
Verwendung von Knochenmarksmakrophagen nur um ein Modellsystem, das nicht den
Einfluss eines komplexen Wirts-Organismus und dessen Immunsystems widerspiegeln

kann.
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5.2.1.7. Keine Miltefosin-Resistenz der intrazellularen Amastigoten

Fur Miltefosin-resistente Promastigote wurde beschrieben, dass diese sowohl bei der
Infektion von Makrophagen als auch bei der Infektion von BALB/C-Mausen zu Miltefosin-
resistenten intrazellularen Amastigoten werden (Seifert, et al., 2007). Im Gegensatz dazu
konnte bei der Behandlung der mit den Miltefosin-resistenten Leishmanien infizierten
Makrophagen eine signifikante Reduktion der Parasitenlast beobachtet werden (Abb.
12+17). Die Resistenz der Parasiten blieb hier nicht in den intrazellularen Amastigoten
erhalten.

Mogliche Ursachen fiur die nicht vorhandene Miltefosin-Resistenz der Amastigoten kénnen
die Unterschiede zwischen den Resistenz-Mechanismen in Pro- und Amastigoten sein
(Hendrickx et al., 2015).

Ein weiterer moglicher Grund der deutlich reduzierten Parasitenlasten kann die Wirkung
von Miltefosin auf die Makrophagen sein. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
von humanen mononuklearen Zellen mit Miltefosin die Expression von Interferon-y (IFN-y)
erhoht (Hochhuth, et al., 1992). IFN-y aktiviert die Makrophagen, was zur Zerstérung der

intrazellularen amastigoten Leishmanien fihrt (Green, et al., 1990).

AbschlieRend bleibt zu sagen, dass trotz der schnellen in vitro Selektion von Miltefosin-
resistenten Promastigoten, keine gesteigerte Infektiositat und keine Resistenz der
intrazellularen Amastigoten gegen Miltefosin zu beobachten war. Fiur Miltefosin-resistente
Amastigote sind anscheinend weitere und/oder andere genetische Veranderungen
notwendig. Dieses Ergebnis spricht allerdings auch flr eine weitere erfolgreiche

Anwendung von Miltefosin bei der Behandlung von Leishmaniosen.

5.2.2. Miltefosin-Derivate (NMT-A001 und NMT-A002)

Die Leitstrukturen NMT-A001 und NMT-A002 gehoéren zu den Miltefosin-Derivaten. Durch
Veranderungen der Molekulstruktur des bereits zugelassenen Wirkstoffes Miltefosin sollen
Verbesserungen fur die Anwendung erreicht werden. Ziel war es, Miltefosin-Derivate mit
einer gleichen oder gesteigerten anti-parasitaren Wirksamkeit aber verringerter
Teratogenitat herzustellen. Ein verandertes Resistenzmarker-Profil stand nicht zu

erwarten; eine verringerte Resistenz-Ausbildung ware jedoch von Vorteil. Das Resistenz-
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Potential von NMT-A001 und NMT-A002 wurde daher in dieser Arbeit mit dem von

Miltefosin verglichen.

5.2.2.1. Erfolgreiche in vitro Selektion resistenter Promastigoten unter
NMT-A001 und NMT-A002

Die Selektion von NMT-A001- und NMT-A002-resistenten Leishmania-Promastigoten war
ebenso mdglich, wie die zuvor beschriebene Selektion von Miltefosin-resistenten
Parasiten (Abschnitt 5.2.1.1). Dies deutet auf einen mit Miltefosin vergleichbaren
Selektionsdruck von NMT-A001 und NMT-A002 hin. In dieser Eigenschaft unterschieden
sich die Miltefosin-Derivate nicht voneinander und auch nicht von Miltefosin.

Die in Leishmanien auftretenden genetischen Veranderungen ermdglichen auch ein
Heranwachsen unter dem Selektionsdruck von NMT-A001 oder NMT-A002. Die
beobachteten Mutationen werden im Folgenden genauer beschrieben.

5.2.2.2. NMT-A001- und NMT-A002-Resistenzen vermitteln in

Promastigoten keine Kreuzresistenzen gegen andere Wirkstoffklassen

Analog zu den Ergebnissen der Miltefosin-resistenten Promastigoten konnten sowohl bei
der Behandlung der NMT-A001als auch NMT-A002-resistenten Promastigoten mit ICso der
anderen Leitstrukturen keine Kreuzresistenzen gegen andere Wirkstoffklassen beobachtet
werden. Es waren nur Resistenzen gegen Miltefosin und die Miltefosin-Derivate zu
beobachten. (Abb.10+15).

Die durch NMT-A001 oder NMT-A002 induzierte Resistenz ist spezifisch fur Miltefosin und
seine Derivate. Dieses Ergebnis passt zu den bereits beschriebenen Beobachtungen,
dass sowohl Miltefosin-resistente Leishmanien als auch Miltefosin-resistente humane
Zelllinien resistent gegen andere Alkylphospholipide sind, jedoch nicht gegen Wirkstoffe
anderer Wirkstoffklassen (Perez-Victoria et al., 2001) (Munoz-Martinez et al., 2008).
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5.2.2.3. Punktmutationen im LAMT fuhren zu NMT-A001- und NMT-
A002-Resistenzen

Da es bei der Selektion unter Miltefosin zur Selektion von Mutationen im LdAMT kam,
wurde gepruft, ob dies auch unter der Selektion mit den Miltefosin-Derivaten zu
beobachten ist.

Bei der Analyse der spontan NMT-AO0O1-resistenten und NMT-A002-resistenten L. don
1SR wurden im LAMT-Gen ebenfalls Punktmutationen beobachtet (Abb.18).

In der Probe NMT-A001 (1) der resistenten Leishmanien wurde an Position 956 ein
Aminosaureaustausch von Alanin (A) zu Glutamat (E) beobachtet. Bei diesem Austausch
wird eine kleine, unpolare Aminosaure gegen eine grof3e, saure Aminosaure ausgetauscht.
Bei der Probe NMT-A002 (2) war an Position 913 ein Aminosaureaustausch von Glycin (G)
zu Aspartat (D) zu erkennen. Auch hier kommt es zur Substitution einer kleinen, polaren
Aminosaure gegen eine grof3e, saure Aminosaure. Derartige Substitutionen konnen durch
sterische und elektrostatische Veranderungen die Ausbildung der Tertiarstruktur des
Proteins stéren und die Funktion des LAMT behindern.

