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1. Hauptteil

1.1. Einleitung

Schistosomiasis, auch bekannt als Bilharziose, ist eine parasitare Erkrankung, die durch
Trematoden (Saugwirmer) der Gattung Schistosoma spp. (Parchenegel) verursacht
wird °°. Sie wurde erstmals 1851 von dem deutschen Arzt Theodor Bilharz in Kairo,
Agypten, entdeckt und beschrieben 8. Es gibt mehrere humanpathogene Arten; am
haufigsten kommen Schistosoma mansoni (S. mansoni), S. haematobium und
S. japonicum vor 82, Der Parasit vermehrt sich in StBwasserschnecken (Zwischenwirt)
in warmen stehenden Gewassern, dringt perkutan in den Menschen (Endwirt) ein und
gelangt Uber das GefalRsystem in die Endorgane, um sich dort fortzupflanzen 14,
S. mansoni und S.japonicum befallen bevorzugt den Gastrointestinaltrakt,

S. haematobium den Urogenitaltrakt .

Schéatzungsweise sind mindestens 250 Millionen Menschen weltweit von der Erkrankung
betroffen (Weltgesundheitsorganisation (WHO) 2021) ?!!, wobei von einer hohen
Dunkelziffer ausgegangen werden muss 1543105203 Schistosomiasis ist mit Malaria eine
der haufigsten parasitaren Erkrankungen weltweit . Sehr verbreitet ist die tropische
Krankheit in Afrika stidlich der Sahara, im mittleren Osten, in Stidamerika, in der Karibik
und in Sldostasien 6. Laut Einschatzungen der WHO leben etwa 90% der
behandlungsbedurftigen Betroffenen in Afrika 2*'. Schistosomiasis gehort zu den funf
haufigsten neglected tropical diseases, die zwar in den betroffenen Gebieten ein grol3es
soziookonomisches Problem darstellen, aber nur wenig globale Aufmerksamkeit und
Unterstiitzung erhalten 2. In Hochrisikogebieten ist die Pravalenz der Erkrankung sehr
hoch 1%, Weil Kinder schon friih wiederkehrend in Kontakt mit kontaminiertem Wasser
kommen, infizieren sie sich oft innerhalb der ersten Lebensjahre #*. Beispielsweise
wurden bei Kindern aus den Uferregionen des WeilRen Nils in Uganda Pravalenzen von
bis zu 100% gefunden *!. Griinde fiir die massive Ausbreitung und Ubertragung in
endemischen Gebieten ist das warme Klima, die herrschende Armut, ein mangelhaftes
Gesundheitssystem, unzureichende Sanitaranlagen und fehlender Zugang zu sauberem
Trinkwasser 2. Darliber hinaus ist auch die Therapie mit dem gut wirksamen
Anthelminthikum Praziquantel wegen der anfallenden Kosten und fehlenden
Infrastruktur eine Herausforderung #2!1, Dennoch konnte in den letzten Jahren eine
Intensivierung der préventiven Massenbehandlungen mit Praziquantel erreicht
werden 1%, Besonders bei Schulkindern fiihrten sie in Afrika zu einem Riickgang der
Pravalenz von 23% (2000-2010) auf 9,6% (2015-2019) 1%, Die COVID-19-Pandemie



fuhrte allerdings 2020 zur Unterbrechung bzw. Verzdégerung vieler Behandlungs-
programme, weshalb eine erneute Zunahme der Pravalenz zu befiirchten ist 212121,

Durch die globale Erwarmung im Rahmen des Klimawandels und vermehrte Mobilitat
dehnen sich tropische Erkrankungen in neue Gebiete aus >?!!, Es wird davon
ausgegangen, dass Schistosomiasis in den néchsten Jahren bis in den Stden Europas
vordringen wird 28, Bereits 2014 wurde ein Ausbruch auf Korsika bekannt, bei dem sich

etwa 120 Touristen und Einheimische angesteckt hatten 4,

In endemischen Gebieten spielt vor allem die chronische Schistosomiasis eine grof3e
Rolle #4. Sie kann sich zunachst durch unspezifische Symptome bemerkbar machen und
fuhrt in einigen Fallen zu gefahrlichen Spatfolgen 82, Als schwerste Komplikation gilt die
Entwicklung einer hepatosplenischen Schistosomiasis (HSS), die sich durch eine portale
Hypertension und deren Folgen auszeichnet 8. Dariiber hinaus kommt es gehauft zu
Koinfektionen mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), Hepatitis B-Virus (HBV)
oder Hepatitis C-Virus (HCV) 138152 und es besteht eine Assoziation zu
Plattenepithelkarzinomen der Harnblase (S. haematobium) sowie hepatozellularen

Karzinomen (S. mansoni, S. japonicum) 31221,

In dieser Arbeit soll fiir die Art S. mansoni untersucht werden, inwieweit die hepatische
Eibelastung das Ausmald der Immunantwort und der Leberzellschadigung beeinflusst.
Dazu werden zunachst die relevanten Hintergriinde der Parasiteninfektion erlautert und

der aktuelle Stand der Forschung dargelegt.

1.1.1. Lebenszyklus S. mansoni

Der Parasit S. mansoni durchlauft wahrend eines Lebenszyklus unterschiedliche
Stadien (Abbildung 1). Aus Eiern geschlipfte Mirazidien befallen StiRwasserschnecken
in stehenden Gewassern, vermehren sich dort asexuell und gelangen als Zerkarien
zurlick ins Wasser 1’6, Kommen Menschen in Kontakt mit zerkarienhaltigem Wasser,
penetrieren die Zerkarien die Haut, werden zu Schistosomulae und gelangen ins vendse
GefaRsystem des Menschen 6. Uber die Lunge wandern sie mit dem Blutstrom (iber
die MesenterialgefalRe in die Pfortader, wo sie zu adulten mannlichen oder weiblichen
Wiirmern reifen und sich paaren %6, Sie wandern anschlieRend gegen den Blutstrom in
die venosen GefalRe des Darms zurtick und legen dort ihre Eier ab ¢, Ein Weibchen
legt bis zu 350 Eier am Tag 3% und Uberlebt mit ihrem Mannchen ohne Therapie
durchschnittlich 5-10 Jahre im Wirt "82%, Um den Kreislauf zu schlieRen, wandern die
Eier durch die GefaR- und Darmwand ins Darmlumen und werden mit dem Stuhl
ausgeschieden 16, Gelangt Stuhl mangels Sanitaranlagen und Abwasserkandle in

Gewasser, schlupfen dort Mirazidien aus den Eiern und der Kreislauf setzt sich fort 146,
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Abbildung 1: Lebenszyklus von S. mansoni

Gelangen S. mansoni-Eier in warme, stehende Gewasser, schlipfen Mirazidien, die sich in SulRwasser-
schnecken (Biomphalaria glabrata) vermehren. Sie gelangen als Zerkarien zuriick ins Wasser und dringen
bei Kontakt perkutan in das humane Gefalisystem ein. Sie wandern bis in die Pfortader, reifen zu adulten
Wurmern heran, paaren sich und legen ihre Eier im vendsen Gefal3system des Darms ab. Die Eier migrieren
durch die Darmwand, werden mit den Fazes ausgeschieden und gelangen erneut in Gewasser. Der
Kreislauf schlie3t sich. Manche Eier geraten utber die Pfortader in die Leber und verursachen dort schwere
Lasionen. Eigene Abbildung erstellt mit Biorender.com.

1.1.2. Pathogenese und Klinik der S. mansoni-Infektion

Nicht alle Eier durchlaufen den Kreislauf erfolgreich. Experimentellen Studien zufolge
werden weniger als die Halfte der gelegten Eier tatsachlich mit dem Stuhl aus-
geschieden 72135, Viele Eier werden mit dem Blutfluss aus den MesenterialgefalRen
wieder in die Pfortader gespllt und ,verirren“ sich so in die Leber 118135, Sje migrieren
aus den Pfortaderabgdngen ins hepatische Gewebe und werden dort - ohne Mdoglichkeit
das Organ wieder zu verlassen - dauerhaft eingeschlossen 44. Es entwickelt sich eine
starke granulomatdse Entzindungsreaktion um die Eier, die folglich besonders
ausgepragt in unmittelbarer Nachbarschaft der periportalen GefaRe zu finden ist 1144, Im
chronischen Stadium werden die Immunzellen der Granulome zunehmend durch
Fibroblasten ersetzt !’. Die GroRe der Granulome nimmt ab und es kommt zur
Fibrosierung und Kalzifizierung der periportalen Bereiche . Dabei bleiben die
Hepatozyten intakt und die lobulare Struktur der Leber erhalten !’. Dies unterscheidet
die assoziierte periportale Fibrose einer schweren hepatosplenischen Schistosomiasis
(HSS) von der klassischen Leberzirrhose . Zum ersten Mal beschrieben wurde die
Pathologie 1904 von William Symmers in Kairo *¥°, Bei mehreren Leberautopsien
entdeckte er neben Schistosomiasis-Eiern eine ausgepragte Vermehrung des fibrosen

periportalen Gewebes ¥°, Da ihn die Form der Fibrose im Langsschnitt an weilRe



Tonpfeifenstiele (engl. pipe stems) erinnerte, wird sie bis heute als ,Symmer’s Pipe Stem

Fibrosis“ bezeichnet 8°,

Klinisch kann bei einer S. mansoni-Infektion zwischen lokalen, akuten und chronischen
Symptomen, sowie Spatkomplikationen unterschieden werden.

Zuerst auBert sich der perkutane Befall innerhalb weniger Stunden als Zerkarien-
Dermatitis mit makulopapulésem Ausschlag und Juckreiz 1,

Innerhalb von 4-6 Wochen tritt bei Erstinfektionen die akute Form der Schistosomiasis
auf (Katayama-Fieber), die vermutlich durch eine systemische Hypersensitivitats-
Reaktion verursacht wird 167180, Sje manifestiert sich bei der Bevolkerung endemischer
Regionen verhaltnismalfiig selten, vermutlich durch eine Lymphozyten-Sensibilisierung
bereits in utero 82197, Das Kklinische Erscheinungsbild ist unspezifisch; es kann zu
plotzlichem Fieber, Kopfschmerzen, respiratorischen Symptomen und Myalgien
kommen %61 Darliber hinaus kann im Verlauf eine entziindliche Hepatomegalie mit
abdominellen Schmerzen und blutiger Diarrho auftreten 56168,

Nach etwa drei Monaten geht die akute Schistosomiasis in die chronische tber 7,
Obwohl sie sich in vielen Fallen nicht spezifisch auRRert, werden vor allem bei Kindern
Anamie, Malnutrition, verminderte korperliche Belastbarkeit und kognitive
Entwicklungsstorungen beobachtet 17:44.66.77.106,176

Schwere hepatosplenische Komplikationen (HSS) kdnnen bei hoher Infektionslast,
dauerhafter Entziindung, verminderter Fahigkeit der Immunmodulation sowie bei
genetischer Pradisposition nach 5-15 Jahren auftreten 282180 Dje stetig zunehmende
periportale Fibrosierung l6st eine portale Hypertension aus. Diese kann mit einer
Splenomegalie, Aszites und portokavalen Anastomosen einhergehen, wobei letztere
haufig zum Tod filhren 4482180206 Der Ubergang in ein Leberversagen ist zwar im

dekompensierten Endstadium maoglich, aber eher selten 1.

1.1.3. Leberpathologie durch S. mansoni-Eier

Es ist bereits bekannt, dass die Organpathologie und die daraus resultierende Morbiditat
im Rahmen einer Schistosomiasis-Erkrankung nicht auf die Wirmer, sondern auf die
parasitaren Eier zurtickzufiihren sind 4486180 Die Eier sondern Ei-sezernierte Proteine
ab (ESP) %, die in einer zellularen Hullschicht unterhalb der Eischale produziert
werden 3. Die Proteine weisen ein breites Funktionsspektrum auf und interagieren auf
unterschiedliche Weise mit dem periovularen Wirtsparenchym 8. So besitzen einige
Proteine eine enzymatische Aktivitat oder binden Botenstoffe 131187, Andere sind in der
Lage, bis in das Zytosol oder den Nukleus der Wirtszellen vorzudringen und dort die

Proteinexpression zu beeinflussen 191, Es kommt zur Schadigung der Hepatozyten 2.



1.1.3.1. Leberzellschadigung

Zunachst muss betont werden, dass eine generalisierte Leberzellschadigung mit
Leberversagen bei der Pathologie durch S. mansoni nicht im Vordergrund steht .
Selbst bei einem schweren chronischen Verlauf kann die Leber noch lange ihre Funktion
aufrechterhalten und es kommt erst spat zum Versagen des Organs 1. Dennoch wird in
Tierversuchen und klinischen Studien immer wieder von einer Erhéhung der Alanin-
Aminotransferase (ALT) und der Aspartat-Aminotransferase (AST) im Zusammenhang
mit einer Schistosomen-Infektion berichtet 949114161 Besonders die Transaminase ALT
weist spezifisch auf die Schadigung des Leberparenchyms hin %2, Das Enzym wird im
Zytosol der Hepatozyten exprimiert und bei deren Schadigung freigesetzt 162, Oft ist der
Transaminasen-Anstieg nicht oder nur leicht messbar 244%€018  Das liegt vermutlich
daran, dass nicht das gesamte Leberparenchym, sondern nur die Ei-nahen Bereiche von

einer Schadigung betroffen sind.

Dass die parasitaren Eier fur die Hepatotoxizitat verantwortlich sind, zeigten Abdulla
et al. 2. Sie inkubierten primare Maus-Hepatozyten mit S. mansoni-Eiern unterschied-
licher Anzahl 2. In einem zweiten Versuch stimulierten sie die Hepatozyten mit ESP-
Bestandteilen zunehmender Konzentration 2. Zur Quantifizierung der Hepatotoxizitat
wurde anschlieRend die ALT-Aktivitat bestimmt 2. Es zeigte sich eine Dosis-abhangige
Schadigung der Hepatozyten durch die Eier und deren sezernierte Proteine 2. Sie nahm
mit steigender Eizahl und ESP-Konzentration zu 2.

Die Hepatotoxizitat der Eier kann auf verschiedene Pathomechanismen zurtickgefuhrt

werden, die im Folgenden naher beleuchtet werden.

1.1.3.2. Immunantwort

Die Immunreaktion des Wirts tragt zur Ei-vermittelten Pathologie der hepatischen
Schistosomiasis einen entscheidenden Teil bei®. Selbst bei vollstandiger Immun-
kompetenz kénnen Schistosomen nicht vom menschlichen Immunsystem beseitigt
werden und persistieren im hepatischen Gewebe *’. Das Ziel des Wirts ist, den Parasiten

in Schach und die Morbiditat dabei moglichst gering zu halten 7.

1.1.3.2.1. Akute Immunantwort

In der akuten Phase spielt die erworbene Immunantwort - besonders die Tul- bzw. Tn2-
Immunantwort - eine grof3e Rolle. Namensgebend sind die cluster of differentiation 4-
positiven (CD4+) T-Helferzellen Typ 1 und 2 (Twl-, Tu2-Zellen), die jeweils zentrale
Funktionen Ubernehmen X, Wahrend die Tyl-Immunantwort proinflammatorisch wirkt,

v.a. intrazellulare Erreger bekampft und bei fehlender Regulation zu ausgedehnter
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Entzindung und Gewebeschéaden fiuhren kann, erfolgt die Tu2-Antwort hauptséchlich
antikorpervermittelt, dampft die Twl-Antwort und tragt zur Einddmmung des

Entziindungsgeschehens bei 144169,

Nachdem zu Beginn einer Infektion zunachst eine unspezifische Immunreaktion
ausgelost wird, geht diese in den ersten Tagen in eine Tul-Immunantwort Uber ', Sie
wird durch wandernde Schistosomulae und Wurmantigene ausgelést und ist durch das
Auftreten von hohen Interleukin (IL)-12-Spiegeln und Tu1-Lymphozyten gekennzeichnet,
die Interferon-y (IFN-y) und IL-2 sezernieren 32176,

Nach etwa funf bis sechs Wochen — ab dem Zeitpunkt der Eiablage — erfolgt ein
Ubergang von der Tul- in eine Tu2-Immunantwort *’¢. Sie zeichnet sich durch eine
Eosinophilie, erhohte IL-4-, IL-5-, IL-13- und Immunglobulin (lg) E-Spiegel sowie
abnehmende Tnl-Zytokin-Spiegel aus 1%, Das Entziindungsgeschehen ist auf das
periovulare Gewebe begrenzt und es bilden sich um die Eier Granulome ¢, Ausgeldst
wird der Wechsel v.a. durch die Eier und deren ESP. Dies wurde bei der Injektion von
Eiern in immun-naive Mause gezeigt?®?. Auch eine Stimulation von murinen
Lebergewebeproben mit I6slichen Ei-Antigenen (engl. soluble egg antigens, SEA)
in vitro flhrte zur Sekretion Tu2-typischer Zytokine, wohingegen Tpl-Zytokine kaum
messbar waren . In einer Gegenprobe erhthte eine Infektion von Mausen mit
gleichgeschlechtlichen Wirmern (ohne Eiablage) zwar die Expression der Ty1-Zytokine,
eine Tu2-Antwort blieb im Verlauf aber aus 8. Der Verlauf der akuten Immunantwort ist
in Abbildung 2 dargestellt.

Infektion Analysen
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Abbildung 2: Dynamik der Immunantwort nach einer S. mansoni- Infektion

Infolge einer Infektion mit S. mansoni I6sen die unreifen Vorstufen der Wirmer zunéchst eine Tul-
Immunantwort aus. Nach 5-6 Wochen und erfolgter Wurmreifung und -paarung kommt es zur Eiablage. Die
Eier induzieren den Ubergang der Tul- in eine Th2-Immunantwort. Das Tierexperiment wurde nach
6,5 Wochen zur Analyse des hepatischen Gewebes beendet. Es ist davon auszugehen, dass sich die Tiere
zu diesem Zeitpunkt in der Phase einer etablierten Tu2-Immunantwort befanden. 176

Teile der eigenen Abbildung wurden mit Biorender.com erstellt.



Fur mehrere ESP-Bestandteile wurde bereits ein immunmodulatorischer Effekt
nachgewiesen. Das Glykoprotein Interleukin-4 inducing principle from schistosome eggs
(auch a1 genannt, IPSE/a1) macht einen sehr groBen Anteil der ESP aus 3. Mit Hilfe
seiner Glykostrukturen bindet es an C-Typ-Lektin-Rezeptoren der Wirtszellen 133, Es
stimuliert humane und murine basophile Zellen IgE-abhangig zur massiven Freisetzung
von IL-4 und IL-13 %175 |PSE/a1 ist auRerdem in der Lage, mit Hilfe einer nuklearen
Lokalisationssequenz (NLS) bis in den Nukleus der Wirtszellen vorzudringen, an die
Desoxyribonukleinsaure (DNA) zu binden und die Genexpression zu beeinflussen 02,
Eine weitere Eigenschaft von IPSE/a1 ist die Bindung selektiver Chemokine, weshalb es
auch den Namen S. mansoni chemokine binding protein (SmCKBP) tragt 173187,
Daruber hinaus nimmt auch das Glykoprotein w1l Einfluss auf das Immungeschehen. Es
bindet an Mannose-Rezeptoren dendritischer Zellen (DCs) und wird internalisiert ®°. Mit
Hilfe seiner RNase-Aktivitdt kann es messenger RNA (mRNA) und ribosomale RNA
(rRNA) abbauen und die Proteinexpression storen . Dies flihrt zur Entwicklung eines
Tw2-induzierenden Zelltyps ©°.

Auch das Glykoprotein k5 scheint fUr die Immunantwort sehr relevant zu sein. Es wird

spezifisch von IgE erkannt und gebunden 174,

Als antigenprésentierende Zellen nehmen dendritische Zellen ESP auf, prasentieren sie
naiven CD4+ T-Zellen und aktivieren deren Differenzierung zu Tu2-Lymphozyten 1?7,
Diese sezernieren IL-4, IL-5 und IL-13 und bilden den Hauptbestandteil der
Granulome 178, Sie sind fur die Granulomentstehung sehr bedeutend, weshalb bei CD4+
T-Zell-depletierten Mausen eine gestorte Granulombildung beobachtet wurde 71130,

Neben T-Lymphozyten bestehen Granulome aus Eosinophilen, B-Lymphozyten,
Basophilen, Neutrophilen und Makrophagen 6. Die genaue Funktion eosinophiler und
neutrophiler Granulozyten im Granulom ist bisher noch ungeklart 1’¢. Eosinophile konnen
zwar Schistosomulae bekadmpfen, einen wesentlichen Beitrag zur Granulombildung
scheinen sie jedoch nicht zu leisten 8193, Stimuliert wird die Eosinophilie durch IL-5 und
IL-13 70182 B-Lymphozyten sind an der Entwicklung der Tu2-Polarisierung beteiligt,
produzieren IL-4, regulieren die Granulombildung und produzieren Antikdrper (zunachst
IgM und I1gG, im Verlauf IgE) gegen ESP 42749193176 Dje Makrophagen werden entweder
durch ESP direkt oder durch IL-4 und IL-13 zu alternativ aktivierten Makrophagen vom
Typ M2 (AAMs) aktiviert 177224, Diese spielen bei parasitaren Erkrankungen im
Allgemeinen eine wichtige Rolle: Im Gegensatz zu klassisch aktivierten Makrophagen
(CAM) fuhren sie nicht zur Destruktion des Gewebes, sondern minimieren
Gewebeschaden durch Unterstitzung der Wundheilung und Foérderung des

Gewebeumbaus 4177, Dies ist im Darm besonders relevant, weil AAMs dort parasitéare



Lasionen der Darmwand reparieren und die Darmbarriere aufrechterhalten 48, Bei
Mausen, in denen die IL-4-/IL-13-abhéanigige Aktivierung der AAMs ausgeschaltet

wurde, kam es in der akuten Phase zu einer Mortalitatsrate von 100% °°.