Bei der Probe NMT-A001 (2) fuhrte die Sequenzveranderung zu einem Stopcodon an
Position 169, also zum Syntheseabbruch, was zur Synthese eines stark verkurzten
Polypeptids fuhrt. Bei den NMT-A002-resistenten Leishmanien war in der biologischen
Probe (1) ein Stopcodon an Position 1063 zu erkennen, das zu einem C-terminal
verklrzten Protein fihrte. Auch Punktmutationen, die zu einem Syntheseabbruch des
LAMT fuhren, sind in der Literatur beschrieben. So zeigten Coelho et al. die unter
Miltefosin-selektierten Syntheseabbruchmutanten W895* und W617* (Coelho et al., 2012).
Dies lasst darauf schlie®en, dass fur einen funktionellen Transporter die gesamte Lange
des Gen-Produkts bendtigt wird.

Allgemein lasst sich sagen, dass die NMT-A0OO1 oder NMT-A002 selektierten Mutanten
den unter Miltefosin selektierten Leishmanien entsprachen. Es gibt weder Insertionen oder
Deletionen, sondern der Verlust der Funktionalitat von LAMT ist auf einzelne Nukleinsaure-
Austausche zurtckzufihren. Weder NMT-A001,NMT-A002 oder Miltefosin selektieren auf
Mutationen im LAROS3. Dies verdeutlicht, dass der von Miltefosin-Derivaten ausgehende
Selektionsdruck dem Selektionsdruck unter Miltefosin gleicht und spezifisch zur Selektion

von Punktmutationen im LAMT fiuhrt.

Die NMT-A001- und NMT-AO0O2-Resistenzen waren reversibel. Durch Einbringen einer
funktionellen, episomalen LdMT-Genkopie konnte die Sensitivitat gegen NMT-A001 bzw.
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NMT-A002 wiederhergestellt werden (Abb.20). Diese Beobachtung konnte auch schon bei
den spontan Miltefosin-resistenten Leishmanien gemacht werden. Das Ergebnis zeigt,
dass sowohl NMT-A001 als auch NMT-A002 Uber den LAMT in die Zellen gelangen

konnen. Dabei ist der genaue Transportmechanismus noch unbekannt.

5.2.2.4. Ahnlichkeiten der genetischen Grundlage der NMT-A002-

Resistenz zur Miltefosin-Resistenz

Bei der Analyse der erfolgreich unter IC7s NMT-AO002 selektierten resistenten L. don
BPKO091[pcos190] zeigte sich, dass in zwei biologischen Proben jeweils unterschiedliche
Cosmide angereichert wurden. Bei der Probe NMT-A002 (1) war ein Bereich auf CHR25
(Abb.8 C) am haufigsten nachzuweisen. Bei NMT-A002 (2) wurde am starksten ein Locus
auf CHR36 selektiert (Abb.8 D). Dabei decken die Sequenzen auf CHR36 den gleichen
Chromosomenabschnitt ab wie die unter Miltefosin selektierte Probe (1) (Abb.8 A).

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass das Miltefosin-Derivat NMT-A002 z. T. auf gleiche
Resistenzmechanismen selektiert wie Miltefosin. Ein mdglicher, naheliegender Grund
dafur ist, dass NMT-A002 ein Derivat von Miltefosin ist und aufgrund ahnlicher Wirkweisen
auch gleiche Resistenzmechanismen selektiert wie Miltefosin. Untermauert wird diese
Hypothese durch die Ergebnisse der spontan gegen NMT-A002-resistenten L. donovani
fur die vergleichbare Punktmutationen im LdMT gefunden wurden wie in Miltefosin-

resistenten Parasiten.

5.2.2.5. Die spontane Resistenz gegen NMT-A001 vermindert die

Infektiositat und fuhrt nicht zu resistenten intrazellularen Amastigoten

Interessanterweise konnten bei Infektionsexperimenten mit Miltefosin-resistenen
Leishmanien von der Literatur abweichende Beobachtungen gemacht werden. Die
Miltefosin-resistenten Leishmanien zeigten eine verminderte Infektiositat. Daher war es
von Interesse zu prufen, ob auch die gegen Miltefosin-Derivate-resistenten Parasiten in
der Infektiositat beeintrachtigt waren.

Bei der Infektion von murinen, primaren Knochenmarksmakrophagen zeigten die
spontanen NMT-A001-resistenten L. don 1SR reduzierte intrazellulare Parasitenlasten,

also eine verminderten Infektiositat der resistenten Leishmanien (Abb.16). Eine mogliche
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Erklarung ist auch hier der Verlust Infektionsférdernder-Eigenschaften aufgrund der
Selektion von Resistenzen (Vanaerschot et al., 2013). Es ist jedoch auch denkbar, dass
LdMT eine Bedeutung wahrend des intrazellularen Stadiums zukommt.
Aulerdem konnte bei der Behandlung der Makrophagen, die mit NMT-A001-resistenten
Leishmanien infiziert waren, eine signifikante Reduktion der Parasitenlast bewirkt werden
(Abb.17). Es gab keine Resistenz intrazellularer Amastigoten gegen NMT-A001. Auch

dieses Ergebnis wurde so flr die Miltefosin-resistenten Parasiten beobachtet.

5.2.2.6. Erhalt der in vitro Infektiositat von spontan NMT-A002-

resistenten L. don 1SR

Im Gegensatz zu den spontan Miltefosin- und NMT-A001-resistenten Parasiten zeigen die
spontan NMT-AQ0O2-resistenten Leishmanien bei der Infektion von
Knochenmarksmakrophagen keine reduzierten Parasitenlasten (Abb.16). Die
Parasitenlasten glichen der nicht-selektierten Kontrolle und waren nach 4 h fur die Probe
NMT-A002 (2) sogar signifikant erhoht. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den
vorherigen Beobachtungen, bei denen eine Resistenz gegen Miltefosin und Miltefosin-
Derivate mit verringerten intrazellularen Parasitenlasten assoziiert war.