Granulome sind sowohl fir den Wirt, als auch fur den Parasiten lebensnotwendig und
deshalb von groBRer Bedeutung: Einerseits halten sie in Leber und Darm das
Entzindungsgeschehen im Wirtsparenchym klar begrenzt und schirmen die
umliegenden Wirtszellen von den gewebetoxischen Ei-Proteinen ab 8. Andererseits
ermaoglichen sie den unbeweglichen Eiern die Migration durch die Darmwand und sind
deshalb fiir den erfolgreichen Lebenszyklus des Parasiten unabdingbar 8. Dass die Ei-
Ausscheidung stark immunabhangig ist, unterstitzt eine Studie mit HIV-positiven
Proband:innen: Die Anzahl der im Stuhl ausgeschiedenen Eier korrelierte mit der Anzahl
der CD4+ T-Lymphozyten im Blut 1%,

Allerdings hat die Bildung der Granulome auch einen entscheidenden Nachteil.
Granulome enthalten neben Immunzellen auch profibrotische Zellen. Diese produzieren
im Rahmen der Ty2-Antwort IL-13-abhéngig Kollagen, welches sich im und um das
Granulom anlagert 370, In der Leber wurden aktivierte hepatische Sternzellen (HSC) als
wichtige Akteure der Fibrose-Entstehung identifiziert 3. Obwohl die Tu2-Antwort zwar
erforderlich ist, um die Gewebe-schadigende Tul-Antwort zu supprimieren, fuhrt sie
ohne Eindammung selbst zu einem gro3en Parenchymschaden. Es entsteht eine

zunehmende Fibrosierung der betroffenen Bereiche, was in einer HSS enden kann 8.

1.1.3.2.2. Chronische Immunantwort

Um eine UberméaRige Fibrosierung zu vermeiden, wird im Verlauf der Infektion die Tn2-
gesteuerte Granulombildung begrenzt. Granulome erreichen ihre maximale GréRe
8-10 Wochen nach Infektion; etwa ab Woche 10 nimmt die GroRe ab #8125, Die Abnahme
der Immunreaktion markiert den Ubergang ins chronische Stadium “¢. Als wichtige
Akteure gelten dabei IL-10, AAMs, regulatorische B-Zellen (Brg) und regulatorische
T-Zellen (Treg) #8125,

Im Allgemeinen ist das Zusammenspiel der verschiedenen Zellen, Rezeptoren und
immunaktiven Substanzen komplex und noch nicht ganzlich erforscht. Einen grofRen
immunmodulatorischen Effekt wird dem Zytokin IL-10 zugeschrieben. Es vermindert
Studien zufolge sowohl eine Uberschiel3ende Tyl- als auch Ty2-Reaktion. Eine Infektion
bei IL-10-/IL-12- und IL-4-/IL-10-defizienten M&usen fihrte jeweils zu schwerer
hepatischer Pathologie und zum Tod 2. In der IL-10/IL-12-defizienten Gruppe kam es zu
einer enormen Erhéhung der Tu2-Zytokine mit vergrof3erten und stark fibrotischen

Granulomen %2125 |n einer klinischen Studie berichteten Falc&o et al. von hoheren IL-10-



Spiegeln im Serum von Patient:innen in der chronischen Phase verglichen mit
Patient:innen in der akuten Phase . Die gemessenen IL-10-Werte bei chronischen
Patient:innen mit HSS waren auffallend niedrig, was mit einem protektiven Effekt von
IL-10 in Einklang gebracht werden kann®. Auch Booth et al. stellten einen

Zusammenhang zwischen niedrigen IL-10-Werten und periportaler Fibrose fest 7.

Es ist inzwischen bekannt, dass die IL-10-Expression direkt durch die Eier ausgeltst
werden kann. Dabei induzieren SEA und ganz besonders IPSE/a1 die Differenzierung
der B-Lymphozyten zu By, die wiederum IL-10 sezernieren 8. Auch die Bildung
naturlicher Ty (NTreg) wird durch SEA und andere Ei-assoziierte Molekile
stimuliert 195200222 \/or allem im chronischen Stadium sind sie vermehrt messbar 222, Sie
produzieren nicht nur IL-10, sondern supprimieren die Ty1- und Tu2-Antwort auch IL-10-
unabhangig ??2. So weisen Trg- Und I110-depletierte Mause erhohte IL-4- und IFNy-
Spiegel auf®. An ihrer Aktivierung sind DCs beteiligt 1'°. Auch AAMs produzieren
antiinflammatorische Faktoren, die die Aktivitat und Proliferation der Tn2-Zellen
reduzieren und leisten damit einen grof3en Beitrag zur Kontrolle der Tu2-Antwort /7. Zum
Beispiel bauen AAMs mit Hilfe ihres Enzyms Arginase-1 Arginin ab, welches als
lebensnotwendiges Substrat fir T-Lymphozyten gilt und hemmen so deren
Proliferation %4, Gleichzeitig hemmen sie damit ihre eigene Aktivierung durch Tu2-

Zellen 18,

Obwohl die Wirmer einige Jahre Uberleben und kontinuierlich Eier in die Leber
gelangen, entwickeln die meisten Patient:innen dank dieser konsequenten Regulierung
der Immunreaktion keine tddliche Leberpathologie 8. Nur weniger als 10% der Infizierten

erleiden schwere Symptome 43187,

1.1.3.3. Metabolischer Stress

Nicht nur eine Immunantwort wird etabliert, auch der Metabolismus der Hepatozyten wird
durch die S. mansoni-Eier verandert 410, Da die Leber eine groRBe Rolle in der
Regulation des Fett- und Kohlenhydratstoffwechsels des Wirts spielt, hat dies

weitreichende Folgen fir den gesamten Organismus.

1.1.3.3.1. Hepatischer Stoffwechsel
1.1.3.3.1.1. Lipidstoffwechsel

Lipide bilden eine vielféltige Gruppe von Verbindungen mit unterschiedlichsten
Funktionen. Eine wichtige Aufgabe der Lipide ist die Energiegewinnung
und -speicherung, wobei Triacylglyceride (TAG) als wesentliche Speichermolekile den

grof3ten und effizientesten Energiespeicher des Organismus bilden. Sie bestehen jeweils



aus drei Fettsauren (FS) und einem Glycerin-Molekil. Um TAG zu synthetisieren
(Lipogenese), werden FS und Glycerin aktiviert und durch Esterbindungen miteinander
verknlpft. FS werden ausgehend von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) synthetisiert.
Nachdem Acetyl-CoA mit Hilfe der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) zu Malonyl-CoA
carboxyliert wurde, wird die weitere FS-Synthese schrittweise durch das
multifunktionelle Enzym Fettsduresynthase (engl. fatty acid synthase; FAS) katalysiert.
Der Vorgang findet im Zytosol der Leber und des Fettgewebes statt.

Besteht Energiebedarf, kommt es zur Lipolyse. Dabei werden TAG wieder zu FS und
Glycerin hydrolysiert und FS fir den weiteren Abbau verfigbar gemacht. In
Mitochondrien erfolgt schrittweise die B-Oxidation der FS zu Acetyl-CoA, welches im
Anschluss in den Citratzyklus eingeschleust werden kann und so der Energieerzeugung
dient.

Reguliert werden Lipogenese und Lipolyse je nach Substratzufuhr oder -mangel. So fuhrt
Nahrungskarenz zur Stimulation der Lipolyse. Einige Substrate und Produkte wirken
tber Feedback-Mechanismen stimulierend oder hemmend auf die beteiligten Enzyme.
Auch Proteinkinasen und Hormone beeinflussen die Aktivitat der Enzyme. Insulin

stimuliert beispielsweise die Lipogenese und hemmt die Lipolyse. 122123

1.1.3.3.1.2. Kohlenhydratstoffwechsel

Auch Kohlenhydrate haben viele Funktionen. Sie sind nicht nur wichtige
Strukturbestandteile der Organismen und vermitteln Zell-Zell-Kommunikation, sondern
dienen als schnell metabolisierbare Energielieferanten und als Energiespeicher. Das
Monosaccharid Glukose ist der wichtigste Energielieferant. Es wird im Zytosol aller
Zellen durch Glykolyse zu Pyruvat abgebaut. Dabei werden Adenosintriphosphat (ATP)-
Molekile und die Reduktionsaquivalente Nikotinamidadenindinukleotid (NADH/HY)
gebildet, die mit Hilfe der Atmungskette Energie in Form von ATP generieren kénnen.
Wird Pyruvat unter aeroben Bedingungen weiter abgebaut, kann es (ber den
Citratzyklus weitere Reduktionsaquivalente und damit ATP erzeugen. Unter anaeroben
Bedingungen entsteht stattdessen Laktat. Ein Schliisselenzym der Glykolyse ist die
Pyruvatkinase (PK). Glukose kann alternativ auch durch den Pentosephosphatweg
abgebaut werden. Es entsteht NADPH/H", das fiir anabole Prozesse (z.B. FS-Synthese)
und zur Neutralisierung reaktiver Sauerstoffspezies erforderlich ist. Unter
Energieverbrauch wird Glukose in Hepatozyten bei der Glukoneogenese synthetisiert.
Die Regulation des Auf- und Abbaus erfolgt Gber Schlisselenzyme allosterisch oder
hormonell durch Insulin und Glukagon.

Eine wichtige Speicherform der Kohlenhydrate ist Glykogen. Es ist ein Polymer aus stark

verzweigten Glukoseresten und wird bei Glukoselberschuss vor allem im Zytoplasma
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der Leber und der Skelettmuskulatur gespeichert. Bei der Glykogensynthese wird
Glukose zu Glukose-6-Phosphat (G6P) phosphoryliert und aktiviert. Es kann durch das
Schlisselenzym Glykogensynthase (GyS) Uber eine glykosidische Bindung an
bestehende Glykogen-Moleklle angebaut werden oder entsteht bei der de novo-
Synthese mit Hilfe des Proteins Glykogenin. Abgebaut wird Glykogen im Rahmen der
Glykogenolyse durch die phosphorolytische Spaltung in Glukose-Vorstufen und deren
Weiterreaktion zu Glukose-Molekilen. Diese kdonnen durch die Einspeisung in die
Glykolyse direkt Energie liefern oder an das Blut abgegeben werden. So kann der
Blutglukosespiegel aufrechterhalten und die Versorgung der Organe sichergestellt

werden, 123142

1.1.3.3.2. Hepatischer metabolischer Stress bei S. mansoni-Infektion

Nach Eiablage kommt es wahrend einer S. mansoni-Infektion in der Leber zu einem
Nahrstoffmangel und der Beeintrachtigung bzw. Anpassung metabolischer Vorgange
der Hepatozyten 2430, Diese Auswirkungen auf den Stoffwechsel konnen als
metabolischer Stress zusammengefasst werden %. Die Eier selbst scheinen nicht in der
Lage zu sein, sich autark zu ernahren und sind auf die Aufnahme von Nahrstoffen aus
dem umliegenden Gewebe angewiesen *°. Da ein Ei seine Masse nach der Eiablage
etwa verdreifacht, ist von einem groRen Nahrstoffibergang auf die Eier auszugehen 2.
Interessanterweise wurde in Studien beobachtet, dass infizierte Patient:innen niedrige
Risikofaktoren fir metabolische Erkrankungen aufwiesen 3850181210 Gje hatten
signifikant reduzierte postprandiale und Nichtern-Glukosespiegel, niedrigere HbAlc-
Werte, einen geringeren Taillenumfang, einen niedrigeren Body-Mass-Index und eine
niedrigere Pravalenz der Dyslipidamie, des Typ-2-Diabetes mellitus und des
metabolischen Syndroms, verglichen mit Kontrollgruppen 3859181210 Aych im Tiermodell
wiesen Mause nach Infektion eine reduzierte Korpermasse, weniger Korperfett,
niedrigere Cholesterinwerte, eine reduzierte Insulinresistenz und Glukoseintoleranz und
eine deutlich reduzierte Atherogenese auf 5>°41%_ F{r die positiven Auswirkungen auf
Glukose- und Fettstoffwechsel wird vor allem die Tn2-Immunantwort und die Aktivierung
von AAMs verantwortlich gemacht 479, Unsere Arbeitsgruppe beobachtete, dass auch
die Eier und ihre ESP einen groRen Einfluss auf den Metabolismus der Hepatozyten
ausiiben %,

Eine Ubersicht Uber die Regulation des Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsels ist in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Regulation des hepatischen Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus bei S. mansoni-
Infektion

Der Lipidstoffwechsel ist in Gelb, der Kohlenhydratstoffwechsel ist in Braun dargestellt. Die anabole FS-
Synthese und Glukoneogenese sind herabreguliert (rote Pfeile), die katabole B-Oxidation und der
Glukoseabbau (Glykolyse und Pentosephosphatweg) finden verstarkt statt (griine Pfeile). Der Glykogen-
und TAG-Gehalt des Leberparenchyms ist reduziert (rot). Glykogenolyse und Glykogensynthese sind
ebenfalls herabreguliert (rote Pfeile). Auch CC und Atmungskette sind herabreguliert (diinne rote Pfeile). Es
kommt zur Ansammlung von Pyruvat. Eigene Abbildung.

R5P: Ribose-5-Phosphat; G6P: Glukose-6-Phosphat; CC: Citratzyklus; FS: Fettsaure; TAG:
Triacylglyceride; ATP: Adenosintriphosphat

1.1.3.3.2.1. Lipidstoffwechsel bei S. mansoni-Infektion

S. mansoni besitzen eine Reihe von Genen fir Enzyme wichtiger Stoffwechselwege 1.
Allerdings sind sie nicht in der Lage, FS selbst zu synthetisieren und nehmen diese aus
dem hepatischen Wirtsgewebe auf 23, Sie werden zunachst im unreifen Ei in Form von
TAG gespeichert und wahrend des Reifungsprozesses zunehmend fir die Synthese von
Membranbausteinen verbraucht 2. Der Gesamt-TAG-Gehalt infizierter Hamster- und
Mauslebern zeigte sich in mehreren Studien passend dazu deutlich reduziert, wobei eine
Akkumulation der Lipide im Bereich der Granulome und Eier nachzuweisen war 1%, |n
unserer Arbeitsgruppe wurde mit Hilfe von Live Imaging Analysen verfolgt, wie parasitare

Eier Lipide aus ihrer Umgebung aufnehmen und speichern *°,

Ferner ist bekannt, dass eine Schistosomen-Infektion Auswirkungen auf die Expression
der Enzyme des hepatischen Fettstoffwechsels hat. Die Enzyme der B-Oxidation werden
vermehrt exprimiert, die Enzymexpression der FS-Synthese (FAS, ACC) und die

Lipidaufnahme sind reduziert 30217,
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1.1.3.3.2.2. Kohlenhydratstoffwechsel bei S. mansoni-Infektion

Eine Infektion mit S. mansoni fuhrt zu einer Veradnderung des Glykogen- und des
Glukosestoffwechsels. Neben dem Abbau des Fettspeichers kommt es zu einer
Abnahme des Glykogengehalts der Leber *%17°, Die Glykogensynthese ist passend dazu
reduziert; die Expression des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms GyS ist

herabreguliert *°. Die Glykogenolyse ist ebenfalls reduziert 539170,

Der Glukose-Abbau Uber eine verstarkt ablaufende Glykolyse ist ein Hauptmerkmal des
hepatischen Kohlenhydratstoffwechsels wahrend der Infektion. Die Expression der PK
und weiterer Glykolyse-spezifischer Enzyme sind erhoht 30161217 wahrend die
Glukoneogenese reduziert ist 161217, Auch die Untersuchung von Metaboliten im Urin von
mit S. mansoni-infizierten Mausen wies auf eine verstarkt ablaufende Glykolyse hin 213,
Interessanterweise waren sowohl der Citratzyklus, als auch die Atmungskette in
mehreren Untersuchungen herabreguliert 587161, Weiterhin zeigten sich die Pyruvat-
Spiegel erhoht, was eine Ansammlung und ggf. alternative Verwendung der Glykolyse-
Produkte nahe legt 179212,

Auch der Glukose-Abbau Uber den Pentosephosphatweg ist gesteigert. Das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)

wird vermehrt exprimiert 3-17°,

1.1.3.4. Oxidativer Stress

Neben metabolischen Veranderungen verursachen Eier und ihre Antigene die
Entstehung sogenannter reaktiver Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species,
ROS) 1. Koénnen diese mit Hilfe antioxidativer Mechanismen nicht ausreichend abgebaut
werden, kann das Oxidantien-Antioxidantien-Gleichgewicht nicht aufrechterhalten
werden 84, Es verschiebt sich zugunsten der Oxidantien, was als oxidativer Stress

bezeichnet wird 184,

1.1.3.4.1. Entstehung des oxidativen Stresses

ROS sind kleine, von Sauerstoff abgeleitete Molekiile, die besonders reaktionsfreudig
sind 2. Dazu gehdren Sauerstoffradikale, wie das Hydroxylradikal (OH¢) und das
Superoxidradikalanion (O2*) sowie Nichtradikale wie das aggressive Oxidationsmittel
Wasserstoffperoxid (H20,) . ROS entstammen als physiologisches Nebenprodukt
einer Reihe intrazellularer Reaktionen. Besonders hervorzuheben ist ihre Entstehung bei
der Uberlebensnotwendigen ATP-Produktion Uber die Atmungskette in Mito-
chondrien 2¥°. In angemessenen Konzentrationen nitzen sie dem Organismus und
dienen als wichtige Signalmolekile zur Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase

und zur Unterstiitzung der Immunantwort °178, Liegen zu viele ROS vor, Uberwiegt
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allerdings ihr negativer Effekt. Dieser kann durch endogene Uberproduktion oder
exogene Ausloser, wie ultraviolette Strahlung oder Medikamente, hervorgerufen
werden %5, Die reaktionsfreudigen Molekdle interagieren mit intrazellularen Proteinen,
Lipiden, Kohlenhydraten und Nukleinsauren, verandern deren Struktur und Funktion und

fuhren so zu irreversiblen Zellschaden 2.

1.1.3.4.2. Antioxidative Mechanismen

Um die gewebeschadigenden Folgen einer Ubermaligen ROS-Entstehung zu
verhindern, verfigen Organismen Uber antioxidative Mechanismen #°, Eine Reihe von
Enzymen ist an der Umwandlung der reaktiven Sauerstoffmolekile zu weniger
schadlichen Verbindungen beteiligt 1*°. Dazu gehoren die Enzyme Katalase, Superoxid-
dismutase (SOD) 1 und 2 und die Glutathion-Peroxidase (GPx) *°. Die SOD 1 wird auch
als Mangan-SOD (MnSOD) bezeichnet und kommt in den Mitochondrien vor,
wohingegen die SOD 2 (auch Kupfer-Zink-SOD; CuZnSOD) im Zytoplasma und Nukleus
auftritt 11, Die Katalase befindet sich hauptséachlich in Peroxisomen "X, Bei ihrem Abbau
reagieren ROS uber H>O, zu Wasser und Sauerstoff. Die beteiligten Enzyme und
Reaktionen sind schematisch in Abbildung 4 dargestellit.

Uber den Pentosephosphatweg ist der ROS-Abbau mit dem Glukose-Stoffwechsel
verbunden. Bei der Umsetzung von H:0: durch die GPx fungiert Glutathion in seiner
reduzierten Form (GSH) als Reduktionsmittel %5, Zur Regeneration des oxidierten

Pentose-
phosphatweg
I
H,0 !
A v
> GSSG —__~— NADPH
GSH-Px | G-Red |
N GSH < ~— NADP*

+e

(o) @) - )~ (55w,

Abbildung 4: Entstehung und Abbau reaktiver Sauerstoffmolekile

*O2 entsteht, wenn Elektronen auf Sauerstoffmolekile Ubertragen werden. Es kann mit Hilfe der SOD zu
H202 reagieren. H202 wiederum kann mit Metall-lonen (z.B. Kupfer oder Eisen) zu *OH reagieren und
Zellschaden verursachen. Reagiert H202 weiter durch das Enzym Katalase, wird es zu H20 und O:
neutralisiert oder es wird durch die GPx zu H20 umgesetzt. Dabei dient GSH als Reduktionsmittel und wird
gleichzeitig zu GSSG oxidiert. Bei der Regeneration durch die G-Red erfolgt seine NADPH-abhéngige
Reduktion zurtick zu GSH. Das NADPH stammt aus dem Pentosephosphatweg.

rot = ROS; blau = unschéadliche Molekile; <O2: Superoxidanion; <OH: Hydroxylradikal, H202:
Wasserstoffperoxid; Oz: Sauerstoff; H20: Wasser; e-: Elektron; SOD: Superoxiddismutase; CAT: Katalase;
GPx: Glutathion-Peroxidase; G-Red: Glutathion-Reduktase; GSH: Glutathion (reduziert); GSSG:
Glutathiondisulfid (oxidiert); NADPH: Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduziert); NADP*:
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (oxidiert). Abbildung modifiziert nach Ribas et al. * und Sarsour
etal. 171,
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Glutathions (GSSG) wird anschlieRend Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH) bendtigt, das tber den Pentosephosphatweg generiert wird 192,

Neben nicht-enzymatischen Molekilen wie Vitamin C und E und Bilirubin, vermitteln
auch Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor erythroid 2-related

factor 2 (Nrf2) antioxidative Effekte und tragen zur ROS-Reduktion bei 9145219,

1.1.3.4.3. Hepatischer oxidativer Stress bei S. mansoni-Infektion

In vielen Studien wurde erhéhter hepatischer oxidativer Stress sowohl bei S. mansoni-
infizierten Menschen als auch im Tiermodell nachgewiesen 161150153 Bisher galt die
begleitende Immunantwort als dessen Ausloser **°. Es zeigte sich, dass eosinophile
Granulozyten Peroxidase-abhdngig reaktive oxidative Molekiile freisetzen, um larvale
S. mansoni-Vorstufen zu bekampfen 7. Auch andere Granulom-assoziierte Leukozyten
(v.a. Makrophagen und Lymphozyten) scheinen in unmittelbarer Nahe zu den Eiern ROS
abzugeben, um diese zu attackieren 1112,

Allerdings wurde jingst in einer Studie unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen, dass
oxidativer Stress nicht allein auf Immunzellen zurickzufiihren ist *. Nach der in vitro
Stimulation von Hepatozyten mit SEA wurde ihr Malondialdehyd (MDA)-Spiegel
bestimmt 3°. MDA entsteht bei der Peroxidation von Lipiden durch reaktive
Sauerstoffmolekiile und gilt als Marker fiir oxidativen Stress *°. Die stimulierten Zellen
wiesen signifikant hohere MDA-Werte auf als die Kontrollen - ganz ohne die
Anwesenheit von Immunzellen *°, SEA ist also selbst in der Lage, in Hepatozyten
oxidativen Stress zu induzieren *.

Interessanterweise werden in Zusammenhang mit erhdhtem oxidativem Stress bei
S. mansoni-Infektionen reduzierte Spiegel antioxidativer Enzyme beschrieben.
Besonders die Katalase-Expression zeigte sich in mehreren Studien signifikant
reduziert >0, wahrend die Untersuchung anderer antioxidativer Enzyme wie SOD 1
und 2 und GPx in unterschiedlichen Studien widerspriichliche Ergebnisse lieferten 7910,
Oxidativer Stress wird fir die schwere hepatische Pathologie und die Folgen einer
Infektion mit S. mansoni mitverantwortlich gemacht. Oxidativer Stress unterstitzt die
Entstehung fibrotischer Lé&sionen, fihrt zu DNA-Schaden, zur Aktivierung von
Protoonkogenen und steht damit vermutlich im Zusammenhang mit der Entstehung

hepatozellularer Karzinome (HCC) 21:30:31.158.188,
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1.1.4. Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das Ausmald der S. mansoni-induzierten
Effekte in der Wirtsleber von der Menge der parasitaren Eier abhangig ist. Die Eier und
ihre sezernierten Proteine werden hauptsachlich fur die Leberpathologie der S. mansoni-
Infektion verantwortlich gemacht . In unserer Arbeitsgruppe wurde in mehreren
Zellkulturexperimenten nachgewiesen, dass SEA in isolierten Hepatozyten
pathologische Effekte induzieren 39166, Dazu gehoren unter anderem die Entstehung von
oxidativem Stress und die Veranderungen des Metabolismus *°.

Dies legt die Vermutung nahe, dass die pathologischen Effekte in der Leber in vivo mit
ansteigender Eilast zunehmen. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit im
Hamstermodell der Zusammenhang zwischen der hepatischen Eizahl und der
Leberpathologie mittels Regressionsanalysen untersucht werden.

Im Mittelpunkt standen hierbei die Ausprdagung der Immunantwort sowie die
Umprogrammierung metabolischer Reaktionen und der daraus resultierende oxidative
Stress. Fur die Analyse der Immunantwort sollte die Expression von Tuwl- und
Tu2-Zytokinen (IFN-y, IL-4, IL-13, IL-10, IL-6) ermittelt werden; fir Stoffwechsel und
oxidativen  Stress wesentliche (Schrittmacher-) Enzyme des Fett- und
Kohlenhydratstoffwechsels (FAS, GyS, PKM, G6PD), Glykogengehalt der Leber sowie
antioxidative Enzyme (Katalase). Abbildung 5 zeigt schematisch die untersuchten
Teilbereiche der durch S. mansoni ausgelosten Leberschaden. Die Eilast wurde mit Hilfe
des Kaliumhydroxid (KOH)-Verdaus bestimmt. Fir die in vivo Analysen erfolgte die
Untersuchung von Lebergewebe infizierter Hamster. Die Ergebnisse sollten in vitro mit

SEA-stimulierten HepG2-Zellen bestétigt werden.
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Abbildung 5: Die Wirkung von S. mansoni-Eiern auf Leberparenchym und Hepatozyten

Gelangen Eier in das Leberparenchym, |8sen sie eine Tu2-Immunantwort aus, die bis dahin ausgepragte
Tul-Antwort wird herunterreguliert. Es bilden sich Granulome um die Eier. Eier und ihre Ei-sezernierten
Proteine (ESP) beeinflussen die Stoffwechselwege der perigranulomatdsen Hepatozyten (Kohlenhydrat-
und Fettsaurestoffwechsel). Sie erhéhen den zellularen oxidativen Stress. Es kommt vermehrt zur Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und zur Reduktion antioxidativer Enzyme. Dies schadet der Zelle.
Eigene Abbildung erstellt mit Biorender.com
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1.2. Materialien und Methoden

1.2.1. Materialien

1.2.1.1. Oligonukleotide

Tabelle 1: Oligonukleotide

Primer-Paar | Sequenz Ta*

Hamster

Actb Sense: 5'-GGC CGT CTT CCC CTC CAT CGT-3' 60°C
Antisense: 5-CCA GTT GGT GAC AAT GCC GTG T-3'

Cat Sense: 5'-TCC GTC CTT CAT CCA TAG C-3' 55°C
Antisense: 5-TGT GAG CCG TAG CCATTC-3'

Fasn Sense: 5'-CAC AGA TGA TGA CAG GAG ATG G-3' 58°C
Antisense: 5-TCG GAG TGA GGC TGG GTT GAT-3'

Gépd Sense: 5'-CTC ACA GTG GAT GAC ATC CG-3' 60°C
Antisense: 5'-CAT CAT ATT GGC CAG CCA CAT-3'

Gpx Sense: 5'-TTA CAT CGC CAAGTC GTT CTATG-3' 55°C
Antisense: 5'-CTG GTT GAA GTC TCT GGT AGT TG-3'

Gusb Sense: 5'-GCT TCC GCG CTG ATT TCT C-3' 60°C
Antisense: 5'-CTG GAA GGG ACT GGC ATG T-3'

Gys2 Sense: 5'-GAC CGA GAA GCC AAC GAC A-3' 60°C
Antisense: 5-TCC AGC CTG CCA TTC ATG G-3'

Hprtl Sense: 5-AGC CTG TTG GGC TTACTT CC-3' 57°C
Antisense: 5'-CAC TAA TCA CGA CGC TGG GA-3'

Ifng Sense: 5'-CCA GGC CAT CCA GAG GAG CA-3' 60°C
Antisense: 5'-CCA CCC CCA AAA CAG CAC CG-3'

1110 Sense: 5'-TCC GAG AGC TGA GGA CTG CC-3 60°C
Antisense: 5-TGG TTC TCT GCC TGG GGC AT-3'

113 Sense: 5'-AAT GGC GGG TTC TGT GCA GC-3' 60°C
Antisense: 5-TGA TGC CCT TCG GAC GCA GA-3'

14 Sense: 5'-GGG TCT CAG GCC CCA GCT AG-3' 60°C
Antisense: 5'-TTG CGA AGC ACC TGG GAA GC-3'

15 Sense: 5'-AAC GAG ACG GTG AGG CTT CCT-3' 60°C
Antisense: 5-CGC CTC TCC TGG CCA CAC TG-3'

16 Sense: 5'-ACG CCT AGC CCA ACC TCC AA-3' 60°C
Antisense: 5'-TCG GTA TGC TAA GGC ACA GCA C-3'

Ipse/at Sense: 5'-GCG TTG GCT CAC TCT CAC CAC C-3' 60°C
Antisense: 5'-ACA GTA TGT CCT TCT CCG TTT CGG T-3'
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Antisense: 5-TGA TCT CCT TGC CAATGG TGT A-3'

Nfe2l2 Sense: 5'-ACC AGA GAC GGC AAT GTATTC-3' 55°C
Antisense: 5-ACA TCA CAG TAG GAA GTC TTA GC-3'

Pkm Sense: 5'-CTC TAC CGA CCT GTT GCT G-3' 60°C
Antisense: 5-GTG GCT CCC TTC TTC AGC T-3'

Rps18 Sense: 5'-GCA GAC ATC GAC CTC ACC AA-3' 57°C
Antisense: 5'-ACT TTC CGT CCT TCA CGT CC-3'

Sod1 Sense: 5'-TCA GGA GAG CAT TCC ATC ATT G-3' 55°C
Antisense: 5-TCC CAG CAT TTC CAG TCT TTG-3'

Sod2 Sense: 5'-CTG GAG CCG CAC ATC AAC-3' 55°C
Antisense: 5'-AAG AGC AAC CTG AGT CGT AAC-3'

Srsf4 Sense: 5'-GCA GTT ACG GTT CTG GAC G-3' 59°C
Antisense: 5'-TCA GGT CTT GCC AGC TGC A-3'

Tubb Sense: 5'-TGC TCG GCA CCT ACC TTG AA-3' 59°C
Antisense: 5'-CCT CCC AGA ACT TAG CAC CGA-3'

Human

ACTB Sense: 5'-AGC CTC GCC TTT GCC GA-3' 57°C
Antisense: 5'-CTG GTG CCT GGG GCG-3'

CAT Sense: 5'-GAT AGC CTT CGA CCC AAG CA-3' 57°C
Antisense: 5'-ATG GCG GTG AGT GTC AGG AT-3'

GAPDH Sense: 5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3' 57°C
Antisense: 5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3'

GUSB Sense: 5'-CAC CAG GGA CCA TCC AAT ACC-3' 57°C
Antisense: 5'-GCA GTC CAG CGT AGT TGA AAA A-3'

RPS18 Sense: 5'-GAT CAG ATACCG TCG TAG TTC C-3 57°C
Antisense: 5'-TAT CAA TCT GTC AAT CCT GTC C-3'

SRSF4 Sense: 5'-TTA AGG GCT ACG GGA AGA TCC-3' 57°C
Antisense: 5'-ATG CTC AAC AAT TAC TCG CTC A-3'

TUBB Sense: 5-TGG AAC CCA CAG TCATTG ATG A-3 57°C

Die Primer wurden von der Firma Microsynth AG, Balgach, Schweiz hergestellit.

*Ta: verwendete Annealing-Temperatur
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1.2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Agarose (broad range) #1846.3

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethanol 96% (V/V) vergallt #27685

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrticken

Ethanol absolut vergallt #27690

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrticken

Ethanol ROTIPURAN® 299,8%, #9065.4

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Formaldehyd-Lésung =37% #104003

Merck KGaA, Darmstadt

Hamatoxylin-Losung, Gill 1 #GHS116-500ML

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri (USA)

Isopropanol #33539-2.5L-M

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri (USA)

Kaliumhydroxid Platzchen (KOH) #1.05032.1000

Merck KGaA, Darmstadt

MOPS 299.5% (titration) #M1254-1KG

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri (USA)

Natriumacetat #KMF.08-319

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar

Natriumhydroxid (NaOH) #6771.1

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

NorthernMax® Formaldehyd-Ladefarbstoff
#AM8552

Invitrogen, Waltham, Massachusetts (USA)

Pertex™ Eindeckmittel #41-4012-00

Biosystems Switzerland AG, Muttenz,
Schweiz

Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
#11733-046

Invitrogen, Waltham, Massachusetts (USA)

RNase AWAY™
Oberflachendekontaminationsmittel #7002

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts
(USA)

Salzsaure (HCL) #30721-1L-M

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri (USA)

Shandon™ Eosin-Y Stain #6766007

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
(USA)

3-Mercaptoethanol #60242

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri (USA)

Trypanblaue Lésung, 0,4% #15250-061

Life Technologies Corporation, Grand
Island, New York (USA)

Xylene 298.5% #28975.325

VWR International GmbH, Darmstadt
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1.2.1.3. Kommerzielle Kits

Tabelle 3: Kommerzielle Kits

Glucose (HK) Assay Kit # GAHK20-1KT

iScript® cDNA Synthesis Kit #1708891

Kalifornien (USA)

QlAshredder® (250) #79656

Qiagen GmbH, Hilden

RNase-Free DNase Set #79254

Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy® Mini Kit (250) #74106

Qiagen GmbH, Hilden

1.2.1.4.

Tabelle 4: Losungen und Puffer

Lésungen und Puffer

10x MOPS pH 7,0

41,8 g MOPS

6,8 g Natriumacetat-Trihydrat

1000 ml Agqua dest.

Mit 10M NaOH auf pH 7,0 einstellen

Kollagen I-Verdinnung (50 pg/ml)

49,17 ml Essigsaure (20 mM)
833 pL Kollagen I (3 mg/ml)

1.2.1.5. Oligonukleotide

1.2.1.6. Zelllinie

Tabelle 5: Zelllinie

HepG2 Zellen

Firma CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim
Produktnummer 300198

Organismus Homo sapiens (human)

Ethnische Herkunft kaukasisch

Alter 15 Jahre

Geschlecht mannlich

Gewebe Leber

Morphologie epithelial

Zelltyp Hepatozellulares Karzinom (HCC)

Wachstumseigenschaften

Einzelschicht, adharent
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1.2.1.7. Medien und Zusatzstoffe

Tabelle 6: Medien und Zusatzstoffe

DMEM #P04-04510

(w: 4.5 g/L Glucose, w: stable Glutamine,
w: Sodium pyruvate, w: 3,7 g/L NaHCO3)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

DPBS #17-512F

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

FBS Good (Filtrated Bovine Serum) #P40-37500

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Gibco™ Collagen I, Rat Tail 3 mg/ml #A10483-01

Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Kalifornien (USA)

Penicillin/Streptomycin #P06-07050

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

SEA gel6st in PBS (2,655 mg/ml)

AG Prof. Grevelding, Institut fur
Parasitologie, JLU GielRen

Trypsin/EDTA #P10-0231SP

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

1.2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

Biosphere® Filter Tips #70.760.211

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Biosphere® Filter Tips 100 #70.762.211

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

CELLSTAR® 12 Well Cell Culture Plate #665 180

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR® 96 Well Cell Culture Plate #655 180

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiunster, Osterreich

CELLSTAR® TUBES, 15 ml #188 271

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR® TUBES, 50 ml #227 261

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiuinster, Osterreich

CELLSTAR® Zellkultur Schale #664160

Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen

Corning® Falcon® Zellschaber, 1,8 cm #10707441

Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

C-Slide Disposable Hemocytometer
#CUR-CRCSD-NI50

Curiosis Inc.,Seoul, Stidkorea

Deckglaser Automat-Star 24x50mm #K12450A1,5

Engelbrecht GmbH, Edermiinde

Disposable Glass Pasteur Pipettes 230 mm #612-1702

VWR International GmbH, Darmstadt

HistoBond®+S adhasive Objekttrager #0810501

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,

Lauda-Kdnigshofen

MicroAmp® Fast 8-Tube Strip, 0.1 ml #4358293

Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts (USA)
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MicroAmp® Optical 8-Cap Strips #4323032

Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts (USA)

Microplatte, 96 Well, UV-STAR® Coc, F-Boden,
Kaminform, schwarz #655809

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Pipettenspitzen 10 pL, farblos #70.3010

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Pipettenspitzen 1000 pl, blau #70.762.010

SARSTEDT AG & Co. KG, Niumbrecht

Pipettenspitzen 20pl, farblos #70.3020

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Pipettenspitzen 200 ul, gelb #70.760.012

SARSTEDT AG & Co. KG, Niumbrecht

Reaktionsgefal® 0,5 ml #72.699

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Reaktionsgefald 1,5 ml #72.690.001

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Reaktionsgefal? 2,0 ml #72.695.500

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

1.2.1.9. Gerate

Tabelle 8: Gerate

Agagel Maxi Biometra®

biometra Analytik GmbH, Géttingen

Canon EOS 600D

Canon Deutschland GmbH, Krefeld

ChemiDoc® Imaging System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Consort® Spannungsgeber

Fisher Bioblock Scientific, Villeneuve-d'Ascq,
Frankreich

Dispergiergerat Ultra TURRAX T3

IKA-Labortechnik, Staufen

FACSCOPE® B

Curiosis Inc.,Seoul, Siuidkorea

Feinwaage Kern 440-47

KERN & SOHN GmbH, Albstadt

Gefrierschrank GNP3376

Liebherr-Werk Biberach, Biberach

Grof3zentrifuge GS-6KR

Beckman Instruments Inc., Palo Alto, Kalifornien
(USA)

HERACELL 150 i CO2 Incubator

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts
(USA)

Inverses Lichtmikroskop Leica DMIL Typ 090-
135.002

Leica Microsystems, Wetzlar

Kuhlschrank Profi Line

Liebherr, Ochsenhausen

LaminAir® HBB

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Lichtmikroskop Leitz DMRB

Leica Microsystems, Wetzlar

Magnetrihrer RCTB 00.084009

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Mikrowelle 900 & Grill

SEVERIN Elektrogerate GmbH, Sundern

Mikrozentrifuge IR 6000 rpm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Mikrozentrifuge Micro Star 17R

VWR International GmbH, Darmstadt
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NanoZoomer Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan

Pipette serologisch 10 ml Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmunster (Osterreich)

Pipette serologisch 5 ml Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmunster (Osterreich)

Pipetten Abimed International Labmate Ltd, St Albans,
Vereinigtes Kdnigreich

Pipetten Research plus Eppendorf AG, Hamburg

PipetusR-akku Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Platten-Reader Infinite® 200 PRO Tecan Group Ltd., Mannedorf (Schweiz)

Spektralphotometer NanoDrop® 2000 Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts
(USA)

StepOnePlus® Real-Time PCR System Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts
(USA)

Stickstofftank CFB-160 Taylor-Wharton Harsco GmbH, Husum-
Mildstedt

Thermocycler T3000 Biometra GmbH (jetzt Analytik Jena GmbH),
Gottingen

ThermoMixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg

Trockenschrank Heraeus T12 Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Ultratiefkiihlgerat TSX50086V Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts
(USA)

Vertical Autoclave 3870ELV Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande

Vortex Schuttler VF2 IKA-Labortechnik, Staufen

Wasseraufbereitungsanlage Millipore ELIX® Fa. Merck Millipore, Billerica, Massachusetts

Essential (USA)

1.2.1.10. Versuchstiere (Hamster)

Fur das Tiermodell wurden syrische Goldhamster (Mesocricetus auratus) mit Zerkarien
eines liberianischen Stamms (Bayer AG, Monheim) infiziert. Als Zwischenwirt dienten
Wasserschnecken der Spezies Biomphalaria glabrata. Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit analysierten Lebern der Versuchstiere stammen aus dem Institut fir Parasitologie
der Justus-Liebig-Universitat (JLU) Giel3en, Schubertstraf3e 81, 35392 Giel3en, mit dem
eine Kooperation unter der Leitung von Prof. Dr. rer. nat. Christoph Grevelding
(Arbeitsgruppe Prof. Grevelding) besteht (Geschaftszeichen der Tierversuchsantrage:
V54-19 ¢ 20/15 h 02 GI 18/10 Nr. A 1/2014 und V54-19 ¢ 20/15 h 02 GI 18/10 Nr. A
26/2018).
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1.2.1.11. Schistosoma mansoni-Eier

Die S. mansoni-Eier wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Grevelding nach der Perfusion
aus den Lebern der Hamster gewonnen und aufgereinigt (Geschéaftszeichen der
Tierversuchsantrage: V54-19 ¢ 20/15 h 02 GI 18/10 Nr. A 1/2014 und V54-19 ¢ 20/15 h
02 GI 18/10 Nr. A 26/2018) °L. Sie wurden in M199-Medium mit 10% Serum (NCS;
newborn calf serum) und 1% Penicillin/Streptomycin aufgenommen und in einem

Brutschrank bei 37°C bis zum Beginn des Experiments aufbewahrt.