Die beobachteten Punktmutationen im LAMT der spontan NMT-A002-resistenten Parasiten
lassen eigentlich auf ahnliche Resistenzmechanismen und Phanotypen schliefen wie die
Miltefosin- oder NMT-AQ001-resistenten Parasiten, jedoch bilden die spontan NMT-A002-
resistenten L. don 1SR hier eine Ausnahme.

Wirden diese Mutationen durch die natlrliche Selektion auftreten, kdnnten sich diese
mutierten Parasiten moglicherweise starker verbreiten als Leishmanien ohne diese
Punktmutationen. Da 48 h nach der Infektion leicht gesteigerte Parasitenlasten zu
beobachten waren, ware es moglich, dass die Leishmanien besser an das Uberleben und

die Proliferation im Makrophagen angepasst sind.

5.2.2.7. Die erworbene Resistenz gegen NMT-A002 vermindert die

Infektiositat der Parasiten

Ganz im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen unverminderten Infektiositat der spontan

NMT-A002-resistenten Leishmanien wurden bei Infektionsexperimenten mit NMT-A002-
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resistenten L. don BPK091[pcos190] verminderte Parasitenlasten gezeigt (Abb.11). Diese
Eigenschaft wurde bereits bei selektierten Miltefosin-resistenten L. don BPK091[pcos190]
Parasiten beobachtet. Interessanterweise werden diese unterschiedlichen Auswirkungen
der Resistenz durch den Selektionsdruck mit NMT-A002 hervorgerufen. Grund hierfur
konnte der Unterschied der Selektion nach erworbener Resistenz oder spontaner

Resistenz sein, wodurch unterschiedliche Mechanismen zum Tragen kommen.

5.2.2.8. NMT-A002-Resistenz uibertragt sich nicht auf intrazellulare

Amastigote

Interessanterweise konnte bei der Behandlung mit NMT-A002 sowohl fur die spontan
resistenten L. don 1SR als auch fur die NMT-A002-resistenten L. don BPK091[pcos190]
eine signifikante Reduktion der intrazellularen Parasitenlast erreicht werden (Abb.12).

Obwohl sich die NMT-A002-resistenten L. don 1SR und L. don BPK091[pcos190] in der
Infektiositat unterscheiden, ist bei beiden Populationen keine Ubertragung der NMT-A002-
Resistenz auf intrazelluldre Amastigoten zu beobachten. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den Beobachtungen fur die Miltefosin- und NMT-AOO1-resistenten Parasiten. Diese
Beobachtung wurde gegen eine Verbreitung von NMT-A002-Therapie-resistenten
Leishmanien sprechen, da vorhandene intrazellulare Amastigote durch die Behandlung mit

NMT-A002 oder vermutlich auch durch Miltefosin eliminiert werden kénnen.

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass die Miltefosin-Derivate NMT-A001 und NMT-
A002 das gleiche Potential bei der Selektion von Resistenzen in Promastigoten zeigen wie
Miltefosin. Spontane Resistenzen gegen NMT-A001 und NMT-A002 sind wie bei Miltefosin
auch durch Punktmutationen im LAMT bedingt.

Spontane Resistenzen gegen NMT-A001 und die erworbene Resistenz gegen NMT-A002
vermindern die Infektiositdt von Leishmanien. Es ist keine Resistenz in intrazellularen
Amastigoten zu beobachten.

Dennoch war fur spontan NMT-A002-resistente L. don 1SR eine unbeeintrachtigte
Infektiositdt und leicht gesteigerte Fahigkeit zum Uberleben in Makrophagen zu
beobachten. Aufgrund dieser Beobachtung sollten Miltefosin und NMT-AO001 der

Verwendung von NMT-A002 vorgezogen werden. Jedoch sind fur weitere Aussagen der
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Anwendungsmadglichkeiten von NMT-A002 weiterfihrende Experimente notwendig, um die

Toxizitat, Teratogenitat und Anwendung im Tiermodell zu prifen.

5.2.3. Antimon (Sb'!')

Antimon wird seit mehr als 70 Jahren zur Therapie von Leishmaniosen verwendet und war
lange die erste Wahl fur die medikamentdésen Behandlung. Durch die jahrelange massive
Verwendung von Antimon-Verbindungen zur Behandlung von Leishmaniosen treten seit 30
Jahren verstarkt Therapie-resistente Falle auf. In endemischen Gebieten wie z. B. dem
Bundesstaat Bihar sind bis zu 65% der gemeldeten Leishmaniose-Falle Antimon-resistent
(Sundar, 2001). Neben der Analyse von Parasiten aus Therapie-resistenten
Patientenisolaten wurde auch die in vitro Selektion von Antimon-resistenten Parasiten
bereits beschrieben (Haimeur und Ouellette, 1998) (Ullman, et al., 1989). Die Analyse
dieser resistenten Parasiten liefert wichtige Beitrage zum Verstandnis der
Wirkmechanismen von Antimon in Leishmanien. Zusammengenommen zahlen zu den
beobachteten Resistenzmechanismen eine verminderte Aufnahme von Antimon, erhohte
intrazellulare Thiol-Konzentrationen und der verstarkte Export von Antimon aus der Zelle
(Dey et al.,, 1994, Gourbal et al., 2004, Mukhopadhyay, et al., 1996). Auf Grund der
steigenden Anzahl Therapie-resistente Leishmaniose-Falle werden andere Wirkstoffe zur
Therapie von Leishmaniosen bendtigt.

Antimon (Sb') wurde in dieser Arbeit ebenfalls als Kontrolle zu den Leitstrukturen

verwendet.