1.2.1.12. Software

BioRender Online Tool BioRender, Toronto, Kanada

Citavi 6.14, 2022 Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil, Schweiz
NDP.view 2 Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan

NDP-scan for SQ1.0.9. Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan

Python, Version 3.9.15, 2022 Python Software Foundation, Beaverton, Oregon (USA)

und assoziierte Bibliotheken

SPSS Inc., Version 26.0, 2019 IBM Corporation, Armonk, New York (USA)
StepOne®-Software, Version 2.2.2, Life Technologies Corporation, Foster City, Kalifornien
2011 (USA)

1.2.2. Tierexperimentelle Methoden
1.2.2.1. Tierversuch

1.2.2.1.1. Versuchsaufbau

Im Institut fir Parasitologie der JLU wurden die Goldhamster im Alter von acht Wochen
durch Badeinfektion in Zerkarien-Wasser (2x 45 Minuten, 1750 Zerkarien) infiziert und
nach 46 Tagen getdtet. Um zwischen Effekten, verursacht durch adulte Wirmer oder
durch Eier, differenzieren zu kénnen, wurden die Goldhamster in drei Gruppen eingeteilt:
Die ,bisex* infizierte Gruppe wurde mit méannlichen und weiblichen Zerkarien infiziert,
sodass im Verlauf eine Paarung mit Eiablage stattfinden konnte (n = 22). Die ,monosex*®
infizierte Gruppe wurde als Kontrollgruppe ausschliel3lich mit Zerkarien eines
Geschlechts infiziert, um eine Eiablage zu verhindern (n = 10) und die ,nicht infizierte®

Gruppe diente als Superkontrolle (n = 6).
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1.2.2.1.2. Gewinnung der Gewebeproben

Die Lebern der Tiere wurden in situ perfundiert, entnommen, mit flissigem Stickstoff
schockgefrostet und bei -80°C gelagert. Sie wurden auf Eis zu Pulver gemorsert, als

Gewebeschnitte oder in Form von Gewebestiicken verwendet.

1.2.2.2. Bestimmung der hepatischen Eilast

Um den Grad des Eibefalls der bisex infizierten Hamsterlebern zu ermitteln, wurden die
parasitaren Eier zunachst mit Hilfe eines Gewebeverdaus aus Leberstucken isoliert und
anschliel3end gezahilt.

1.2.2.2.1. KOH-Verdau des Lebergewebes

Die Isolation der Eier erfolgte durch Verdau des Lebergewebes durch KOH nach
Cheever *. Die Lauge fiihrt durch Destruktion molekularer Strukturen zur Verflissigung
des Gewebes. Da Schistosomen-Eier im Gegensatz zu Lebergewebe durch die KOH-
Losung nur schwer verdaulich sind, hat sich die Methode zur Bestimmung der Eilast
bewahrt %. Die widerstandsfahige, harte Schale der Eier besteht aus einer stark
vernetzten Proteinmatrix, die z.B. auch bei der Sklerosierung von Insektenpanzern eine
grofRRe Rolle spielt 2653,

Fur jedes Versuchstier wurden etwa 100 mg Lebergewebe in ein Reaktionsgefald
abgewogen und 5%-KOH-Lésung hinzugegeben (pro 100 mg Gewebe 1 ml
KOH-Ldsung). Zur Unterstitzung und Beschleunigung des Gewebeverdaus erfolgte

eine Inkubation fir 16 Stunden bei 37°C im Trockenschrank.

1.2.2.2.2. Auszahlung der parasitaren Eier

Nach der Inkubation enthielten die Reaktionsgefal3e abgesehen von den gelésten Eiern
keine festen Bestandteile mehr. In eine beschriftete 96-Well-Platte wurden pro Probe
jeweils 20 ul in drei Wells pipettiert. Um eine reprasentative Eimenge aus einer
homogenen Suspension zu entnehmen, wurde jedes Reaktionsgefd3 vor dem
Pipettieren dreimal invertiert und die Lésung auf und ab pipettiert. Nach Entfernen der
Luftblasen wurden die Eier pro Well bei 40-facher VergréRerung unter dem
Lichtmikroskop gezahlt (Abbildung 6). Flr jede Probe wurde der Mittelwert berechnet
und von Eiern/Well in Eier/mg Lebergewebe umgerechnet (Faktor 1/1,818).
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Abbildung 6: Schistosomen-Eier nach KOH-Verdau unter dem Lichtmikroskop.
(A) Ubersichtsaufnahme, Balken entspricht 1 mm. (B) Detailansicht von 3 Eiern, Balken entspricht 0,1 mm.
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1.2.3. Molekularbiologische Methoden

Um Aussagen uber die Genexpression bestimmter Proteine zu treffen, kann mRNA
quantifiziert werden. mRNA dient als Matrize bei der Translation genetischer Information
in Aminosaureketten. Sie kann aus Gewebeproben isoliert werden und nach einer
Qualitatsprifung in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Mit
spezifischen Primern wird sie schlieBlich mit Hilfe der quantitativen Real Time-
Polymerase-Ketten-Reaktion (qRT-PCR, engl. real-time polymerase chain reaction)

analysiert.

1.2.3.1. mRNA-Isolation aus Gewebeproben

Zur Quantifizierung der mRNA durch die gRT-PCR erfolgte die Isolation der mRNA aus
den Leberproben der bisex, monosex und nicht infizierten Tiere. Verwendet wurde das
RNeasy® Mini Kit von Qiagen. Die Durchfihrung erfolgte leicht modifiziert nach dem
Protokoll des Herstellers 0. Das fein gemorserte Lebergewebe wurde auf Eis in
schockgefrostete ReaktionsgefafRe abgewogen (20-30 mg), um ein Auftauen der Proben
und dabei die Zerstérung der enthaltenen mRNA zu verhindern. Um das Gewebe zu
lysieren, wurden 25 ml des Lysepuffers (RLT-Puffer aus dem Kit) mit 250 pl
B-Mercaptoethanol versetzt und je 600 pl zum gekihlten Lebergewebe gegeben. Der
Lysepuffer besteht zu groRen Teilen aus Guanidinisothiocyanat, das Proteine denaturiert
und Zellen lysiert 153, B-Mercaptoethanol verhindert den RNA-Abbau, indem es RNasen
denaturiert ¥7. Zusatzlich verhindert es die oxidative Schadigung der RNA durch seine
reduzierende Wirkung 3, Nach 5 Minuten Inkubationszeit wurden die Proben mit einem
Dispergiergerat (Ultra TURRAX) homogenisiert. Bei Raumtemperatur wurde das
Homogenisat auf Shredder-Saulen gegeben (QlAshredder®, Fa. Qiagen) und
zentrifugiert. Die Saulen homogenisieren die Lysate fein und filtern dabei unlésliche
Ruckstéande heraus. Der Uberstand - inklusive RNA - wurde mit 600 pl 70% unvergalltem
Ethanol versetzt und in zwei Schritten (jeweils 600 pl) auf die Spin-Saulen aus dem Kit
pipettiert. Jede S&ule enthalt eine positiv-geladene Siliziumdioxid-Membran, an die die
negativ geladene mRNA bindet 3. Die Saulen wurden anschlieBend zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und der Vorgang wiederholt. Zum Waschen der Membran und zur
Entfernung von Verunreinigungen wurden nun 350 pl Waschpuffer (RW1-Puffer aus Kit)
auf die Saulen pipettiert, zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Um unerwiinschte
DNA-Fragmente zu verdauen und eine Reinheit der mRNA zu erreichen, wurden
DNasen aus dem RNase-Free DNase Set (Fa. Qiagen) verwendet. Es wurden 10 pl
DNase und 70 pl DNase-Puffer auf die Sdulen gegeben und diese fir 15 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde der Waschschritt mit RW1-Waschpuffer wiederholt (s.0.).

Es erfolgte die Uberfilhrung der S&ulen in frische Sammelréhrchen (Collection Tubes
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aus dem Kit) und zwei weitere Waschschritte mit 500 ul Waschpuffer (RPE-Puffer aus
dem Kit). Nach mehrmaliger Zentrifugation wurden nun die trockenen RNA-haltigen
Saulen in ein Reaktionsgefall (aus dem Kit) transferiert. Um die mRNA unter salzarmen
Bedingungen von der Membran zu lésen, wurden 40 pl RNase-freies Wasser (Kit) direkt
auf die Membran gegeben, 5 Minuten inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Die in
Wasser geldéste mRNA wurde im Reaktionsgefa3 aufgefangen und die Spin-Saule
verworfen. Die mRNA wurde sofort auf Eis gestellt und auf Eis weiterverarbeitet bzw.
bei -80°C gelagert, um den Abbau der empfindlichen Molekule zu verhindern.

1.2.3.2. mRNA-Isolation aus Zelllysaten

Fur die mRNA-Isolation aus Zellen wurde ebenfalls das RNeasy® Mini Kit von Qiagen
verwendet und ggf. die Mengen der eingesetzten Reagenzien angepasst. Die Zellen
wurden nach Aussaat, Medienwechsel und Stimulation (s. 1.2.6.2) in ihren Wells mit
kalter steriler PBS (engl. phosphate buffered saline, phosphatgepufferter Salzldsung)
gewaschen. Nach Absaugen der PBS mit Hilfe einer Pasteurpipette wurden 600 pl RLT-
Puffer mit B-Mercaptoethanol (Ansatz: 5 ml RLT-Puffer und 50 pl B-Mercaptoethanol) zur
Zelllyse in jedes Well gegeben. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen vom Boden der
Wells geldst und zusammen mit dem Lysepuffer in ein Reaktionsgefal? Uberfihrt. Wenn
die mRNA-Isolation nicht am selben Tag erfolgen konnte, wurden die Zellen mit
flussigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur Isolation bei -80°C aufbewahrt. Nach
dem Auftauen wurden die Zelllysate auf Eis gelagert. Sie wurden mit einem
Dispergiergerat homogenisiert und die n&chsten Schritte erfolgten nun nach Protokoll
des Herstellers (s. 1.2.3.1). Nach Gabe des Homogenisats auf die Shredder-Saulen und
Zentrifugation wurde der Uberstand mit Ethanol auf die Spin-S&aulen pipettiert und
zentrifugiert. Zwischen den Waschschritten (mit RW1- und RPE-Puffer) erfolgte der
DNase-Verdau, wie oben beschrieben. Um die RNA zum Schluss in Wasser zu l6sen,
wurden 30 ul RNase-freies Wasser verwendet, da die Menge der Zellen deutlich
geringer war, als die der Gewebelysate und deshalb auch geringere Mengen mRNA

erwartet wurden.

1.2.3.3. mRNA-Isolation aus S. mansoni-Eiern

Auch die RNA-Isolation aus lebendigen S. mansoni-Eiern erfolgte mit dem RNeasy®
Mini Kit von Qiagen. Die Eier wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Grevelding in Medium
zur Verfugung gestellt. 821 pl der Ei-Medium-Suspension (~10.000 Eier) wurden in ein
50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben und fir 5 Minuten in der Grol3zentrifuge GS-6KR
bei 2300 rpm ohne Bremse zentrifugiert. So konnten Eier und Medium getrennt und das

Medium anschlieRend abgesaugt werden. Um die Eier zu reinigen, wurde sterile PBS
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hinzugegeben und erneut fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Abnahme des
Uberstands, wurde der Waschschritt wiederholt. Um die Eier zu lysieren, wurden 350 pl
Lysepuffer hinzugegeben und mit Hilfe des Dispergiergerats homogenisiert. Weil die
Schale der Eier sehr widerstandfahig ist, wurde zusatzlich mit einem Gewebezerstol3er
gearbeitet. Das weitere Vorgehen erfolgte nach Protokoll (s. 1.2.3.1) mit angepassten
Volumina. Verwendet wurden wie oben beschrieben 350 ul 70%-Ethanol, aber jeweils
nur 250 pl RW1- und 300 pl RPE-Waschpuffer. Zum Verdau der DNasen wurden 50 pl
Puffer und 7 pl DNase verwendet. Die RNA wurde schlie3lich in 20 pl Wasser gelost.

1.2.3.4. Konzentrationsbestimmung der mRNA mittels Spektralphotometer

Die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der isolierten RNA, erfolgte mit
einem Spektralphotometer (NanoDrop® 2000, Fa. Thermo Scientific). NanoDrop®
wurde speziell fir die Analyse von Nukleinsauren entwickelt. Im Vergleich zu klassischen
Photometern mit groRen Kivetten werden hier Probenvolumina im Mikroliter-Bereich
eingesetzt. Ein Spektralphotometer sendet monochromatisches Licht verschiedener
Wellenlangen durch eine Flussigkeit und detektiert das transmittierte Licht. Jeder Stoff
absorbiert Licht einer ganz bestimmten Wellenlange, wobei das Mal3 der Absorption
proportional zur Konzentration des Stoffes ist. Deshalb kann aus dem
Absorptionsverhalten auf die Substanz und ihre Konzentration geschlossen werden.
Nukleinsduren absorbieren besonders ultraviolettes Licht der Wellenlange 260 nm.
Nachdem das Gerat mit 1 pl RNase-freiem Wasser kalibriert und der Leerwert mit 1 pl
RNase-freiem Wasser bestimmt wurde, erfolgte die Messung von 1 pl mRNA-L6sung.
Dabei formt sich die Loésung auf der Messsonde zu einem Tropfen und es entsteht eine
Flissigkeitssaule. So kann das Licht durch die Flissigkeit gesendet und anschlieRend
die Absorption gemessen werden. Die RNA-Konzentration wurde mit der Nanodrop®-

Software mit Hilfe der modifizierten Lambert-Beer-Formel ermittelt:
CRNA = (Azeo - ALw) x40 xV

crna = RNA-Konzentration der Probe [ng/pl]

Azs0 = Absorption der Probe bei einer Wellenldnge von 260 nm

ALw = Absorption der Leerwertprobe bei einer Wellenlange von 260 nm
40 = RNA-spezifischer Multiplikationsfaktor

V = Verdiinnungsfaktor

Die Zielkonzentration lag bei mindestens 200 ng/ul.
Die Reinheit der mRNA wurde anhand des Azsorso- Und Azeozzo-Quotienten Uberprdift.
Azsor2so Wird bestimmt, indem der Absorptionswert der Probe bei einer Wellenlange von

260 nm durch den Absorptionswert bei 280 nm dividiert wird (Azeonm/Azsonm, analog
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Azs0/230 = Azeonm/Az30nm). Da Proteine Strahlung der Wellenlange von 280 nm absorbieren,
weist ein Azsorzso < 2 auf eine Kontamination der Probe durch Proteine hin. Ein niedriger
Azsorz0 (< 1,8) spricht fir eine Kontamination mit anderen organischen Verbindungen,

deren Absorptionsmaximum haufig bei 230 nm liegt.

1.2.3.5. Qualitatskontrolle der mRNA mittels Agarosegel

Um zu bestatigen, dass tatsachlich reine, intakte RNA isoliert wurde, wurde mit den
Proben eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dabei werden Nukleinsduren
nach ihrer Gréf3e in sogenannte Banden aufgetrennt. Agarose ist ein stark vernetztes
Polysaccharid, das in seiner Struktur einem dreidimensionalen Gitter dhnelt. Werden die
Proben auf das Gel aufgetragen und zwischen den Enden des Gels eine Spannung
angelegt, bewegen sich die negativ geladenen Nukleinsduren zur Anode. Flr die
negative Ladung der Nukleinsauren sind die Phosphatgruppen des Grundgerists
verantwortlich 13, Sie ist proportional zur MolekdilgroRe 2. Da bei groBen Molekiilen
starke Reibungskrafte bei der Fortbewegung auftreten, ist es fir kleine Nukleinsauren
einfacher, das netzférmige Gel zu passieren %, Je kleiner die Nukleinsauren sind, desto
schneller und damit weiter bewegen sie sich %3, Bei der Herstellung des 1,2%
Agarosegels wurden 138,75ml MOPS Puffer und 1,8g Agarose in einem
Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose geldst war. Nachdem
es auf 60°C abgekuhlt war, wurden 11,25 ml Formaldehyd hinzugefugt. Formaldehyd
soll verhindern, dass die RNA unerwiinschte Sekundarstrukturen ausbildet %3, Das Gel
wurde in einen vorbereiteten Gelschlitten gegossen und ein Kamm eingesetzt. Durch
den Kamm entstehen kleine Kammern im Gel, in die spéter die RNA-Lysate gegeben
werden. Entstandene Luftblasen wurden entfernt und anschlieRend 20 Minuten
gewartet, bis das Gel polymerisiert war. In der Zwischenzeit erfolgte die Vorbereitung
der RNA-Proben. Je 1 pul RNA wurde mit 4 pl Ladepuffer versetzt. Dieser wurde mit
Ethidiumbromid versetzt (50ul/ml), welches zum Nachweis von Nukleinsauren
verwendet wird. Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Basen der RNA oder DNA und
macht sie durch seine fluoreszierenden Eigenschaften bei ultraviolettem Licht sichtbar.
Der Proben-Ansatz wurde bei 65°C fur 10 Minuten in einem Heizblock erwarmt und
anschlieend kurz zentrifugiert. Nach Aushartung des Gels wurde dieses in die
Elektrophorese-Kammer gesetzt und mit MOPS Puffer bedeckt. Je 5 ul der RNA-
Ansatze wurden einzeln in die Kammern pipettiert. Nach Anschluss an den Stromgeber
wurden fur 40 Minuten eine Spannung von 130 V angelegt. Um die Nukleinsduren
anschlieRend sichtbar zu machen, wurde der ChemiDoc®-Imager (Fa. Bio-Rad)

verwendet.
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Da die mRNA nur etwa 1-5% der RNA ausmacht und unterschiedliche Grof3en hat, ist
sie im Gel kaum abzugrenzen %3, Kleine mRNA-Molekiile laufen oft sogar aus dem Gel
heraus %3, Der grofte Teil der RNA einer Zelle (~ 80%) besteht aus rRNA 13, Die rRNA
eukaryotischer Zellen enthalt 18S und 28S rRNA, die unterschiedlich viele Nukleotide
enthalten %3, Sje sollten getrennt als Banden abgrenzbar sein. Die Qualitat der RNA ist
gut, wenn das Verhdltnis der 28S-Bande zur 18S-Bande etwa 2:1 betragt. Weitere

Banden konnen auf eine Verunreinigung mit DNA hinweisen.

1.2.3.6. Umschreibung der mRNA in cDNA

Weil mRNA sehr instabil ist und die Polymerase bei der gRT-PCR keine mRNA binden
kann, muss sie in cDNA umgeschrieben werden. Diese enthalt die komplementéare
Basenabfolge der mRNA und entspricht der kodierenden DNA-Sequenz des Genoms.
Allerdings enthalt die cDNA im Gegensatz zur genomischen DNA keine Introns. Zur
Umschreibung wurde das iScript® cDNA Synthesis Kit von Bio-Rad verwendet .

Die Ubersetzung der mRNA in eine cDNA-Sequenz erfolgt durch das Enzym Reverse-
Transkriptase (RT). Es stammt urspriinglich aus Retroviren. Die hier verwendete RT ist
eine modifizierte RT des Moloney Maus-Leukdmie-Virus (M-MLV), das oft zur
Umschreibung verwendet wird. Sie enthélt mehrere Domanen: eine RNA-abhéngige
DNA-Polymerase, eine RNase H und eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase. Mit Hilfe
der RNA-abhangigen DNA-Polymerase und zugesetzten Primern und Nukleotiden lagert
sich auf der mRNA-Matrize ein komplementdrer DNA-Strang an. Primer sind
Oligonukleotide, die die Transkription als Startsequenz initiieren. Als Primer diente eine
Mischung aus Oligo(dT)- und Random-Hexamer-Primern. Die Oligo(dT)-Primer
bestehen aus einer kurzen Nukleotidsequenz der Base Thymin. Da reife mRNA am
3’-Ende einen Poly-A-Schwanz besitzt, kann hier der Primer binden, ohne die Sequenz
der mRNA zu kennen. Bei Random-Hexamer-Primern handelt es sich um verschiedene
Hexanukleotide mit zufélliger Basenfolge. Sie kdnnen an unterschiedlichen Stellen der
MRNA binden und somit die RNA vollstandig abdecken. Nach Synthese des ersten DNA-
Strangs wird die mRNA-Matrize durch die RNase H abgebaut. Am ersten DNA-Strang
entsteht nun mit Hilfe der DNA-abhangigen DNA-Polymerase ein weiterer
komplementarer DNA-Strang, sodass nun ein cDNA-Doppelstrang vorliegt.