5.2.3.1. Genetische Grundlagen der Sb!'-resistenten
L.donBPK091[pcos190]

In dieser Arbeit konnten mit Sb!l unter 1Cso und nachfolgend unter IC7s resistente
L.donBPKO091[pcos190] Promastigote selektiert werden (Abb.7). Bei der Analyse der Sb!ll-
resistenten Promastigoten wurden in beiden biologischen Proben zwei Cosmide
identifiziert, deren Sequenzen Bereiche auf den Chromosomen 23 und 34 abdecken (Abb.
8 H+l).
Auf CHR34 liegt der selektierte Bereich nahe am Telomer-Ende und umfasst ein cluster
von Resistenzgenen: ARMS58 (antimony resistance marker), ARM56 und HSP23 (32 kD
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heat shock protein). ARM58 vermittelt in Leishmanien eine Resistenz gegen Antimon und
die Uberexpression von ARM58 senkt die Antimon-Konzentration in dem Parasiten (Nuhs
et al., 2014)(Schafer, et al., 2014). Die Uberexpression jedes der drei Gene in
Leishmanien vermindert die Sensitivitat von intrazellularen Amastigoten gegen Antimon in
in vitro Infektionsexperimenten (Tejera Nevado et al., 2016). HSP23 schutzt au3erdem
promastigote Leishmanien gegen Behandlung mit Antimon (Sb'") (Hombach et al., 2014).
Die in dieser Arbeit beobachtete Selektion dieses Gen-Lokus unter dem Selektionsdruck
von Sb!ll bestatigt die bereits beschriebenen Ergebnisse und verifiziert die angewandte
Methode.

Der selektierte Bereich auf CHR 23 enthalt unter anderem das Gene LinJ.23.0290, das fur
den ABC-Thiol-Transporter kodiert. In Antimon-resistenten Leishmanien wurden ABC-
Transporter bereits als Resistenzvermittler beschrieben (Ouellette, et al., 1998)(Haimeur,
et al., 2000). So kann auch hier das Ergebnis dieser Arbeit mit bereits in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen untermauert werden.

Die hier beschriebene Antimon(Sb'')-Resistenz der L.donBPK091[pcos190] deutet auf
einen Resistenzmechanismus hin, der auf einer Kombination aus verminderter Antimon-
Akkumulation in der Zelle (ARMS58-vermittelt) und dem erhéhten Efflux von Antimon aus

der Zelle durch die Uberexpression des ABC-Transporters beruhen kdnnte.

5.2.3.2. Verminderte Infektiositat der Sb!l-resistenten

L.donBPK091[pcos190] und keine Resistenz als Amastigoten

In vitro Infektionsexperimente zeigten, dass Sb!l-resistente L.donBPK091[pcos190] eine
signifikant verminderte Parasitenlast im Vergleich zu den nicht-selektierten Parasiten
erzeugen (Abb.11). Auch im Vergleich mit den unter den anderen Leitstrukturen
selektierten L.donBPK091[pcos190] wurden fur die Sbl!ll-resistenten
L.donBPK091[pcos190] die geringsten initialen Parasitenlasten (4 h nach der Infektion)
beobachtet.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Infektionsexperimenten, die in der Literatur fur
Antimon-resistenten Leishmanien beschrieben wurden. Die Antimon-Resistenz von L.
donovani aus Patientenproben wurde mit einer hoheren Fitness der Parasiten in

Zusammenhang gebracht (Vanaerschot, et al., 2010). Auch bei in vivo
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Infektionsexperimenten in BALB/c Mausen wurden fir Antimon-resistente L. donovani aus
Patientenproben hdéhere Parasitenlasten beobachtet (Vanaerschot et al., 2011).
Ibrahim et al. (1994) zeigten jedoch, dass Leishmanien einer in vitro selektierte Antimon-
resistenten L.major Population als intrazellulare Amastigote wieder sensitiv gegenuber
Antimon waren (lbrahim, Hag-Ali et al. 1994). Auch in dieser Arbeit waren die Antimon-
resistenten Parasiten in in vitro Infektionsexperimenten sensitiv gegenuber Antimon (Abb.
12). Ein moglicher Grund fir diese Beobachtung kann der immunomodulatorische Effekt
von Antimon auf die Wirtszelle sein (Muniz-Junqueira und de Paula-Coelho, 2008). Wie
bereits erwahnt, konnte ein stimulierender Effekt auf die Wirtszelle auch fur Miltefosin

beschrieben werden (Green et al., 1990).

Es lasst sich sagen, dass die hier beobachteten Ergebnisse fur die Antimon(Sb')-
resistenten L.donBPK091[pcos190] zum Teil mit den Ergebnisse aus der Literatur Uberein
stimmen. Da die in dieser Arbeit selektierten Antimon-resistenten Promastigoten sowohl
eine verminderte Infektiositat als auch eine erhéhte Sensitivitdt gegentuber Antimon im
Amastigoten-Stadium aufwiesen, sind die hier hervorgerufenen Resistenzen nachteilig fur
den Parasiten bei einer Infektion des Wirtes und kdnnten sich somit nicht durch nattrliche
Selektion durchsetzen. Dennoch sind in vitro selektierte Antimon-resistente Parasiten ein
hilfreiches Werkzeug die Biologie der Leishmanien zu verstehen und auftretende

Resistenzmechanismen zu untersuchen.

5.2.4. NMT-C0074

Leishmanien sind auxothroph fur Pteridine wie Pterine und Folate und miussen diese aus
dem Metabolismus der Wirtszelle gewinnen. Pteridine und Pterine sind Derivate der
Stammbheterozyklen Pteridin und Pterin. Eine wichtige Molekulgruppe dieser Derivate sind
die Folate, die essentiell fur viele Stoffwechselwege in Zellen sind, insbesondere fir das
Zellwachstum. Daher stellen Pteridin-Analoga eine gute Moglichkeit dar, hemmend auf die
Proliferation von Zellen, so auch Leishmanien, zu wirken. lhre Wirksamkeit gegen
intrazellulare Leishmanien wurde bereits beschrieben (Mukhopadhyay, et al., 1989).

Antifolate werden ebenfalls flir die Therapie von anderen parasitischen
Infektionserkrankungen wie z.B. Malaria genutzt (Wilson und Edeson, 1953). In

Leishmanien werden Pteridine durch die Dihydrofolat-Reduktase/Thymidylate-Synthase
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(DHFR-TS) und die Pteridin-Reduktase1 (PTR1) umgesetzt (Vickers und Beverley, 2011).
Ein bekannter DHFR-TS-Inhibitor mit Proliferations-hemmender Wirkung bei Leishmanien
ist der Folat-Antagonist Methotrexat (MTX). Leishmanien kdénnen die Hemmung der
DHFR-TS durch MTX jedoch durch die Aktivitat der PTR1 teilweise kompensieren
(Cunningham und Beverley, 2001). Erhéhte Mengen von PTR1 machen den Parasiten
sogar resistent gegen MTX (Callahan und Beverley, 1992). Fir eine effektive Hemmung
des Pteridin-Metabolismus in Leishmanien wird daher eine Kombination von DHFR-TS
und PTR1-Inhibitoren bendtigt.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Leitstruktur NMT-C0074 ist ein PTR1-Inhibitor.

5.2.4.1. Erfolgreiche in vitro Selektion von NMT-C0074-resistenten
Promastigoten

Bei der in vitro Selektion unter NMT-C0074 (ICs und nachfolgend unter IC;) konnten
sowohl fur L.donBPKO091[pcos190] als auch fir L.don 1SR resistente Promastigote
selektiert werden (Abb.7+13).

Die in vitro Selektion mit Pteridin-Anatagonisten auf resistente Leishmanien wurde auch
schon von anderen Gruppen gezeigt (Beverley, et al., 1984, Ritt, et al., 2013). Auch in
anderen Organismen sind Resistenzen gegen DHFR-TS-Inhibitoren bekannt. Greenborg
and Bond konnten bereits 1956 zeigen, dass Plasmodien durch die in vitro Selektion unter
Pyrimidin-Derivaten resistent wurden (Greenberg und Bond, 1956). Ein weiteres Beispiel
ist die MTX-Resistenz in humanen Krebszelllinien. Dabei sind eine verminderte Aufnahme
von MTX, ebenso wie eine gesteigerte Aktivitat und Menge der DHFR fiur die Resistenz
verantwortlich (Cowan, et al., 1982, Ohnoshi, et al., 1982, Todd, et al., 1982).

Dies zeigt, dass die Entwicklung einer Resistenz gegen Pteridin-Analoga eine gangige
Reaktion von Organismen auf die Einwirkung dieser Substanzen ist und nicht nur in

Leishmanien auftritt.

5.2.4.2. NMT-C0074-Resistenz vermittelt in Promastigoten keine

Kreuzresistenzen

Die Behandlung der NMT-C0074-resistenten Leishmanien mit den ICs der anderen
Leitstrukturen zeigte keine Kreuzresistenz (Abb.10+15). Die beobachtete Resistenz ist

somit spezifisch fur NMT-C0074.
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Fur Methotrexat-resistente Leishmanien wurden schwache Kreuzresistenzen gegen
Primaquin (anti-Malaria-Wirkstoff) und Terbinafin (Antimykotikum) beschrieben, jedoch
keine Kreuzresistenzen gegen Miltefosin oder Antimon (Ellenberger und Beverley, 1989).
Es ware sicher interessant gewesen, zu prufen, ob die NMT-C0074-resistenten

Promastigoten auch gegen Methotrexat oder Pyrimethamin resistent sind.

5.2.4.3. Genetische Grundlagen der NMT-C0074-Resistenz

Bei der Selektion von L.donBPK091[pcos190] unter IC;s NMT-C0074 wurden in beiden
biologischen Proben Cosmide angereichert, die einen Bereich auf Chromosom 6 (Abb.8
E+F) abdecken.

In diesem Bereich befindet sich unter anderem das fur die DHFR-TS codierende Gen
(LinJ.06.0890). Diese Ergebnis legt nahe, dass die zusatzlichen extrachromosomalen
DHFR-TS-Genkopien zum Uberleben der Parasiten bei hohen Konzentrationen von NMT-
C0074 beitragen. Grund zu dieser Annahme gibt die Beobachtung der verstarkten
Expression der DHFR-TS in Methotrexat-resistenten Leishmanien (Coderre, et al., 1983,
Washtien, et al., 1985). Diese Annahme kénnte durch eine gezielte Uberexpression von
DHFR-TS in den Leishmanien und einer anschlieRenden Behandlung der Zellen mit NMT-
C0074 Uberpruft werden.

Cunningham and Beverley (2001) zeigten, dass die PTR1 die Funktion der DHFR-TS
teilweise Ubernehmen kann, wenn diese durch Inhibitoren gehemmt wird. Wahrscheinlich
kann die DHFR-TS umgekehrt die Funktion der PTR1 Ubernehmen, wenn diese gehemmt
wird. Dies bleibt jedoch durch weitere Experimente zu klaren.

Bislang wurden keine Resistenzen gegen PTR1-Inhibitoren in Leishmanien beschrieben.
Mégliche Ursachen fir die Entstehung von Resistenzen gegen Pteridin-Inhibitoren
konnten teilweise aus dem verwandten Folat-Stoffwechselweg abgeleitet werden. Fir eine
MTX-Resistenz wurden verschiedene Wege beschrieben: Eine verminderte Aufnahme von
Methotrexat Uber den MTX-Transporter, eine Amplifikation des DHFR-TS codierenden
Gens und die daraus resultierende Uberexpression der DHFR-TS durch die
extrachromosomale Amplifikation der H-DNA-Region (Papadopoulou, et al., 1992)
(Callahan und Beverley, 1992). PTR1 ist das Methotrexat-Resistenz-vermitteinde Gen auf
den H-DNA-Regionen, die Leishmanien bei der Selektion unter Methotrexat amplifizieren
(Bello, et al., 1994). Auch flr Trypanosomen sind z.T. gleiche Wege zur Entwicklung einer

Methotrexat-Resistenz beschrieben. Methotrexat-resistente T. brucei zeigten einen
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verminderten Transport von Methotrexat in die Zellen (Dewar, et al., 2016). In T. cruzi
korrelierte die Expression von PTR1 mit der Methotrexat-Resistenz der Zellen ( Robello, et
al., 1997).