Die bendtigten Enzyme, Primer und Nukleotide (Desoxyribonukleosidtriphosphate;
dNTPs) sind im iScript® cDNA Synthesis Kit enthalten. Fir die Quantifizierung
bestimmter Sequenzen mittels PCR ist es wichtig, dass die Gesamtkonzentration der
Nukleotide der verschiedenen Proben identisch ist. Allerdings sind die Unterschiede in
der Ausbeute bei der RNA-Isolation zwischen den Proben nicht zu vermeiden und

missen ausgeglichen werden. In frischen Reaktionsgefallen wurden die Proben mit
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RNase-freiem Wasser so verdinnt, dass eine RNA-Konzentration von 1 ug/15 pl
erreicht wurde. Die urspriinglichen RNA-Konzentrationen der Proben (crna) wurden
bereits mit Hilfe des NanoDrops® ermittelt (s. 1.2.3.4). Anhand dieser Werte wurden die

Verdunnungen fur jede Probe berechnet:
Vrna= 1 pg / Crra
Vh2o0 = 15 pl - Vrna

Zu 15 pl Probe wurden 5 pl Master-Mix aus dem Kit hinzugefugt. Dieser wurde wie folgt
angesetzt:

Pro Probe:
4 ul 5x iScript Reactions Mix
1 pl iScript Reverse Transcriptase

Nach kurzem Anzentrifugieren wurden die ReaktionsgefdRe in den Thermocycler
gestellt, um optimale Temperaturen fur die Transkriptionsphasen zu schaffen:

Thermozyklus: 25°C 5 Minuten Hybridisierung Primer und mRNA
42°C 30 Minuten Reverse Transkription
85°C 5 Minuten Denaturierung der RT

Abkuhlen auf 4°C

Die cDNA wurde anschlieRBend auf Eis gestellt, 1:2 verdinnt und bei -20°C gelagert.
1.2.3.7. Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

1.2.3.7.1. Prinzip der qRT-PCR

Bei der PCR erfolgt die Vervielfaltigung der cDNA-Abschnitte, die nachgewiesen und
quantifiziert werden sollen. Es werden Primer verwendet, die spezifisch an die gesuchte
Nukleotidsequenz binden und dort die Synthese komplementéarer Strange initiieren. In
einem Thermocycler erfolgt zu Beginn die Denaturierung des cDNA-Doppelstrangs bei
95°C in zwei Einzelstrange. Nach einer Abkuhlung auf etwa 60°C lagern sich die Primer
an (Annealing). Es wird fir beide Einzelstréange ein eigener Primer benétigt (sense und
antisense). Diese binden jeweils am 3-Ende der gesuchten Sequenz und schlieRen so
die gesuchte DNA-Sequenz ein. Fir die Synthese der komplementaren Stréange ist das
Enzym Taq DNA-Polymerase essentiell. Es bindet an das 3'-Ende der Primer und setzt
dort die DNA-Synthese fort (Elongation). Die Taq Polymerase ist hitzestabil, weshalb sie
bei erhéhten Temperaturen arbeiten und wahrend der PCR auch einer Temperatur von
95°C standhalten kann. Nachdem zwei DNA-Doppelstrange entstanden sind, wiederholt

sich der Reaktionszyklus. Es kommt erneut zu Denaturierung, Annealing und Elongation.
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Bei jedem Zyklus verdoppelt sich die gesuchte DNA-Sequenz, weshalb die Menge
exponentiell ansteigt. Um die entstandene DNA zu quantifizieren, wird der
fluoreszierende Farbstoff SYBR® Green eingesetzt. Dieser bindet an Doppelstrang-DNA
(dsDNA), indem er mit der kleinen Furche interagiert, in die Basenpaare interkaliert und
mit Molekulgruppen der DNA wechselwirkt %°. In gebundener Form fluoresziert SYBR®
Green bei Licht der Wellenlange ~520 nm 1000x starker als ungebunden *°. Die
Fluoreszenz kann deshalb zur quantitativen Bestimmung der DNA-Konzentration
genutzt werden. Da nicht nur SYBR® Green-DNA fluoresziert, wird ROX (Carboxy-
Rhodamin-X) als Referenzfarbstoff verwendet, um Fluoreszenzsignale anderer Quellen
herauszufiltern. Die Fluoreszenz von ROX wird durch PCR-Produkte nicht beeinflusst.
Fur das auf ROX normalisierte Fluoreszenzsignal R, gilt:

Rn = Fluoreszenz (SYBR-Green) / Fluoreszenz (ROX)).

Gemessen wird das Fluoreszenzsignal nach jedem Amplifikationszyklus. Die
Signalstarke ist proportional zur amplifizierten DNA-Menge. Der Zyklus, bei dem die
Signalstarke einen festgelegten Wert T Uberschreitet (Threshold), wird als Threshold-
Zyklus Cr bezeichnet. Je weniger Ausgangs-DNA in der Probe vorhanden ist, desto

mehr Zyklen muissen durchlaufen werden, bis das Signal den Threshold-Wert erreicht

2 4
Zyklus Cr (blauy Cr (griin)

Abbildung 7: Exemplarisches Amplifikationsdiagramm einer qRT-PCR des Enzyms FAS
Aufgetragen wurde ARn gegen die Anzahl der PCR-Zyklen. ARn ist das normalisierte Fluoreszenzsignal Rn
der amplifizierten dsDNA nach Subtraktion der Basislinie. Das Signal jeder Probe ist in einer Farbe
dargestellt. Der Threshold lag bei dieser Messung bei 0,75561 (gelbe Linie). Die Ct-Werte kdnnen fiir jede
Probe abgelesen werden. Beispielhaft wurden die Cr-Werte zweier Proben markiert (Cr(blau) = 22,85;
Cr(grun) = 28,03).

Das Diagramm wurde von der StepOne® Software ausgegeben und erganzt.
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und desto groRer ist der Cr-Wert. Abbildung 7 zeigt exemplarisch ein

Amplifikationsdiagramm fur die mRNA des Enzyms FAS.

Mit dem Cr-Wert jeder Probe kann die Ausgangs-DNA mit Hilfe der 2-2A¢T-Methode nach

Livak und Schmittgen relativ quantifiziert werden 2°:
N, =2 AACT =2 -(Ctix:y - CTixRef) - (Crmw:y = CT:MW:Ref)

Nx= Menge der Ausgangs-DNA der Probe x [Vielfaches der Referenzgruppe]

Cr.x;y = Cr-Wert der Probe x bei Ermittlung des Zielgens y

Cr.x.ret = Cr-Wert der Probe x bei Ermittlung des Referenzgens

Cr.ww;y = Mittelwert aller Cr-Werte der Referenzgruppe bei Ermittlung des Zielgens y

Cr.mwirer = Mittelwert aller Cr-Werte der Referenzgruppe bei Ermittlung des
Referenzgens

Der Cr-Wert jeder Probe wird auf den Durchschnittswert einer Referenzgruppe
normalisiert und als Vielfaches dieser angegeben. In dieser Arbeit diente die nicht
infizierte Kohorte als Referenzgruppe. Lediglich bei der Auswertung der Il4-
Quantifizierung musste davon abgewichen werden. Hier wurde die monosex infizierte
Gruppe als Referenz herangezogen, da die gesuchte cDNA in der nicht infizierten
Gruppe nicht nachweisbar war. Bei der Quantifizierung der SEA-Komponente Ipse/a
dienten isolierte S. mansoni-Eier als Referenzgruppe. Um mdégliche Schwankungen der
Gesamt-DNA-Menge der Proben auszugleichen, wurde au3erdem auf die Expression
eines Referenzgens normalisiert (s. 1.2.3.9).

Mit Hilfe einer Schmelzkurve kann nach der PCR Uberpruft werden, ob die Amplifikation

der Target-DNA erfolgreich war und ob unspezifische Nebenprodukte entstanden sind.

1.2.3.7.2. Durchfuhrung der gRT-PCR

Bei der Vorbereitung wurden jeweils 1 ul der cDNA-Probe als Doppelwert in PCR-
Reaktionsgefalle (Tube Strips) uberfihrt und mit 11,5 pl Mastermix versetzt. Als
Kontrolle diente 1 ul Aqua destillata (Aqua dest.) und Mastermix, um Verunreinigungen
auszuschlieRBen. Der Mastermix setzte sich aus dem Primer-Paar, dem SYBR® Green-

Reaktionsmix und Aqua dest. zusammen:

Mastermix pro Probe: Primer, sense 0,25 ul
Primer, antisense 0,25 ul
SYBR® Green-Reaktionsmix 6,30 ul
Aqua dest. 4,70 ul

Die Primer wurden von der Firma Microsynth hergestellt und zu einer Konzentration von
10 pM verdiinnt. Als Reaktionsmix wurde der Platinum® SYBR® Green gPCR
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SuperMix-UDG (Fa. Invitrogen) verwendet. Dieser enthélt eine Tag DNA-Polymerase,
die Farbstoffe SYBR® Green und ROX, Reaktionspuffer (mit Mg?*-lonen), dNTPs und
das Enzym Uracil-DNA Glykosylase (UDG). Der dNTP-Mix beinhaltet u.a. Uracil als
Base, die statt Thymin in die DNA eingebaut wird. Um eine
Verschleppungskontamination mit PCR-Produkten aus vorherigen Reaktionen zu
vermeiden, spaltet die UDG vor Beginn der PCR Uracil vom DNA-Grundgerist und
verhindert so die Amplifikation dieser Sequenzen. Die befillten Tube Strips wurden
anzentrifugiert und mit Hilfe des StepOnePlus® Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems) analysiert. Es diente gleichzeitig als Thermocycler und
Fluoreszenzphotometer, schaffte optimale Temperaturen fur jeden Reaktionsschritt
(Abbildung 8) und erfasste nach jedem Zyklus die Fluoreszenzintensitat der markierten
dsDNA.

Vorbereitung Amplifikationszyklus Schmelzkurve
Denaturierung Annealing + Elongation I/"'J_DC\\'
95°C — 95°C Ta —» 72°C | 95°C | 55°C | 95°C
10 min 10s 1 min 10s 1min 30s 15s
40 x

Abbildung 8: Ablauf einer gRT-PCR mit Temperatur- und Zeitprofil

Die Amplifizierung der cDNA erfolgte im StepOnePlus® Real-Time PCR System. Nach der Aufheizung auf
95°C folgte der Ubergang in den Amplifikationszyklus. Bei 95°C wurde die cDNA fiir 10 min denaturiert. Die
Annealing-Temperatur (Ta) wurde Primer-spezifisch gewahlt und fir 1 min gehalten, auch die Elongation
erfolgte bei dieser Temperatur. Dieser Zyklus wurde 40-mal wiederholt und das Fluoreszenzsignal
gemessen. Zum Schluss wurde die Schmelzkurve ermittelt. Nach der Aufheizung auf 72°C bis 95°C und
Abkihlung auf 55°C wurde die Temperatur in 1°C-Schritten auf 95°C erhoht und wahrenddessen das
Fluoreszenzsignal detektiert. Eigene Abbildung.

1.2.3.8. Design der Primer-Paare

Einige der eingesetzten Primersequenzen wurden selbst entworfen. Die Basis bildeten
die mRNA-Sequenzen fir die gesuchten Targets, die das NCBI (National Center for
Biotechnology Information) auch fiir Goldhamster zur Verfiigung stellt 47, Die mRNA-
Sequenz wurde in das Online Translate Tool Expasy # Ubertragen, das die mRNA-
Sequenzen in Aminosaure-Abfolgen Ubersetzen kann. Dort wurden das richtige
Leseraster sowie Start- und Stopcodon ermittelt. Weil die mRNA nach dem Spleif3en im
Gegensatz zur genomischen DNA keine Introns mehr enthdlt, sollten die Primer oder
das amplifizierte Produkt Intron-Uberspannend sein. Selbst wenn die Proben neben
cDNA auch genomische DNA enthalten, konnen die Primer so nur an cDNA binden. Mit
Hilfe der NCBI-Datenbank wurden die Intron-Exon-Grenzen in der mRNA-Sequenz

ermittelt *4’.  AnschlieRend erfolgte die Auswahl eines Primer-Paars (sense und
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antisense) zwischen Start- und Stopcodon. Die Lange der Primer betrug 18 — 25
Nukleotide und die Lange des Produkts 160 +/- 20 Nukleotide. Der CG-Gehalt der Primer
(C: Cytosin, G: Guanin) lag bei 35 — 60%. Weil eine optimale Primer-Hybridisierung fur
den komplikationslosen Ablauf der PCR unabdingbar ist, wurde ein CG-Gehalt der
ersten sechs Basen des 3‘-Endes von 50% angestrebt. Reihungen derselben Base (z.B.
CCCCC) wurden vermieden. Um eine Schmelztemperatur von etwa 60°C zu erreichen,
wurden die Primersequenzen ggf. um einzelne Nukleotide verl&ngert oder verkiirzt.
Ermittelt wurde die Temperatur mit Hilfe des Online Tools Oligo Calc 1%, Vor Bestellung
der Primer bei der Firma Microsynth wurde die Basenfolge des antisensen Primer

rickwarts und komplementar tUbersetzt 1%4,

1.2.3.9. Bestimmung des Referenzgens

Als Referenzgene werden Housekeeping-Gene verwendet, die nicht reguliert und
unabhangig von &uRReren Einflissen exprimiert werden, weil sie fur das Uberleben der
Zellen notwendig sind 1%, Oft werden gangige Housekeeping-Gene wie ACTB (B-Actin)
oder GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) als Referenzgene verwen-
det, ohne diese vorher zu validieren 8. Die Expression vieler dieser Housekeeping-Gene
ist jedoch nicht fiir jede Spezies, jeden Zelltyp und unter allen Versuchsbedingungen
stabil 5476172, Werden Referenzgene durch die Versuchsbedingungen beeinflusst, kann
dies zu verfalschten Ergebnissen und Interpretationen dieser flihren 88°, Daten zur
Stabilitdt von Housekeeping-Genen in hepatischem Gewebe gesunder Goldhamster
sind in der Literatur zu finden. Miao, Wang et al. bewerteten Hprtl (Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase 1), Actb (b-Actin), Tubb (B-Tubulin) und Rps18 (40S
ribosomales Protein S18) als am stabilsten 34, In einer Untersuchung humaner
Leberproben bei Hepatitis-C-Infektion zeigten sich Gusb (B-Glucuronidase) und Srsf4
(Serin-/Arginin-reicher Splicing Faktor 4) als geeignet %°. Selbst in stark entztindetem und
fibrosiertem Gewebe blieb deren Expression stabil 4°. Auf Basis dieser Daten wurden die
sechs oben genannten Housekeeping-Gene flr die vorliegende Arbeit getestet. Fir
jedes Gen wurden gRT-PCR durchgefiihrt und die Cr-Werte aller Proben (bisex n = 22,
monosex n = 10 und nicht infiziert n = 6) auf Gruppenunterschiede untersucht. Darliber
hinaus wurde das webbasierte Programm RefFinder 216215 verwendet, um die
Abweichung der Genexpression im gesamten Probenkollektiv (n = 38) zu bestimmen
und zu vergleichen. RefFinder kombiniert die Algorithmen der Berechnungsprogramme
BestKeeper *°, NormFinder 1°, Genorm ?°*, und der Delta-Cr-Methode . Uber jeden
Algorithmus wird die Expressionsstabilitat der Gene auf andere Weise berechnet 214, Fir
alle diese Programme werden die getesteten Gene anschlie3end nach ihrer Stabilitat

geordnet und Rangen zugewiesen (1: am stabilsten; 6: am wenigsten stabil) 214, Aus den
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vier zugewiesenen Rangen fir jedes Gen errechnet RefFinder anschlielend das

geometrische Mittel, woraus die Gesamtwertung und -gewichtung abgeleitet wird 214,

Fur die Bestimmung des Referenzgens fir die in vitro Analysen mit HepG2-Zellen
wurden die Zellen fir 3 h, 6 h und 24 h mit SEA stimuliert (s. 1.2.6.2). Anschliel3end
erfolgte die Ermittlung der Stabilitdt der Genexpression von ACTB, GAPDH, RPS18,
TUBB, GUSB und SRSF4 mit Hilfe von RefFinder und einem Gruppenvergleich (SEA-
Gruppe vs. Kontrollgruppe).

1.2.4. Histologische Methoden

1.2.4.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) eignet sich gut als Ubersichtsfarbung und
setzt sich aus Kern- und Plasmafarbung zusammen. Sie wurde 1867 erstmals von
Wissozky beschrieben 2%°, Fir die Farbung wurden Gewebeschnitte fixiert und in
Paraffin eingebettet. Da bei der HE-Farbung hydrophile Farbstoffe verwendet werden,
wurden die Schnitte schrittweise in Xylol entparaffiniert (10 min, 10 min, 5 min) und in
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (2x 5 min Ethanol absolut, 5 min
96% Ethanol, 2 min 70% Ethanol, 5 min flieRendes Leitungswasser). Anschliel3end
erfolgte die Farbung der Zellkerne in Hamatoxylin fur 6 Minuten. Hamatoxylin selbst ist
farblos. Erst bei der Komplexbildung seines Oxidationsprodukts Hamatein mit
Aluminiumionen (APF*) entstehen sogenannte Hamalaune. Im sauren Milieu des
Farbstoffs farben die basischen Hamalaune die negativ geladenen Bestandteile des
Zellkerns zunachst rétlich-braun. Bei der Blauung in Leitungswasser (5 min) wird der pH-
Wert angehoben und die Farbung schlagt in blau um. Die Farbung des Zellplasmas in
Eosin erfolgte fir 12 Sekunden und wurde in Leitungswasser abgestoppt. Das
verwendete Eosin Y (yellowish) ist negativ geladen und bildet lonenbindungen mit den
positiv geladenen Plasmaproteinen aus. Neben dem Zytoplasma werden auch
Bindegewebe, Kollagenfasern und sogar Kernbestandteile in unterschiedlicher Intensitat
rot angefarbt. Deshalb erscheint der Zellkern nach der HE-Farbung blau-violett. In einer
aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte entwassert (2 min in 96% Ethanol,
2x 2 min Isopropanol), in Xylol paraffiniert (3x 2 min) und mit Pertex-Eindeckmittel und

Deckglaschen eingedeckt. 113

1.2.4.2. Mikroskopische Aufnahme der geférbten Schnitte

Um eine hochaufgeloste mikroskopische Ubersichtsaufnahme der gefarbten Leber-

lappen zu erhalten, wurde das Kamerasystem NanoZoomer (Fa. Hamamatsu Photonics)
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verwendet. Die Aufnahmen wurden in Kooperation mit Dr. Kernt Kohler (Institut far

Veterinar-Pathologie, JLU Giel3en) angefertigt.

1.2.5. Glykogenbestimmung in Leberproben

Die quantitative Bestimmung des Glykogengehalts der Leberproben erfolgte mit dem
Glukose Assay Kit von Sigma-Aldrich, leicht modifiziert nach Protokoll des
Herstellers . Um den Glykogengehalt bestimmen zu kénnen, wurde zunachst das
enthaltene Glykogen durch Salzsaure in Glukose gespalten und ein zusatzlicher

Glykogen-Standard angesetzt und mitgefihrt ©°,

1.2.5.1. Proben-und Reagenzienpraparation

Fur jedes Versuchstier wurde gefrorenes Leberpulver in schockgefrostete
ReaktionsgefaRe uberfuhrt. Dazu wurden ReaktionsgefaRe und Spatel in flissigen
Stickstoff getaucht und anschlieRend etwa 20 mg Gewebepulver abgewogen und bis
zum Versuchsbeginn auf Trockeneis gelagert. Bei Raumtemperatur wurde schlieB3lich
0,5 ml 2M HCI hinzugegeben.

1.2.5.2. Praparation des Glykogen-Standards

Um die Glykogenkonzentration der Proben quantitativ auswerten zu kénnen, wurde ein
Glykogen-Standard hergestellt. Dazu wurden 2 mg Glykogen in 0,5 ml 2M HCI gel6st
und weiter mit 2M HCI verdiinnt, sodass eine Standardreihe mit 90, 45, 22,5, 11,3 und
5,6 ug Glykogen pro ml entstand. Als Kontrolle diente reine 2M HCI.

1.2.5.3. Assay

Abbildung 9 zeigt die zugrundeliegenden Reaktionen des Glykogen-Assays. Die Proben,
Glykogen-Standards und -Kontrolle wurden bei 95°C fir 1 Stunde auf einem Heizblock
aufgekocht und bei ca. 300 rpm geschittelt. Hierbei kam es im Beisein der Salzsaure
zur hydrolytischen Spaltung der glykosidischen Bindungen des Glykogens. Es
entstanden Glukose-Molekile. Um die Reaktion abzustoppen, erfolgte eine Abkihlung
auf Raumtemperatur fir 15 Minuten und anschlieBend die Neutralisierung der
Hydrolyseprodukte durch Zugabe von 0,5 ml 2M NaOH. Nach dem Vortexen wurden die
Proben fir 10 Minuten zentrifugiert. In frischen ReaktionsgefaRen wurde zum Uberstand
der Proben Glukose-Assay-Reagenz aus dem Kit hinzugegeben: Die Proben der nicht
infizierten und monosex infizierten Gruppe wurden 1:40 verdinnt (6 pl Probe mit 240 pl
Assay Reagenz), die bisex infizierte Gruppe 1:10 (24 pl Probe mit 240 pl Assay
Reagenz) und der Glykogen-Standard 1:6 (40 pl Standard/Kontrolle mit 240 pl Assay
Reagenz). Das Glukose-Assay-Reagenz enthalt die Enzyme Hexokinase (HK) und
G6PD. Die Glukose der Proben wurde durch ATP und HK zu Glukose-6-Phosphat
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phosphoryliert, das dann durch die G6PD zu 6-Phosphoglukonat oxidiert wurde.
Gleichzeitig wurde bei dieser Reaktion NAD zu NADH reduziert. Das bei der
Reaktionskette entstandene NADH ist proportional zum initial umgesetzten Glykogen.
Nach 5 Minuten Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden jeweils 100 ul der
Ansatze als Doppelwerte auf eine 96-Well-Platte (UV-Star) pipettiert. Mit dem
Plattenspektrophotometer Infinite® 200 PRO (Fa. Tecan) wurde die Absorption von
NADH bei einer Wellenlange von 340 nm gemessen. Durch den proportionalen
Zusammenhang der NADH- und Glykogenkonzentrationen konnte aus den
Absorptionswerten der mitgefihrten Standards mit bekannter Glykogenkonzentration
eine Trendlinie erstellt und auf die Glykogenmengen der Proben geschlossen werden.

HCl HK G6PDH
Glykogen ——— Glukose ﬁ Glucose-6-Phosphat TT 6-Phosphoglukonat

ATP  ADP NAD NADH
- Kolorimetrischer Nachweis
(Absorption: A=340nm)

Abbildung 9: Prinzip des Glykogen-Assays

Glykogen wird durch Hydrolyse der glykosidischen Bindungen durch HCI zu Glukose gespalten. Das Enzym
Hexokinase katalysiert die Phosphorylierung der Glukose zu Glukose-6-Phosphat unter Verbrauch von ATP.
Glucose-6-Phosphat wird durch die G6PD zu 6-Phosphoglukonat oxidiert. Dabei wird NAD reduziert und
NADH entsteht. NADH kann kolorimetrisch bei einer Wellenlange von 340 nm quantifiziert werden. Die
Entstehung von NADH ist dabei proportional zur initialen Umsetzung des Glykogens.

HCI, Salzsaure; HK, Hexokinase; ATP, Adenosintriphosphat; ADP, Adenosindiphosphat; G6PD, Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase; NAD, Nikotinamid-Adenindinukleotid; NADH, Nikotinamid-Adenindinukleotid-
Hydrid. Eigene Abbildung.

1.2.6. Zellkultur mit HepG2-Zellen

Die verwendeten HepG2-Zellen sind Hepatomzellen, die urspriinglich aus einem gut
differenzierten HCC eines jungen Mannes kaukasischer Abstammung isoliert wurden
und die sehr haufig in in vitro Experimenten verwendet werden +*’. Durch ihre hohe
Proliferationsrate, ihre nahezu unbegrenzte Lebenszeit und ihren Hepatozyten-
spezifischen Stoffwechsel eignen sie sich gut als hepatisches Zellmodell %’. HepG2-
Zellen sind in der Lage, Enzyme zu exprimieren, u.a. das in dieser Arbeit untersuchte

Enzym Katalase 1°°.

1.2.6.1. Zellkultivierung

Die Zellen wurden in flussigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden sie im
Wasserbad auf 37°C erwarmt und in einer Zellkulturschale (58 cm? Wachstumsflache)
in 10 ml Medium bei 37°C kultiviert. Als Medium wurde Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) verwendet, dem 10% filtriertes bovines Serum (FBS) und 1% Penicillin/
Streptomycin (100 pM) zugesetzt wurden. Nach 24 Stunden erfolgte ein

Mediumwechsel. DMEM enthélt u.a. Glukose, Natriumpyruvat und Glutamin fur den
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Zellstoffwechsel. In bovinem Serum sind Wachstumsfaktoren, Hormone, Adhéasions-
molekile, Zytokine, Aminosauren und Vitamine enthalten, die fur die Proliferation und
Kultivierung der Zellen bendétigt werden.

Um den Zellen bei der Kultivierung ausreichend Wachstumsflache zu gewéhren, erfolgte
zwei- bis dreimal wochentlich eine Passage in eine neue Schale. Nach dem Absaugen
des Medium-Uberstands wurden die Zellen dreimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen
und mit 2 ml Trypsin/EDTA enzymatisch vom Schalenboden geldst (Inkubation fir 5 min
bei 37°C). Die enzymatische Reaktion wurde mit 9 ml Medium abgestoppt und der Erfolg
der Resuspension lichtmikroskopisch Uberprift. In der Zwischenzeit wurde eine neue
Zellkulturschale mit 5 ml Kollagen | (mit Essigséure auf 50 pyg/ml verdinnt) benetzt, das
Kollagen abgesaugt und 10 ml serumhaltiges DMEM hinzugefiigt. Nach Auf- und
Abpipettieren wurde 1 ml der gewonnenen Zellsuspension in die neue Schale tberfiihrt.

1.2.6.2. Aussaat und Stimulation der Zellen mit SEA

Zur Aussaat der Zellen auf eine 12-Well-Platte wurden die Zellen zunachst gewaschen
und trypsiniert, wie bereits beschrieben (s. 1.2.6.1). Nach der Trypsinierung erfolgte die
Aufnahme und Resuspension der Zellen in 3 ml Medium. In einem sterilen 50 ml
Zentrifugenréhrchen wurden 9 ml Medium vorgelegt und 1 ml der Zellsuspension
hinzugegeben. Jedes Well wurde mit Kollagen beschichtet und mit 1,5 ml der
Zellsuspension befillt. Durchschnittlich ergab dies etwa 500.000 Zellen / Well. Die
Zahlung der Zellen erfolgte mit Hilfe des Facsope®-Zellzahlers (Fa. Curiosis Inc.). Nach
Inkubation der Platte bei 37°C fir 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt
und das serumhaltige DMEM gegen 1,5 ml DMEM ohne Serum ausgetauscht.

Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubation im Brutschrank, erfolgte die Stimulation der
Zellen mit SEA. Unter dem Lichtmikroskop wurde zunachst ein gleichméaRig konfluentes
Zellwachstum sichergestellt und eine mogliche Kontamination ausgeschlossen. In jedes
Well wurden im Zuge des Mediumwechsels 0,5 ml serumfreies Medium vorgelegt und
anschlie3end 2,8 ul SEA (2,655 mg/ml) hinzu pipettiert. Daraus ergab sich eine SEA-
Konzentration von 15 pg/ml. Da das SEA in der Stammldésung in PBS gel6st vorlag,
wurden als Kontrolle 2,8 ul PBS ohne SEA eingesetzt. Nach Inkubation bei 37°C fir

6 Stunden wurde der Stimulationsversuch mit steriler PBS abgestoppt (s. 1.2.3.2).

1.2.7. Statistische Methoden

Fur die Auswertung der qRT-PCR wurden die gemessenen Daten mit der StepOne®-
Software (Version 2.2.2, 2011) erfasst und in MS Excel® importiert. In MS Excel®

wurden aus den gemessenen Cr-Doppelwerten der Proben Mittelwerte gebildet. Die C+-
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Einzelwerte wurden zuvor mit der Statistiksoftware SPSS (Version 26.0, 2019) auf
madgliche AusreiRer untersucht (Werte aul3erhalb des 1,5-fachen Interquartilabstands).
Unterschieden sich die Doppelwerte um mehr als 2 Cr-Werte und war einer der beiden
Einzelwerte ein Extremwert, wurde davon ausgegangen, dass es sich bei diesem
Einzelwert um eine Fehlmessung handelt. Dieser Wert wurde bei der Auswertung nicht
bertcksichtigt. Falls anhand der Schmelzkurve erkennbar war, dass bei der PCR ein
falsches Produkt entstanden war, ging das Messergebnis ebenfalls nicht in die Wertung
ein. Die Normierung auf die Kontrollgruppe und das Kontrollgen erfolgte mit Hilfe der
2-2ACT_Methode (s. 1.2.3.7.1) in MS Excel®.

Die Daten zur Auswertung des Glykogen-Assays wurden nach Erfassung durch das
Plattenspektrophotometer Infinite 200 PRO (Fa. Tecan) mit MS Excel® dargestellt. Aus
den Messwerten der Standards bekannter Glykogenkonzentrationen wurde eine
Trendlinie erstellt. Mit Hilfe der Geradengleichung konnte die Glykogenkonzentration der

Proben berechnet werden. Diese wurde in mg pro g Lebergewebe umgerechnet.
Alle Daten wurden zur statistischen Auswertung in die SPSS®-Software Ubertragen.

Um Gruppenunterschiede zwischen der bisex, monosex und nicht infizierten
Hamsterkohorte zu ermitteln, wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test
herangezogen, da auf Basis bisheriger Erfahrung unserer Arbeitsgruppe nicht von einer
Normalverteilung der Werte ausgegangen werden konnte. Mit der Nullhypothese Ho wird
angenommen, dass die Verteilung der Messwerte zwischen den verschiedenen
Gruppen identisch sei. Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 fiir die Ablehnung
von Ho wurden die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen paarweise mit Hilfe
eines Anschlusstests (Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test) untersucht. Auch hier behauptet
Ho eine Gleichverteilung der Werte zwischen jeweils zwei Gruppen. Um dabei eine
Akkumulierung des a-Fehlers zu vermeiden, wurde die Bonferroni-Korrektur
angewendet. Da es sich um eine explorative Studie handelt, wurde auf eine weitere
Adjustierung der p-Werte verzichtet. Bei der Auswertung der Zellkulturexperimente
wurde die SEA-stimulierte Gruppe und die Kontrollgruppe mit Hilfe des Mann-Whitney-
U-Tests verglichen (p < 0,05).

Der statistische Zusammenhang verschiedener Messparameter wurde mit
Regressionsanalysen untersucht. Dazu wurden die Messgrof3en je nach Sinnhaftigkeit
in abhangige und unabhangige Parameter unterteilt. Um die Abhangigkeit der Parameter
mit maglichst geringer Abweichung mathematisch zu beschreiben, wurde mit Hilfe der
Funktion Kurvenanpassung von SPSS® die beste Regressionsfunktion (linear, invers

oder exponentiell) ermittelt. Als Kriterium wurde das Maximum des Bestimmtheitsmal3es

42



R? herangezogen. Dieses gibt an, wie viel Streuung in den Daten durch den funktionellen

Zusammenhang erklart werden kann.

Die statistischen Abbildungen wurden mit der Software Python (Version 3.9.15, 2022)
erstellt. Zum Vergleich der Gruppen wurden die Daten in Form von Whisker-Box-Plot-
Diagrammen dargestellt. Die Box wird durch das untere und obere Quartil begrenzt und
bildet 50% der Daten ab, der Median wurde als Linie in der Box veranschaulicht. Oberer
und unterer Whisker reprasentieren die grof3ten und kleinsten Messwerte. Messwerte,
die auBerhalb des 1,5-fachen Interquartilabstands liegen, wurden als Extremwerte in
Form einer Raute abgebildet. Die einzelnen Messwerte sind als graue, teiltransparente
Kreise eingezeichnet.

1.3. Ergebnisse

Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden zur besseren Unterscheidung
der untersuchten Gruppen einheitliche Farben gewahlt. Werden bisex, monosex und
nicht infizierte Gruppen einander gegeniibergestellt, ist im Folgenden die nicht infizierte
Gruppe in Grin, die monosex infizierte in Gelb und die bisex infizierte Gruppe in Rot
dargestellt. Die Datenpunkte der Regressionsanalysen sind ebenfalls rot gefarbt, da sie
sich auf die bisex infizierte Gruppe beschranken. Wird ein Parameter zunéchst zwischen
den Gruppen verglichen und anschlielend in einem Diagramm gegen die Eilast
aufgetragen, wurde fiir einen einfacheren Vergleich der Werte bei den Ordinaten die

gleiche Skalierung der Werte gewabhlt, wo es sinnvoll war.

Zur statistischen Untersuchung der Zusammenhénge zweier Parameter wurden
Regressionsanalysen durchgefihrt. Wahrend Korrelationsanalysen lediglich einen
ungerichteten Zusammenhang zwischen zwei Variablen beschreiben, wird im Rahmen
von Regressionsanalysen dartiber hinaus untersucht, ob ein gerichteter Zusammenhang
zwischen Variablen besteht, d.h. ob die abhangige Variable mithilfe einer
mathematischen Funktion durch die unabhangige Variable (hier meist die Eilast)

statistisch vorhergesagt werden kann.
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1.3.1. Etablierung und Validierung der Methoden
1.3.1.1. Bestimmung der hepatischen Eilast

1.3.1.1.1. Spektrum der Eilast in Hamsterlebern

Um die Auswirkungen der parasitdren Eier auf das Leberparenchym invivo zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen der hepatischen
Eilast und der Auspragung Schadigungs-assoziierter Parameter analysiert. Ermittelt
wurde die Eilast von 22 bisex infizierten Hamstern nach KOH-Verdau des Gewebes.
Durch die sehr umfangreiche Gruppengrof3e wurde sichergestellt, dass sowohl Hamster
mit wenig S. mansoni-Eiern, als auch Hamster mit vielen Eiern in das Hamsterkollektiv
eingeschlossen wurden. Abbildung 10 zeigt die Eilast fir jedes der 22 Tiere der bisex
infizierten Gruppe. Die Proben sind nach der Ei-Anzahl pro Milligramm Lebergewebe
aufsteigend geordnet. Die Eilast der Tiere weist ein breites Spektrum von 12 bis

85 Eier/mg Lebergewebe auf. Die dazwischenliegenden Werte sind nahezu linear
verteilt.

804
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Eilast [Eier/mg Lebergewebe]

Probe 3
Probe 1
Probe 2
Probe 8
Probe 16
Probe 11
Probe 5
Probe 9
Probe 14
Probe 7
Probe 4
Probe 10
Probe 12
Probe 15
Probe 13
Probe 6
Probe 20
Probe 22
Probe 17
Probe 18
Probe 19
Probe 21

Abbildung 10: Spektrum der hepatischen Eilast der bisex infizierten Hamsterkohorte

Es zeigt sich eine breite gleichmalige Verteilung der hepatischen Eilast zwischen 12 und 85 Eier/mg
Lebergewebe. Abgewogene Leberproben der Hamster (n=22) wurden mit KOH verdaut und die isolierten
Eier dreimal mikroskopisch ausgezéhlt. Der Mittelwert aus den Z&hlungen der Eilast wird in Eier/mg
Lebergewebe angegeben. Die Tiere wurden entsprechend ihrer Eilast aufsteigend geordnet.
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1.3.1.1.2. Verteilung der Eier im Leberlappen

Fur die Bestimmung der hepatischen Eilast wurden die analysierten Leberteile zufallig
ausgewahlt. Um zu Uberprifen, ob die Verteilung der Parasiteneier im Parenchym eines
Leberlappens gleichmafig ist, wurden HE-Farbungen angefertigt. In Abbildung 11 ist
eine HE-Farbung eines reprasentativen Schnitts zu sehen. In der Ubersichtsaufnahme
(Abbildung 11A) ist ein vollstandiger Leberlappen abgebildet, die parasitaren Eier sind
rot markiert. Es fallt auf, dass die Verteilung der Eier relativ gleichmaRig ist, sodass es
weder groRRe Ei-freie Bereiche gibt, noch gro3e Ei-Nester auftreten. Bei néherer
Betrachtung (Abbildung 11B) lassen sich die Eier und die gebildeten Granulome von

intaktem Leberparenchym abgrenzen.

1mm

Abbildung 11: Gleichm&Rige Verteilung der Eier innerhalb eines Leberlappens

Die Leberlappen bisex infizierter Hamster wurden im Gesamtquerschnitt HE gefarbt. (A) Ubersicht tiber
einen Leberlappen im Querschnitt mit parasitéren Eiern (rote Kreise). (B) VergroRerung mit Eiern (=) und
Granulomen (---).
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1.3.1.1.3. Regression zwischen Eilast und ESP-Komponenten

Die parasitaren Eier sezernieren verschiedene ESP in das umliegende Gewebe. Das
Glykoprotein IPSE/a1 ist ein Hauptbestandteil der ESP. Ist die Eilast des Gewebes hoch,
ist eine erhdhte IPSE/a1-Sekretion zu erwarten. Um zu Uberprifen, ob die Bestimmung
der Eilast mittels KOH-Verdau die Realitat abbildet, wurde ein Zusammenhang zwischen
der Eilast und der Ipse/a7-Expression untersucht. Die Quantifizierung der Ipse/at-
Expression der bisex infizierten Gruppe (n = 22) erfolgte mit Hilfe der gRT-PCR. Da
beide Kontrollgruppen erwartungsgemal keine Ipse/a7-Expression aufweisen, erfolgte
die Normierung auf die Werte mitgefuhrter Ei-Lysate. Die Regressionsanalyse zeigt eine
positiv-exponentielle Abhangigkeit zwischen der Ipse/a1-Expression von der Eilast
(Abbildung 12, R? = 0,862).
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Abbildung 12: Exponentielle Regression der Eilast und Ipse/at

Die Expression der SEA-Komponente Ipse/a? der bisex infizierten Gruppe (n = 22) wurde mittels qRT-PCR
analysiert und mit der 224CT-Methode ausgewertet. Es wurden 3 technische Replikate durchgefihrt. Als
Referenzgruppe dienten verdinnte Ei-Lysate. Der Zusammenhang zwischen hepatischer Eilast und Ipse/a1
wird mit Hilfe einer exponentiellen Regressionskurve dargestellt (R? = 0,862, p < 0,001). Dabei ist die Eilast
die unabhéangige und Ipse/a1 die abhangige GrofRe. Die Eilast wird in Eier/mg Lebergewebe und Ipse/a? als
Vielfaches der Expression der Ei-Lysate angegeben.

1.3.1.2. Bestimmung des Referenzgens fir qRT-PCR (Lebergewebe)

Die Auswahl eines stabilen und unregulierten Referenzgens ist die Voraussetzung fir
eine valide quantitative Auswertung der gRT-PCR-Messungen. Nur so kann eine
korrekte Normierung mit Hilfe der 224¢T-Methode erfolgen. Folgende Housekeeping-
Gene wurden als potenzielle Referenzgene getestet: Srsf4, Hprtl, Rps18, Actb, Gusb
und Tubb. Die Expression der Zielgene wurde mit gqRT-PCR in allen drei Gruppen

gemessen (bisex, monosex und nicht infiziert).
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1.3.1.2.1. Srsf4 als Referenzgen

Um gruppenunabhangig die Stabilitéat der Gene zu testen, wurden die Cr-Werte fur jedes
Gen in das webbasierte Programm RefFinder 25216 eingepflegt. Es erfolgte keine
Trennung der Daten nach Gruppen (n = 38). Basierend auf der Kombination mehrerer
Algorithmen werden dort die Gene nach der Stabilitat inrer Expression geordnet. Hierbei
weist Srsf4 die stabilste Expression auf (Abbildung 13A). Beim Vergleich der Srsf4-
Expression der drei Gruppen mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests kann die Hypothese,
dass die Expressionswerte Uber die Gruppen gleichverteilt sind, nicht mit ausreichender
Wabhrscheinlichkeit abgelennt werden  (Abbildung 13B; p=0,163). Auch
Regressionsanalysen zwischen Eilast und Srsf4-Expression innerhalb der bisex

infizierten Gruppe zeigen keinen Zusammenhang der beiden Parameter (Abbildung 25,

Anhang).
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Abbildung 13: Geeignetes Referenzgen Srsf4

(A) Srsf4 (roter Rahmen) zeigt bei der Analyse durch RefFinder 26 die stabilste Expression (n = 38).
(B) Die Srsf4-Expression weist keine Gruppenunterschiede der Cr-Werte mit Kruskal-Wallis-Test zwischen
bisex (n = 22), monosex (n = 10) und nicht infizierten (n = 6) Hamsterlebern auf (p=0,163). Die Cr-Werte
liegen alle zwischen 23,33 und 25,70.
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1.3.1.2.2. Ungeeignete Referenzgene

Die Ubrigen getesteten Gene zeigen sich weniger gut geeignet als Referenzgene.
Beispielsweise gibt RefFinder die Expression von Hprtl als zweitstabilste an (Abbildung
13A), jedoch zeigt die Uberpriifung auf Gleichverteilung der Werte tiber die Gruppen mit
dem Kruskal-Wallis-Test, dass keine Gleichverteilung vorliegt (Abbildung 14A;
p < 0,001). Dabei sind vor allem Unterschiede in der Verteilung der Werte zwischen
bisex und monosex, sowie bisex und nicht infizierten Tieren festzustellen. Umgekehrt
sind bei der Gush-Expression zwar keine markanten Verteilungsunterschiede zwischen
den Gruppen zu sehen (Abbildung 14B; p = 0,059), dafir scheint aber die Expression
zwischen den einzelnen Proben des gesamten Hamster-Kollektivs deutlich starker zu
streuen als die von Srsf4 und Hprtl (Abbildung 13A). Die statistische Testung auf
Unterschiede in der Expression von Rpsl18, Actb und Tubb macht Unterschiede

zwischen den Gruppen deutlich (Abbildung 26, Anhang).
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Abbildung 14: Ungeeignete Referenzgene Hprtl und Gusb

(A) Die hepatische Hprtl-Expression weist sowohl Gruppenunterschiede uber allen Gruppen im Kruskal-
Wallis-Test auf (p < 0,001), als auch zwischen bisex und monosex, sowie monosex und nicht infizierten
Hamstern. (B) Die Gush-Expression zeigt keine statistisch-relevanten Gruppenunterschiede (Kruskal-
Wallis-Test, p = 0,059).