Eine genomweiten Analyse von genetischen Veranderungen der spontan NMT-C0074-
resistenten L.don 1SR unter NMT-C0074-Selektion ist zur Zeit noch in Arbeit, so dass
nichts Uber weitere Resistenz-vermittelnde genetische Marker bekannt ist.

Wie erwartet wurden in den spontan NMT-C0074-resistenten L.don 1SR keine Mutationen
in dem Miltefosin-Transporter gefunden (Abb. 18), die bei den Miltefosin-Derivaten fur die
Resistenz gegen die Leitstrukturen verantwortlich sind. Als Pteridin-Derivat wird NMT-
C0074 vermutlich auch uber Pteridin- oder Folat-Transporter von den Parasiten
aufgenommen (Lemley, et al., 1999). Tatsachlich zeigten sich in der genomweiten
Sequenzanalyse Mutationen in drei Transporter-Genen, die Aminosaure-Austausche

bedingen. Eine Funktionsanalyse dieser Mutanten steht z.Zt. noch aus.

5.2.4.4. Spontan NMT-C0074-resistente L.don zeigen SNPs in Folat-

Transportern

Im Leishmania-Genom wurde mehreren Genen eine Transportfunktion fir Pteridine, zu
denen auch Biopterin und Folate zahlen, zugeschrieben. Die Analyse dieser Pteridin- und
Biopterin/Folat-Transporter zeigte in den spontan NMT-C0074-resistenten L. don
Sequenzabweichungen. Es wurden SNPs in drei Protein-kodierenden Sequenzen
beobachtet, die zu einer veranderten Aminosauresequenz fihren. In beiden unter NMT-
C0074 selektierten Proben wurde fur das Gen Lind.10.0410 Mutationen gefunden, die zu
einer Aminosaure-Sequenz-Veranderung an Position 416 (Thr416Ala) flihren. Der
Austausch einer polaren Aminosaure, Threonin, gegen eine unpolare Aminosaure, Alanin,
ist geeignet, Funktionsveranderungen auszulésen. In LinJ.10.0400 konnten gleich
mehrere SNPs beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass es sich um ein hoch
variable Gen-Region handelt. Fur den in Leishmanien wichtigen Folat-Transporter (FT1)
konnte bereits gezeigt werden, dass Punktmutationen zu einer verringerten Aktivitat des
Transporters fihrten kdnnen. Dridi et al. ersetzten gezielt konservierte Aminosauren in der
Transporter-Sequenz und zeigten direkte Auswirkungen auf die Sensitivitat der Parasiten
gegen Methotrexat. Ebenso konnte dabei gezeigt werden, dass eine unveranderte Ladung
der Seitenketten der Aminosauren fur die Stabilitdt und Funktion des FT1 wichtig war
(Dridi, et al., 2010).
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Fir Lind.10.0400 wurden ebenfalls mehrere Basen-Austausche beobachtet, die in der
Aminosaure-Sequenz an Position 310 zum Austausch von Asparaginsaure zu Glycin
fuhren. Bei dieser Substitution handelt es sich um den Austausch einer sauren
Aminosaure gegen eine neutrale Aminosaure; auch dies kann zum Aktivitatsverlust des

putativen Transporters flhren.

Auch fur murine Zellen wurde beschrieben, dass Mutationen in Folat-Transporter mit
einem verminderten Import von Folaten korreliert und dass ein Erhalt der Ladungen der
Aminosauren-Seitenketten notwendig fur den Transport von Folaten Uber die Membran
war (Sharina, et al., 2001). Die Selektion von spontanen Resistenzen gegen Methotrexat
in murinen Krebs-Zelllinien zeigte ebenfalls Aminosaure-Substitutionen im Folat-
Transporter und ein damit einhergehende Resistenz gegen MTX (Zhao, et al., 1999). Dies
verdeutlicht noch einmal, dass Mutationen in Pteridin-Transportern Resistenzen

begriinden kénnen und nicht nur in Leishmanien auftreten.

5.2.4.5. Erhohte Infektiositat durch NMT-C0074-Resistenz

Bei den Infektionsexperimenten mit murinen, primaren Knochenmarksmakrophagen
(BMMs) zeigten die NMT-C0074-resistenten L.donBPK091[pcos190] erhdhte
Parasitenlasten. 48 h nach Beginn der Infektion war ein signifikanter Unterschied zu der
nicht-resistenten Kontrolle zu beobachten (Abb.11).

Dieses Ergebnis unterscheidet die NMT-C0074-resistenten L.donBPK091[pcos190]
deutlich von den anderen in dieser Arbeit selektierten Parasiten. Die Miltefosin-, NMT-
A002- und Sb'l-resistenten-L.donBPK091[pcos190] zeigten stets geringere
Parasitenlasten in den BMMs im Vergleich zu den nicht-resistenten Kontrollen.

Dies legt nahe, dass die Mechanismen, die den Parasiten nach einer in vitro Selektion
resistent gegen NMT-C0074 machen, sich auch verstarkend auf die Infektiositat
auswirken. Es ist bekannt, dass sich L.major DHFR-TS—Nullmutanten nicht in murinen
Makrophagen vermehren konnen (Titus, et al., 1995). Wenn die Abwesenheit der DHFR zu
eine verminderten Infektiositat der Parasiten fuhrt, kdnnten zusatzlichen Genkopien der
DHFR-TS in den NMT-C0074-resistenten L.donBPK091[pcos190] fur eine starkere
Infektiositat der Parasiten verantwortlich sein. Um diese Hypothese zu Uberprifen, sind
jedoch weiterfUhrenden Experimente notig.
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Gestutzt wird die Hypothese durch die Beobachtung der gesteigerten Infektiositat von
Antimon-resistenten L. donovani in Infektionsexperimenten im Vergleich mit Antimon-
sensitiven Parasiten (Carter, et al., 2005). Dieses Ergebnis bestatigte sich auch bei der
Infektion von BALB/c-Mausen (Vanaerschot, et al., 2011). Die hohere Virulenz von
resistenten Leishmanien kann auf die allgemein bessere Fitness der Parasiten
zuruckgefuhrt werden. Durch den Selektionsdruck wachsen in der resistenten Leishmania-
Population die Parasiten heran, die sich am schnellsten und besten an die neuen
Bedingungen anpassen konnen (Vanaerschot et al., 2010).
Um das Gen, das unter dem Selektionsdruck von NMT-C0074 fiur eine bessere Fitness
des Parasiten verantwortlich ist zu identifizieren, sollen die Gene, die auf dem aus NMT-
C0074-resistenten L.donBPK091[pcos190] isolierten Cosmid liegen, einzeln durch
Uberexpression und Phanotypanalysen untersucht werden. Dieses Projekt wird Teil einer

geplanten Dissertation.