1.3.1.2.3. Bestimmung des Referenzgens fir gRT-PCR (HepG2-Zellen)

Als Basis fir die Quantifizierung der mMRNA-Expression der HepG2-Zellen in vitro wurden
die Gene ACTB, GAPDH, TUBB, RPS18, GUSB und SRSF4 getestet. Auch hier erwies
sich SRSF4 als das am besten geeignete Referenzgen (Abbildung 27, Anhang).

1.3.2. S. mansoni-induzierte Leberschadigung und hepatische Eilast

Im folgenden Abschnitt wird die Abhangigkeit der hepatischen Immunantwort, des

Metabolismus und des oxidativen Stresses von der Eibelastung der Leber dargestellt.
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1.3.2.1. Immunantwort

Um die Immunantwort im Rahmen einer S. mansoni-Infektion zu charakterisieren,
wurden im Lebergewebe der infizierten Hamster die mRNA-Spiegel verschiedener
Zytokine quantifiziert.

1.3.2.1.1. Eilast-unabhéngige Steigerung der Tul-Immunantwort

Zu Beginn der Infektion mit S. mansoni kommt es im Wirtsorganismus i.d.R. zu einer
Tul-Antwort, die sich typischerweise durch das Auftreten des Zytokins IFN-y
auszeichnet. Deshalb wurde die Ifng-Expression in den drei Versuchsgruppen ermittelt.
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Abbildung 15: Eilast-unabhangige hepatische Expression des Tnl-Zytokins IFN-y

(A) Gesteigerte Ifng-Expression in Lebern der monosex (n = 10) und bisex S. mansoni-infizierten Hamster
(n = 22). (B) Keine Regression zwischen Ifng-Expression und der Eilast. Nach Durchfuhrung der gqRT-PCR
erfolgte die Auswertung mit Hilfe der 2-24€T-Methode. Als Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe
(n=6). Es wurden drei technische Replikate durchgefuhrt und deren Mittelwerte bestimmt. Die
Gleichverteilung der Expressionswerte zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test
(p < 0,001) gepriift (A). Bei den Regressionsanalysen diente die Eilast als unabhangige und die Ifng mRNA
als abhangige Grolie. (B).

Im Vergleich zur nicht infizierten Kontrollgruppe ist die Ifng-Expression in der monosex
(ms) und bisex (bs) infizierten Gruppe deutlich erhdht (Abbildung 15A). Wéahrend sich
der Median beider Gruppen kaum unterscheidet (ms 49,5; bs 54,2), weisen die Werte
der monosex infizierten Gruppe eine deutlich grof3ere Streuung auf. Wird die Ifng-
Expression der bisex infizierten Gruppe gegen die Eilast aufgetragen, kann kein
Zusammenhang zwischen beiden Groé3en abgeleitet werden (Abbildung 15B).
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1.3.2.1.2. Inverser Zusammenhang zwischen Tu2-Immunantwort und Eilast

Zum Zeitpunkt der Eiablage geht die Thl-Immunantwort in eine Tu2-Antwort Uber. Die
daran beteiligten Zytokine sind vor allem IL-4 und IL-13. Deren mRNA-Spiegel wurden

in den Leberproben der bisex, monosex und nicht infizierten Tiere bestimmt.
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Abbildung 16: Eilast-abh&ngige inverse Regression der Tu2-Zytokine IL-4 und IL-13

(A, C) Gesteigerte mRNA-Expression von 114 (A) und 1113 (C) bei infizierten Hamstern. (B, D) Negative
Regression zwischen 114 (B) bzw. 1113 mRNA (D) und jeweils der Eilast, sowie ein negativ exponentieller
Zusammenhang zwischen 114 und Ipse/al mRNA (E). Besonders hohe Ipse/al-Spiegel gehen mit niedriger
l14-Expression einher (E; griiner Kasten). Die relative Quantifizierung wurde mit der 2-24¢T-Methode aus qRT-
PCR-Daten berechnet und auf die monosex (A, B, E), bzw. nicht infizierte Gruppe (C, D) normalisiert. Die
Normalisierung von Ipse/al erfolgte auf die Expression mitgefiihrter Ei-Lysate. Aus je drei technischen
Replikaten wurden Mittelwerte gebildet. Bisex infiziert (n= 22), monosex infiziert (n= 10) und nicht infiziert
(n= 6). Die Gleichverteilung der Expressionswerte zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-Wallis-
Test Uberprift (A: p < 0,001; C: p <0,001). Die Regression wurde durch lineare (B, D) bzw. exponentielle
(E) Regressionsanalysen ermittelt.
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Sowohl 114, als auch 1113, werden in den Gruppen unterschiedlich stark exprimiert
(Abbildung 16A und Abbildung 16C). In der nicht infizierten Kontrollgruppe ist die mRNA
kaum nachweisbar. Eine leichte Zytokin-Expression ist in der monosex infizierten
Gruppe zu messen, wohingegen die bisex infizierte Gruppe im Vergleich dazu bis zu
4,6-fach (114) bzw. 30-fach (1113) erhéhte mRNA-Spiegel aufweist. Wird die Beziehung
der mMRNA-Spiegel zur Eilast in Regressionsanalysen untersucht, zeigt sich eine inverse
lineare Abhéangigkeit der Zytokin-Expression von der Eilast (Abbildung 16B und
Abbildung 16D). Das BestimmtheitsmaR R? liegt bei 0,560 (114) und 0,438 (1113). Wird
der Zusammenhang zwischen 114 und Ipse/a’ mMRNA betrachtet, fallt eine negative
exponentielle Abhangigkeit auf (Abbildung 16E; R? = 0,715). Insbesondere die funf Tiere
mit sehr hohen Ipse/a’ mMRNA-Spiegeln zeigen besonders niedrige Il4-Spiegel
(Abbildung 16E, griner Kasten).

1.3.2.1.3. l110-Expression und Eilast

Im Entziindungsgeschehen gilt das Zytokin IL-10 als wichtiger Modulator. Es kann
sowohl die Twl- als auch die Th2-Antwort supprimieren und beugt einer
Uberschielenden Immunantwort vor. Besonders im chronischen Stadium spielt IL-10
eine bedeutende Rolle. Die hepatische mRNA von bisex, monosex und nicht infizierten
Hamstern wurde auf 1110 mRNA untersucht.
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Abbildung 17: Eilast-unabhangige hepatische Expression des Zytokins IL-10

(A) Gesteigerte mMRNA-Expression von 1110 in Lebern der monosex und bisex infizierten Hamster. (B) Keine
Korrelation zwischen 1110 und der Eilast. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels gRT-PCR und der 2
ACT_Methode (Normalisierung auf nicht infizierte Gruppe). Die Gruppen umfassten 22 (bisex), 10 (monosex)
und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Die Gleichverteilung der
Expressionswerte zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test getestet (A; p < 0,001). Bei
der Regressionsanalyse diente die Eilast als unabhéangige und 1110 als abhangige Grolie (B).

Abbildung 17A zeigt die Verteilung der gemessenen I110 mRNA fir jede Gruppe. Sowohl
die Lebern monosex als auch bisex infizierter Tiere weisen im Vergleich zur
Superkontrolle erhéhte Spiegel auf. Die Streuung innerhalb der monosex infizierten

Gruppe ist grof3, die Spannbreite reicht von 3,9- bis 17,5-fachen Werten im Vergleich zur
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nicht infizierten Gruppe. Die 1110-Expression innerhalb der bisex infizierten Gruppe ist
relativ konstant und betragt im Median das 10-fache der Referenzgruppe. Eine
Regressionsanalyse zeigt keinen Zusammenhang zwischen der 1110-Expression und der
Eilast (Abbildung 17B).

1.3.2.1.4. llI6-Expression und Eilast

Auch das proinflammatorische Zytokin IL-6 wird im Verlauf einer Schistosomen-Infektion
exprimiert. Es fordert die IL-10-Produktion und tragt zur Eindammung der

EntzUndungsreaktion bei.
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Abbildung 18: Eilast-abhéngige hepatische Expression des Zytokins IL-6

(A) Gesteigerte Expression von 116 in Lebern der bisex infizierten Hamster. (B) Positiver exponentieller
Zusammenhang zwischen der I16-Expression und der Eilast. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels qRT-
PCR und der 2*4CT-Methode (Normalisierung auf nicht infizierte Gruppe). Die Gruppen umfassten 22
(bisex), 10 (monosex) und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Die
Gleichverteilung der Expressionswerte zwischen den Gruppen wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test getestet
(A; p <0,001). Bei der Regressionsanalyse diente die Eilast als unabhéangige und 116 als abh&ngige GroRRe
(B).

Die relative Quantifizierung der 116 mRNA in allen drei Versuchsgruppen zeigt eine stark
gesteigerte Zytokin-Expression in der bisex infizierten Gruppe im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen (Abbildung 18A). Im Verhaltnis zur nicht infizierten Gruppe sind die
Werte um das 5- bis 36-fache erhdht. Auch die monosex infizierten Tiere weisen 3,1-
fach erhohte 116 mRNA-Spiegel auf (Median), wobei statistisch kein Unterschied zur nicht
infizierten Kontrollgruppe besteht (p = 1,000). Um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen 116 mRNA-Spiegel und der Eilast zu untersuchen, erfolgte eine
Regressionsanalyse. Abbildung 18B zeigt die statistische Abhéngigkeit der gemessenen
l16-Expression von der Eilast. Es besteht eine exponentielle Regression mit einem

BestimmtheitsmaR von R? = 0,579.
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1.3.2.2. Metabolischer Stress

Nicht nur die Expression der Zytokine wird durch eine S. mansoni-Infektion beeinflusst,
auch Enzyme wichtiger Stoffwechselwege der Leber erfahren eine Regulation. In dieser
Arbeit wurden deshalb die Expression des Enzyms FAS (Lipidstoffwechsel) und die
Expression dreier Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels untersucht. Au3erdem wurde
der hepatische Glykogengehalt quantifiziert. Das Lebergewebe bisex infizierter Hamster

wurde mit hepatischem Gewebe monosex und nicht infizierter Tiere verglichen.

1.3.2.2.1. Negativer Zusammenhang zwischen Fasn-Expression und Eilast

Die FAS ist ein dimeres multifunktionelles Enzym, das im Zytosol der Hepatozyten
vorkommt. Mit seinen Domanen katalysiert es fast alle Reaktionen der FS-Synthese %2,
Damit liefert es Substrate fiir die Lipogenese und tragt zum Aufbau der TAG-
Energiespeicher der Leber bei 122, Es wird durch das Gen Fasn codiert. Die hepatische
Fasn-Expression wurde fir bisex, monosex und nicht infizierte Hamster mit Hilfe gRT-
PCR-Analysen quantifiziert.
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Abbildung 19: Inverse Regression zwischen hepatischer Fettsduresynthaseexpression und Eilast
(A) Reduzierte hepatische Expression von Fasn in bisex infizierten Hamstern. (B) Negative exponentielle
Regression zwischen Fasn-Expression und der Eilast. Die mMRNA-Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR
und der 2-24€T-Methode, als Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe. Die Gruppen umfassten 22
(bisex), 10 (monosex) und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Die
statistische Uberprifung auf Verteilungsunterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-
Wallis-Test (A; p <0,001). Bei der Regressionsanalyse diente die Eilast als unabhangige und Fasn als
abhéangige GroRe (B).

Abbildung 19A bildet die Fasn-Expression der untersuchten Gruppen ab. Im Vergleich
zu den beiden Kontrollgruppen zeigt sich die Expression in der bisex infizierten Gruppe
reduziert. Wahrend die mRNA-Spiegel in der monosex infizierten Gruppen ebenfalls
leicht vermindert sind (Median 0,65-fach), erreichen sie in der bisex infizierten Gruppe
im Median nur die 0,19-fache Expression der gesunden Superkontrolle. Wird der

Zusammenhang zwischen Fasn mRNA und der Eilast untersucht (Abbildung 19B), kann
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dieser durch eine negative exponentielle Regressionskurve abgebildet werden
(R?=0,531).

1.3.2.2.2. Inverser Zusammenhang zwischen Glykogengehalt und Eilast

In der Leber finden wesentliche Teile des Kohlenhydrat-Metabolismus statt. Energie wird
in Form von Glykogen gespeichert und kann bei Bedarf zu Glukose abgebaut werden.
Diese kann Uber die Glykolyse oder den Pentosephosphatweg in der Leber verwertet
werden. In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer S. mansoni-Infektion auf den
Glykogengehalt der Leber und auf die hepatische Expression der Enzyme GyS,
Pyruvatkinase M 1 und 2 (PKM1/2) und G6PD in den drei Tiergruppen untersucht. GyS
katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykogensynthese und die
PK ist ein Schliisselenzym der Glykolyse, bei der Glukose zu Pyruvat abgebaut und
dabei Energie generiert wird. Die Isoformen PKM 1 und PKM 2 werden durch dasselbe
Gen transkribiert, fir beide wurde ein gemeinsames Primer-Paar verwendet ’. Beim
Abbau der Glukose Uber den Pentosephosphatweg ist die G6PD das geschwindigkeits-

bestimmende Enzym.

In Abbildung 20A wird der Glykogengehalt der 22 bisex infizierten Hamster gegen deren
Eilast aufgetragen. Eine Zunahme der hepatischen Eilast geht mit der Abnahme des
hepatischen Glykogens einher. Dieser Zusammenhang kann mit einer inversen
Regressionskurve gut beschrieben werden (R?=0,766). Bei der Untersuchung der
Expression oben genannter Enzyme in Hamsterleberproben koénnen ebenfalls
Veréanderungen in der bisex infizierten Gruppe beschrieben werden. Die mRNA des
Enzyms GyS ist in den untersuchten Leberproben im Vergleich zur nicht infizierten
Kontrollgruppe auf das 0,7-fache (Median) reduziert (Abbildung 20B). Zur monosex
infizierten Gruppe zeigt sich kein statistisch relevanter Unterschied. Im Gegensatz dazu
ist die Pkm-Expression der bisex infizierten Tiere deutlich gesteigert messbar und
unterscheidet sich mit p < 0,001 statistisch von beiden Kontrollgruppen (Abbildung 20C).
Die mRNA-Spiegel sind im Median etwa 8,6-fach hoher als die der nicht infizierten
Gruppe. Die monosex und die nicht infizierte Gruppe unterscheiden sich nur leicht.
Ebenfalls gesteigert sind die mMRNA-Spiegel der G6PD in der bisex infizierten Gruppe
(Abbildung 20D). Unterschiede gibt es im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen, wobei
der Unterschied zur nicht infizierten Gruppe statistisch relevanter ist (p < 0,001). Der
Median der bisex Gruppe ist 3,1-mal so hoch wie der Median der nicht infizierten

Kontrollen.
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Abbildung 20: Inverse Regression zwischen hepatischem Glykogengehalt und Eilast und Expression
der Enzyme GyS, PKM1/2 und G6PD

(A) Inverse Regression zwischen Glykogengehalt und Eilast der bisex infizierten Hamster. (B) Reduzierte
Gys2-Expression nach bisex Infektion. (C, D) Gesteigerte Expression von Pkm und G6pd. Bei der
Regressionsanalyse diente die Eilast (aus KOH-Verdau) als unabhangige und der Glykogengehalt (aus
Glykogen-Assay) als abhéangige GréRe (A). Die mMRNA-Quantifizierung erfolgte mittels gRT-PCR und der 2
2ACT_Methode, als Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe. Die Gruppen umfassten 22 (bisex), 10
(monosex) und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus je drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Die
statistische Uberpriifung auf Verteilungsunterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-
Wallis-Test (B, p = 0,005; C; p < 0,001; D, p < 0,001).

1.3.2.3. Oxidativer Stress

Wahrend einer Infektion mit S. mansoni kommt es vermehrt zur Bildung von ROS.
Sobald mehr ROS entstehen als abgebaut werden kdnnen, entsteht oxidativer Stress.

Deshalb sind antioxidative Mechanismen und Enzyme von grof3er Bedeutung.

1.3.2.3.1. Inverser Zusammenhang zwischen Cat-Expression und Eilast

Das Enzym Katalase katalysiert die Reaktion des schadlichen Wasserstoffperoxids zu
Wasser und Sauerstoff und tragt so zu dessen Neutralisierung bei. Es wird durch das
Gen Cat codiert. Die Cat-Expression wurde in hepatischem Gewebe bisex, monosex

und nicht infizierter Hamster gemessen.
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Abbildung 21: Inverse Regression zwischen hepatischer Katalaseexpression und Eilast

(A) Reduzierte Cat-Expression in Lebern der bisex infizierten Hamster. (B) Negative exponentielle
Regression zwischen Katalase-Expression und hepatischer Eilast. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte
mittels gRT-PCR und der 24°CT-Methode, als Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe. Die
Gruppen umfassten 22 (bisex), 10 (monosex) und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus drei Wiederholungen wurden
Mittelwerte gebildet. Die statistische Uberpriifung auf Verteilungsunterschiede zwischen den Gruppen
erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test (A; p <0,001). Bei der Regressionsanalyse diente die Eilast als
unabhéngige und Cat mRNA als abhéngige GroR3e (B).

Die Cat-Expression ist in der bisex infizierten Gruppe im Vergleich zur nicht infizierten
Gruppe deutlich reduziert (p = 0,001), wie Abbildung 21A zeigt. Der Median betragt 0,35.
Die mRNA-Spiegel der bisex und monosex infizierten Tiere unterscheiden sich nicht
wesentlich (p = 0,326). Wird die Cat-Expression der bisex infizierten Gruppe gegen die
Eilast der Tiere aufgetragen, fallt ein negativ exponentieller Zusammenhang der beiden
GroRen auf (Abbildung 21, R? = 0,636).
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1.3.2.3.2. Reduktion der Katalase-Expression in HepG2-Zellen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Reduktion der Cat-Expression tatsachlich direkt
durch die parasitaren Eier, bzw. daraus isoliertes SEA, verursacht wird. Eine humane
Hepatomzelllinie (HepG2) wurde in vitro mit SEA stimuliert und anschliel3end die CAT
MRNA quantifiziert. Als Kontrolle wurden Hepatomzellen mit dem SEA-Tragermedium
PBS stimuliert.

1.1+
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Abbildung 22: Expression des Enzyms Katalase in HepG2-Zellen

Reduzierte CAT-Expression in SEA-stimulierten HepG2-Zellen. HepG2-Zelllysate wurden sechs Stunden
nach SEA-Stimulation lysiert und die mRNA isoliert. Als Kontrolle dienten nicht-stimulierte HepG2-Zellen
(PBS). Die relative mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR und der 2%4CT-Methode, als
Referenzgruppe diente die Kontrolle. Aus finf technischen Replikaten wurden Mittelwerte gebildet. Die
statistische Uberpriifung auf Verteilungsunterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Mann-
Whitney-U-Test (p = 0,008).

Abbildung 22 zeigt die quantifizierte CAT mRNA in der SEA-stimulierten Gruppe und in
der Kontrollgruppe (PBS). Durch die Stimulation ist die CAT-Expression etwa um die
Halfte verringert (Median 0,55). Das Ergebnis bestétigt, dass die reduzierte Katalase-
Expression direkt durch die I6slichen Ei-Antigene verursacht wird.