Eine interessante Beobachtung wurde bei den Infektionsexperimenten mit den spontan-
NMT-CO0074-resistenten L.don 1SR gemacht. Hier zeigte nur die biologische Probe 1
signifikant erhdhte Parasitenlasten in in vitro Infektionsexperimenten (Abb.16).

Diese Ergebnis steht im Kontrast zum zuvor beschriebenen Ergebnis der
Infektionsexperimente mit NMT-C0074-resistenten L.donBPK091[pcos190]. Die spontane
Resistenz der L.don 1SR gegen NMT-C0074 liegt hier vermutlich nicht in der héheren
Fitness des Parasiten begrindet. Eine mogliche Erklarung kdnnten die verschiedenen
Selektionsverfahren zur Erzeugung der resistenten Parasiten liefern. Wahrend bei der
Selektion einer Cosmid-Genbank tragenden Leishmania-Population Parasiten mit
dominanten Merkmalen selektiert werden, kdénnen sich bei der Selektion von wildtyp-
Zellen auch rezessive Resistenzmerkmale in der Population durchsetzen.

Da die Parasiten beider biologischen L. don Proben resistent gegen NMT-C0074 sind,
ware es interessant die genetischen Unterschiede der beiden Proben genauer zu

analysieren.

5.2.4.6. Resistenz gegen NMT-C0074 von L.donBPK091[pcos190] bleibt

auch in intrazellularen Amastigoten erhalten

Um zu priufen ob die NMT-C0074-resistenten Parasiten auch als intrazellulare Amastigoten
resistent gegen NMT-C0074 sind, wurden BMMs mit NMT-C0074-resistenten
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L.donBPK091[pcos190] infiziert und anschliefend mit NMT-C0074 behandelt. Es konnte
keine signifikante Reduktion der Parasitenlast beobachtet werden (Abb.12). Im Gegensatz
zu den Resistenzen gegen die anderen Leitstrukturen, die im Rahmen dieser Arbeit in
L.donBPKO091[pcos190] erzeugt wurden, konnte nur die NMT-C0074-Resistenz im
amastigoten Stadium beobachtet werden. In der Literatur wurden Miltefosin-resistente L.
donovani Promastigoten beschrieben, die auch als intrazellulare Amastigoten resistent
gegen Miltefosin waren (Seifert et al., 2007). Diesen Ergebnissen kommt eine gewichtige
Bedeutung zu, da bei einer Leishmaniose die Amastigote und damit die pathogene
Lebensform mit dem Wirkstoff behandelt werden muss. Eine Wirksamkeit der Wirkstoffe
gegen intrazellulare Amastigoten unter Vermeidung von moglichen auftretenden

Resistenzen ist daher besonders wichtig fir die Entwicklung von Medikamenten.

5.2.4.7. Spontane Resistenz NMT-C0074 bleibt nicht in intrazellularen

Amastigoten erhalten

Bei der Behandlung von murinen, primaren Makrophagen, die mit spontan NMT-C0074-
resistenten L.don 1SR infiziert waren, konnte eine signifikante Reduktion der Parasitenlast
beobachtet werden (Abb.X). Die spontan NMT-C0074-resistenten Parasiten waren im
Stadium der intrazellularen Amastigoten wieder sensitiv gegentuber NMT-C0074. Diese
Ergebnis steht im Kontrast zu dem mit den Cosmid-Genbank tragenden L.donBPK091, die
resistent gegen NMT-C0074 waren und verdeutlicht den Unterschied zwischen der
Selektion einer Cosmid-Genbank-tragenden Leishmania Population oder der Selektion
wildtyp-Zellen auf eine spontane Resistenz. In beiden Fallen konnten resistente
Promastigoten erzeugt werden, jedoch vermutlich mit unterschiedlichen genetischen
Veranderungen und damit Auswirkungen auf den Parasiten im intrazellularen amastigoten
Stadium.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass NMT-C0074 das gleiche Potential
besitzt in Leishmania-Promastigoten Resistenzen zu induzieren, wie Miltefosin und die
Miltefosin-Derivate. Obwohl die spontane Resistenz gegen NMT-C0074 keine
Auswirkungen auf die Infektiositat der intrazellularen Amastigoten oder ihre Sensitivitat
gegenuber NMT-C0074 zu beobachten war, zeigten die NMT-CO0074-resistenten
L.donBPK091[pcos190] eine erhohte Infektiositdt und eine verminderte Sensitivitat der

intrazellaren Amastigoten gegen die Behandlung mit NMT-C0074. Dies zeigt ein Risiko
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nach einer systematischen Behandlung von Patienten mit NMT-C0074 resistente
Leishmanien gegen diese Leitstruktur zu selektieren. Daher ist der Einsatz dieser
Leitstruktur als Wirkstoff gegen Leishmaniose in diesem Stadium nicht sinnvoll. Eine
mogliche Verwendung ist der Einsatz in der Kombinationstherapie. Durch die zusatzliche
Gabe eines weiteren Wirkstoffes kann das Risiko der Selektion resistenter Parasiten

vermindert werden.

5.2.5. NMT-H0080

NMT-HOO080 ist ein Flavonoid-Derivat (Borsari, et al., 2016). Flavonoide sind eine Gruppe
aromatischer Verbindungen, die in Pflanzen zum Grofdteil im Blitenfarbstoff vorkommen
und an vielen Signaltransduktionskaskaden beteiligt sind. Flavonoide haben eine anti-
parasitische Wirkung, die gegen intrazellulare Leishmania sowohl in vitro als auch in
Maus-Infektionsexperimenten gezeigt wurde (Tasdemir, Kaiser et al. 2006) (Fonseca-Silva,
Inacio et al. 2016). Aber auch gegen Parasiten wie Trypanosomen und Plasmodien
konnen Flavonoide eingesetzt werden (Weniger, et al., 2006).

In dieser Arbeit wurden L.donBPK091[pcos190] Promastigoten mit NMT-HO080 selektiert.
Cosmide, die unter dem Selektionsdruck in den NMT-HO0080-resistenten Parasiten
angereichert wurden, wurden zur Identifikation der dominanten genetischen Marker

analysiert.

5.2.5.1. In vitro Selektion von NMT-H0080-resistenten Leishmanien nur

unter ICso moglich

Bei der Selektion von L.donBPK091[pcos190] konnten nur unter ICso NMT-HO0080-
resistente Promastigoten selektiert werden (Abb.7,B). Verglichen mit den Parasiten, die
gegen andere Leitstrukturen resistent waren, war das Wachstum der NMT-HOO080-
resistenten Parasiten meist langsamer. Unter IC7s konnten keine resistenten Parasiten
kultiviert werden (Abb.7,C).
Die beobachtete Resistenz gegen NMT-HO080 war konzentrationsabhangig. Hohere
Konzentrationen von NMT-HO080 konnten von den unter ICso selektierten Parasiten nicht
mehr toleriert werden. Moglicherweise wird die Hemmung des Wachstums durch den
Uberschuss an NMT-H0080 erreicht. Es scheint sich um einen NMT-H0080-
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unspezifischen Resistenzmechanismus zu handeln, der kompensatorisch wirkt, aber bei
zu hohen Konzentrationen von NMT-HO080 diese Funktion nicht mehr aufrecht erhalten
kann. Um eine genaue Aussage Uber die zu Grunde liegenden Resistenzmechanismen

treffen zu kdnnen, mussten weitere Experimente durchgefuhrt werden.

5.2.5.2. Genetische Grundlagen der NMT-H0080 Resistenz

Die Selektion der L.donBPK091[pcos190] mit NMT-HOO80 unter ICso flhrte zur
Anreicherung eines Cosmids, das einen Bereich von Chromosom 36 abdeckt (Abb.8, G).
In diesem Bereich auf Chromosom 36 befindet sich unter anderem das Gen LinJ.36.6970.
Das Genprodukt wird auf Grund seiner Homologie zu den Methyltransferasen gezahilt.
Uber die tatsachliche Funktion des Proteins in Leishmanien ist bislang jedoch noch nichts
bekannt.

Ein Zusammenhang von resistenten Parasiten und der Funktion von Methyltransferasen
ist aus der Literatur abzuleiten. Das Fehlen von alkylierten Sterolen in der Membran von
Amphotericin-B-resistenten L. donovani korreliert mit der verminderten Expression ebenso
wie die Expression einer veranderten mRNA der S-Adenosyl-L-Methionin:C-24-Delta-
Sterol-Methyltransferase (Pourshafie, et al., 2004). Moglicherweise spielen hier auch die
Extrakopien von LinJ.36.6970 bei der Resistenz gegen NMT-HOO80 eine Rolle. Dies
musste durch weiterflihrende Experimente gepruft werden.

Flavonoide sind eine Wirkstoffklasse mit einer hohen Diversitat und damit sehr
unterschiedlichen Wirkweisen. In Leishmanien kdnnen Flavonoide das Wachstum der
Parasiten durch ihre Bindung an P-Glykoprotein-dhnliche Transporter hemmen (Perez-
Victoria, Chiquero et al. 1999). P-Glykoproteine sind ABC-Transporter und wurden in
humanen Krebszelllinien durch Flavonoide inhibiert (Di Pietro, Conseil et al. 2002). Durch
die Uberexpression der Transporter kdnnen Resistenzen gegen Flavonoide entstehen (Di
Pietro, Conseil et al. 2002). Ein weiterer anti-parasitarer Mechanismus von Flavonoiden ist
die Induktion der reactive oxygen species (ROS), die das Mitochondrion des Parasiten
schadigen und so zum Absterben der Zelle fiihren (Fonseca-Silva, Canto-Cavalheiro et al.
2015).

Da die Selektion von NMT-H0080-resistenten Leishmanien nur unter 1Cso erfolgreich war,
wurden die Parasiten nicht in die vergleichenden Infektionsexperimente mit den anderen

unter ICzs selektierten Parasiten mit einbezogen. Daher kann hier keine Aussage uber die
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Auswirkungen einer NMT-HO080-Resistenz auf die Infektiositat der Parasiten gemacht
werde. Verglichen mit den anderen hier getesteten Leitstrukturen zeigte NMT-HO080
jedoch das geringste Potential eine Resistenz in Leishmanien zu induzieren, was ein

grofRer Vorteil fur eine therapeutische Anwendung von NMT-HO080 ist.

Fazit

Der Vergleich der in dieser Arbeit getesteten Leitstrukturen NMT-A001, NMT-A002, NMT-
C0074 und NMT-HO080 mit den bereits bekannten Wirkstoffen Miltefosin und Antimon
(Sb!) zeigte nur fur NMT-HOO080 ein geringeres Potential zur Induktion der
Resistenzbildung. Unter diesem Gesichtspunkt war NMT-HO080 die Leitstruktur mit dem
vielversprechendsten Anwendungspotential.

Nur fur die NMT-C0074-resistenten Parasiten war eine erhohte Infektiositat und auch eine
Ubertragung der Resistenz auf das Amastigoten Stadium zu beobachten. Diese
Ergebnisse sprechen gegen eine Verwendung dieser Leitstruktur.

Die Miltefosin-Derivate NMT-A001 und NMT-A002 zeigen nahezu das gleiche Potential bei
der Induktion von Resistenzen in Leishmanien wie Miltefosin, nur bei spontan-NMT-A002-

resistenten Parasiten konnte ein unbeeintrachtigte Infektiositat beobachtet werden
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