1.3.2.4. Grafische Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen einen Zusammenhang zwischen der Menge der parasitaren Eier
in der Leber und der Starke der untersuchten hepatischen Effekte einer S. mansoni-
Infektion. Die molekular- und zellbiologischen Analysen beziehen sich zum einen auf die
Auswirkungen der Schistosomen-Eier auf Immunzellen bzw. deren Zytokin-Expression.
Andererseits spiegeln sie die Effekte der Eier auf die Hepatozyten, deren Stoffwechsel
und deren Reaktion auf oxidativen Stress wider. Die Abbildungen 23 und 24 bringen die
Teilaspekte in einen Kontext und geben eine visuelle Zusammenfassung der

Ergebnisse.
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Abbildung 23: Graphische Kurzzusammenfassung der Ei-abh&ngigen hepatischen Stressfaktoren
Der obere Abschnitt zeigt Leberparenchym, das von S. mansoni-Eiern (dunkelrot) befallen ist. Die Eier sind
von ihren ESP umgeben (rote Punkte). Die linke Seite der Leber reprasentiert stark Ei-belastetes
Leberparenchym, die rechte Seite weist kaum Eier auf. Zu sehen ist das Eilast-abhéngige Ausmaf} der Th2-
Immunantwort (Il4- und 1113-Expression). Ist die Eilast hoch, ist die Expression niedrig (kleiner roter Pfeil).
Ist die Eilast niedrig, ist die Interleukin-Expression hoch (groRer roter Pfeil). Der untere Abschnitt zeigt die
Auswirkungen des Eibefalls auf die perigranulomatdsen Hepatozyten. Eine hohe Eilast (perigranulomatéser
Hepatozyt links) fiihrt zu einem hohen MaRR an metabolischem Stress. Der Glykogengehalt der Hepatozyten
nimmt deutlich ab und die FS-Synthese wird tiber die reduzierte Expression des Enzyms FAS herabreguliert.
Trotz hohen Aufkommens von ROS (oxidativer Stress), nimmt die Expression des antioxidativen Enzyms
Katalase stark ab. In Lebergewebe mit niedrigerer Eilast (rechter perigranulomatdser Hepatozyt) sind die
Effekte ebenfalls nachweisbar, aber deutlich schwéacher ausgepragt.

ESP, Ei-sezernierte Proteine; FAS, Fettsduresynthase; ROS, reaktive Sauerstoffspezies. Eigene Abbildung
erstellt mit Biorender.com.
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Abbildung 24: Graphische Kurzzusammenfassung des Ei-abh&ngigen metabolischen Stoffwechseln
Der obere Abschnitt zeigt Leberparenchym, das von S. mansoni-Eiern (dunkelrot) befallen ist. Die Eier sind
von ihren ESP umgeben (rote Punkte). Zu sehen ist das Ausmald der Tu2-Immunantwort (l14- und 1113-
Expression). Ist die Eilast hoch, ist die Expression niedrig (kleiner roter Pfeil). Ist die Eilast niedrig, ist die
Interleukin-Expression hoch (groRer roter Pfeil). Der untere Abschnitt zeigt die Folgen der Infektion auf die
perigranulomatdsen Hepatozyten. Die Eier beeinflussen den Kohlenhydratstoffwechsel (braune Késten) und
den Lipidstoffwechsel (gelbe Késten). Die antioxidativen Reaktionen (blaue Késten) sind Uber den
Pentosephosphatweg und NADPH mit dem Metabolismus verkniipft. Uber sie werden ROS (Blitze)
neutralisiert. Der Metabolismus wird zugunsten einer katabolen Stoffwechsellage umprogrammiert (graue
Pfeile): Glykolyse (PKM1/2) und Pentosephosphatweg (G6PD) sind hochreguliert (griine Pfeile),
Glykogensynthese (GyS) und FS-Synthese (FAS) herabreguliert (rote Pfeile). Der Glykogengehalt nimmt ab
(roter Pfeil). Trotz erhéhten Aufkommens von ROS wird die antioxidative Katalase vermindert exprimiert.
G6P, Glukose-6-Phosphat; GyS, Glykogensynthase; R5P, Ribose-5-Phosphat; G6PD, Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase; PKM1/2, Pyruvatkinase M1/2; CC, Citratzyklus; FAS, Fettsauresynthase; FS,
Fettsduren; e, Elektronen; ATP, Adenosintriphosphat; <O2: Superoxidanion; H20, Wasser; H20g,
Wasserstoffperoxid; CAT, Katalase; GSH, Glutathion (reduziert); GSSG: Glutathiondisulfid (oxidiert);
NADPH, Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduziert); NADP*: Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (oxidiert). Eigene Abbildung in Teilen erstellt mit Biorender.com.
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1.4 Diskussion

Die Infektion mit dem Parasiten S.mansoni stellt in endemischen Gebieten im
subtropischen und tropischen Raum ein groRBes gesundheitliches und
soziodkonomisches Problem dar 8. Eine Ausbreitung des Parasiten nach Europa ist
durch den wachsenden Tourismus und die stetig zunehmende Erderwdrmung zu
beflirchten 21128, Gelangen parasitare Eier in die Leber, verursachen sie dort
pathologische Veranderungen des Gewebes 6. Besonders im chronischen Stadium
kann es zu schweren hepatischen Komplikationen — insbesondere der portalen

Hypertension - kommen, die tddlich verlaufen kénnen 44,

Ein parasitarer Befall |6st zunachst eine Tul- und anschlie3end eine Th2-Immunantwort
aus ', Des Weiteren kommt es im hepatischen Gewebe zu einer metabolischen
Umprogrammierung und zur Entstehung von ROS 2410, Durch diese pathologischen
Prozesse werden Hepatozyten geschadigt. In vielen Studien wird daftir die Aktivierung
von Immunzellen verantwortlich gemacht ®*. Es gibt jedoch Hinweise, dass die
Hepatotoxizitat direkt durch die Parasiteneier vermittelt wird 2. Deshalb wird in dieser
Arbeit der Einfluss der Eimenge von S. mansoni auf den Schweregrad assoziierter

pathologischer Prozesse untersucht.

Der Fokus der vorliegenden tierexperimentellen Analyse liegt auf der Beeinflussung der
Immunantwort, der Umprogrammierung der Stoffwechselwege und der Entstehung des
oxidativen Stresses durch die Anzahl der Eier im Leberparenchym. Zur Beantwortung
der Fragestellung erfolgte die Quantifizierung des Glykogengehalts und der Expression
von Zytokinen und Enzymen aus Lebergewebe bisex S. mansoni-infizierter Hamster.
Um die Effekte, die durch die Parasitenwirmer selbst induziert werden, abzugrenzen,
wurden die Werte der einzelnen Parameter mit den Werten monosex infizierter Hamster
verglichen. Die Gruppe nicht infizierter Hamster diente als Superkontrollgruppe. Nach
Bestimmung der hepatischen Eilast der bisex infizierten Hamstergruppe wurde mittels
statistischer Analysen ein Zusammenhang der pathologischen Parameter mit der
jeweiligen Eilast Uberprift. Zur Bestatigung der Ergebnisse erfolgte die Stimulation
humaner HepG2-Zellen mit SEA.

Neben der Gewinnung neuer Erkenntnisse ermdglichte der Einsatz der gRT-PCR,
pralimindre Befunde unserer Arbeitsgruppe aus Western-Blot-Analysen auf mRNA-
Ebene zu Uberprufen. AuRerdem ermdglichte die Methode eine ressourcenschonende

Steigerung der Stichprobengrole.

Die Ergebnisse zeigen einen Zusammenhang zwischen Eilast und Tx2-Immunantwort,

Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel und der Expression antioxidativer Enzyme. Eine
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Korrelation der Eilast mit der Tul-Antwort konnte demgegeniber nicht dokumentiert
werden. Zusammenfassend beeinflusst die Menge an parasitaren Eiern das Ausmalf der
hepatischen Schadigung in spezifischen, aber nicht allen untersuchten

inflammatorischen und metabolischen Prozessen.

1.4.1. Validierung der quantitativen Bestimmung der hepatischen Eilast

Um den Zusammenhang zwischen der Ausprégung pathologieassoziierter Parameter
und der hepatischen Eilast der bisex infizierten Tiere zu untersuchen, wurde die Eilast
mit Hilfe des KOH-Verdaus quantifiziert. Die Eibelastung der 22 Tiere wurde miteinander
verglichen. Die Eier waren bei stark unterschiedlicher Eibelastung (12 bis 85 Eier/mg
Lebergewebe) im Gewebe sehr homogen verteilt (Abbildung 1). Dies ist eine gute
Voraussetzung fur Regressionsanalysen der abhangigen Parameter, da die Werte auf
der Abszisse eine gleichmaRige Verteilung aufweisen. Die analysierten Teile der Leber
wurden zufallig ausgewahlt. Zur Uberprufung der gleichmaRigen Verteilung der Eier
innerhalb der Leber wurden Schnitte von Leberlappen histologisch gefarbt. Die Eier
waren in den Stichproben gleichmaRig tber das gesamte Parenchym verteilt. Somit kann
davon ausgegangen werden, dass die Eilast des zufallig gewahlten Lebergewebsstiicks
in etwa der tatsachlichen mittleren Eilast der gesamten Leber entspricht.

Lebende Eier sezernieren Proteine, von denen das Glykoprotein IPSE/a1 einen grof3en
Teil ausmacht *!, mRNA aus infiziertem Lebergewebe enthalt neben Wirts- auch
Ipse/a1 mRNA. Zwischen der ermittelten Eilast und der Ipse/a7-Expression besteht ein
positiver Zusammenhang mit einem hohen BestimmtheitsmalR R? (Abbildung 12,
R?=0,862). Beide Parameter wurden durch unterschiedliche Methoden aus
unterschiedlichen Bereichen der Lebern der Tiere bestimmt. Die hohe Ubereinstimmung
weist darauf hin, dass die ermittelte Eilast nahe an der tatsachlich vorliegenden Eilast

liegt.

1.4.2. Immunantwort

1.4.2.1. Eilastunabhangige Tul-Immunantwort bei S. mansoni-Infektion

Auf eine Infektion mit S. mansoni reagiert der Wirtsorganismus zundchst mit einer
Immunantwort, die durch das Auftreten von Ty1-Lymphozyten und -Zytokinen wie IFN-y
gekennzeichnet ist 176

Die hepatische Ifng-Expression der infizierten Tiere war auch in dieser Arbeit im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe um ein Vielfaches gesteigert (Abbildung 15A).
Die Tul-lImmunantwort wird bereits vor der Ablage parasitdrer Eier durch Wurmer
ausgelost 176, Das erklart, warum die Tul-Immunantwort besonders in der monosex

infizierten Gruppe teilweise sehr hohe Ifng-Werte erreichte.
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Auch die bisex infizierten Hamster enthalten Wirmer und parasitare Wurmvorstufen,
sodass hier ein Anstieg der Ifng-Expression zu erwarten war. Studien weisen darauf hin,
dass ESP-Bestandteile wie Lacto-N-Fucopentaose Il (LNFPII) die IFN-y-Produktion
natdrlicher Killerzellen und CD4* T-Lymphozyten induzieren konnen 125222, Diese spielen
bei der Bildung friilher Granulome eine Rolle 125?22, Dennoch zeigten die Ifng-Werte der
bisex infizierten Gruppe weder eine positive noch eine negative Abhangigkeit von der
Eilast (Abbildung 15B). Das bestatigt die Annahme, dass die Eier die nicht maf3geblichen
Ausloser der Tul-Antwort sind 2.

Bisherige Studien zeigen, dass ab dem Zeitpunkt der Eiablage eine etablierte Tn2-
Antwort sogar zur Rickbildung der Tnu1-Zytokin-Spiegel flhrt 222, In dieser Untersuchung
fand sich jedoch kein negativer, sondern ein positiver Zusammenhang zwischen der Ifng-
und 114-Expression (Abbildung 29, Anhang). Es kénnte sich um eine Ubergangsphase
zwischen Tu1- und Tw2-Antwort handeln ™.

1.4.2.2. Induktion der Th2-Immunantwort bei bisex S. mansoni-Infektion

Im Verlauf der Infektion geht die Tyl-Immunantwort in eine Tu2-Antwort mit Zunahme
der IL-4-, IL-5- und IL-13-Spiegel tber ¢, Die Expression dieser Zytokine war besonders
in der bisex infizierten Gruppen stark erhdht (Abbildung 16A und Abbildung 16C;
Abbildung 28A im Anhang). Diese Beobachtung steht im Einklang mit vielen weiteren
Studien. Die Eier sind fur den Ubergang von einer Tul- zu einer Tu2-Antwort
verantwortlich und SEA stimuliert die IL-4- und IL-13-Produktion 383202,

Eine moderate Steigerung der Zytokin-Expression zeigte auch die monosex infizierte
Gruppe. Vermutlich handelt es sich dabei um eine friihe Bahnung der Tn2-Antwort,
ausgeldst durch Wurmantigene °1. Wirmer und Eier besitzen Kreuzantigene, die nach
der Eiablage eine schnelle Rekrutierung von CD4' T-Lymphozyten erméglichen 51,
Dartber hinaus gibt es Hinweise, dass eine Sensibilisierung des Wirts durch
Wurmantigene sogar zwingend erforderlich ist, um nach der Eiablage Granulome
ausbilden zu konnen 8, Selbst larvale Vorstufen scheinen bereits in der Lage zu sein,
die Reifung von CD4*-T-Lymphozyten in gewissem MaRe zu fordern und Tn2-Zytokin-
Spiegel zu erh6hen 6,

Dennoch muss betont werden, dass sich die Th2-Immunantwort erst durch das Auftreten

parasitéarer Eier in vollem Umfang ausbildet .

1.4.2.3. Reduktion der Th2-Immunantwort mit zunehmender Eilast

Bei der genaueren Untersuchung der bisex Gruppe zeigte sich erstaunlicherweise eine
Reduktion der 114- und 1113-Expression mit zunehmender Eilast (Abbildung 16B und
Abbildung 16D). Dies wurde auch fur II5 beobachtet (Abbildung 28B, im Anhang).
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Leberproben mit besonders hohen Ipse/al-Spiegeln wiesen eine sehr niedrige 114-
Expression auf (Abbildung 16E). Der Zusammenhang zwischen einer Abnahme der Tn2-
Immunantwort bei zunehmender Eibelastung wurde unseres Wissens bisher noch nie
beschrieben. Es ist mdglich, dass sich der Wirtsorganismus bei starker Eilast durch eine
Begrenzung der Tw2-Antwort vor den negativen Schaden einer UberschieRenden
Immunantwort schitzen moéchte. Aufgrund der regelmafligen Konfrontation des
Lebergewebes mit verschiedenen Krankheitserregern und Antigenen aus dem
Pfortaderblut, besitzt die Leber im Allgemeinen eine hohe Fahigkeit zur Regulation ihrer
Immunantwort 223, So kénnen Hypersensitivitatsreaktionen vermieden werden 22, Auch
der hohe selektive Druck auf Parasiten und ihren Wirt hat zur Koevolution von
Schutzmechanismen geftihrt 122,

Eine Reduktion der Tu2-Antwort kann im chronischen Stadium der Schistosomiasis-
Infektion zum Schutz vor Gewebeschaden beobachtet werden . Dabei kommt es zur
Ausbildung hyporesponsiver T-Lymphozyten bis hin zur T-Zell-Anergie und zu
abnehmenden Tu2-Zytokin-Spiegeln 1%, Passend dazu zeigen epidemiologische
Studien einen umgekehrten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von chronischer
Schistosomiasis und Typ-I-Allergien 1214°. Da einer Typ-I-Allergie, wie z.B. der aller-
gischen Rhinokonjunktivitis oder dem allergischen Asthma, eine Tn2-vermittelte
Hypersensitivitatsreaktion zugrunde liegt, wird deren Auftreten durch die Unterdriickung
der Ty2-Antwort reduziert 2°,

Auch bei anderen chronischen Infektionen der Leber kann die Ausbildung einer
Immuntoleranz beobachtet werden. Die chronische Hepatitis B und C oder Malaria
gehen ebenfalls mit einer reduzierten Immunantwort einher 222, Besonders bei hoher
Antigenlast kommt es zu einer Erschopfung der T-Lymphozyten 4°. Eine Erschopfung
der T-Zellen durch hohe Antigenspiegel wére auch als Erklarung des hier beobachteten
Effekts denkbar. Allerdings fallt der Messzeitpunkt in dieser Studie in die akute Phase
der Entzindung, wahrend die klassische T-Zell-Ermidung in der Regel erst im
chronischen Stadium festgestellt werden kann %2,

Denkbar wére auch die Abnahme der Ty2-Antwort durch Apoptose von Ty-Zellen. SEA
kann in vitro die Apoptose von Tu-Zellen induzieren 2. Die Tu-Zellen infizierter Mause
exprimierten den Apoptose-induzierenden Fas-Liganden 24125, |m Mausmodell war eine
Apoptose nach der Eiablage, noch vor dem chronischen Stadium, zu beobachten. Im
Verlauf wurden etwa 20% der CD4* Zellen eliminiert 124125,

Neben T-Lymphozyten produzieren auch basophile Zellen Tw2-Zytokine. Wurden
humane basophile Zellen mit SEA in ansteigender Konzentration stimuliert, nahm ihre
IL-4-Produktion jedoch kontinuierlich zu . Das spricht gegen eine Beteiligung der

basophilen Zellen an der beobachteten Regulation.
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Umgekehrt kénnte auch eine schwach ausgepragte Immunantwort die Eiablage
und -migration in das hepatische Gewebe beglnstigen. Jedoch wurde bei l4-
depletierten Mausen im Vergleich zum Wildtyp keine veranderte Wurm- oder Eilast

festgestellt, sodass dies als Erklarung eher unwahrscheinlich scheint 12,

Ebenfalls unklar bleibt, ob die akute Reduktion der Th2-Zytokin-Spiegel bei hoher Eilast
eher einen Nutzen fir den Parasit oder den Wirt hat. IL-4 und IL-13 gelten als wichtigste
Zytokine fur die Granulombildung 222, Granulome schiutzen die umliegenden
Hepatozyten vor den hepatotoxischen Eigenschaften der ESP 8. Eine kombinierte 14-
und [lI13-Depletion fihrte bei infizierten Mausen neben einer enormen
Leberzellschadigung zu beeintrachtigter Ei-Ausscheidung mit Endotoxamie und akuter
Mortalitat °, was weder Ziel des Wirts noch der Parasiten sein kann.

IL-13 wird eine profibrotische Wirkung zugeschrieben 8. Seine Herabregulation kénnte
die exzessive Ausbildung fibrotischer Lasionen reduzieren, das Leberparenchym vor
grof3flachigem Umbau schiitzen und so eine schwere Funktionsstorung der Leber
verhindern. Patient:innen mit HSS — gekennzeichnet durch eine schwere periportale
Fibrose — wiesen erhdhte IL-13-Spiegel auf, die mit dem Schweregrad der Fibrose
korrelierten 143, Verglichen wurde die Versuchsgruppe mit chronischen Schistosomiasis-
Patient:innen ohne HSS 3, Fir IL-4 waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen
sichtbar *3. Manche Studien bestatigen eine IL-13-Erhéhung in Zusammenhang mit
einer HSS 897 andere kdnnen keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen erhohter
Tw2-Zytokin-Expression und einer HSS herstellen 28136144 Das Auftreten und die
Auspragung von (fibrotischen) Langzeitfolgen einer Schistosomiasis-Infektion scheint
von vielen Faktoren abzuhangen *°. Ob die beobachtete Reduktion der Tu2-Antwort im

akuten Stadium vor schweren hepatischen Komplikationen schiitzen kann, bleibt offen.

Interessanterweise ist die Fortpflanzungsaktivitat adulter Wirmer von der Tu2-Antwort
abhangig und in Abwesenheit von CD4* T-Lymphozyten beeintréchtigt 8. Denkbar wéare
auch ein negativer Feedback-Mechanismus, bei dem eine hohe Eizahl die
Neuproduktion parasitarer Eier hemmen und eine Uberladung des Gewebes mit Eiern
verhindern konnte. Eine derartige Regulation konnte sich als evolutiver Vorteil

durchgesetzt haben.

Da es sich in dieser Arbeit ausschlieBlich um einen statistischen Zusammenhang
zwischen den beiden GroR3en Eilast und Tu2-Zytokin-Expression im Hamstermodell
handelt, sind gezielte Studien zur weiteren Exploration erforderlich. Welcher Nutzen fur
den Wirt bzw. den Parasiten besteht und welcher Mechanismus fir die Th2-Abnahme

verantwortlich sein kénnte, bleibt zunachst ungeklart.
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1.4.2.4. Keine Ei-abhangige Expression von IL-10

Auch das Zytokin IL-10 ist an der Regulation der Tu2-Immunantwort beteiligt *2. Es spielt
bei der akuten und bei der chronischen Schistosomiasis eine wichtige Rolle %2,

Im Vergleich zur nicht infizierten Gruppe war seine Expression in beiden infizierten
Gruppen deutlich erhéht (Abbildung 17A). Das ist nicht verwunderlich, da IL-10 sowohl
an der Tul-, als auch an der Tu2-Antwort beteiligt ist und in beiden Féllen eine exzessive
Auspragung verhindert %2. So sollen Komplikationen wie Fibrose vermieden werden 7.
Obwohl SEA in der Lage ist, die 1110-Expression zu stimulieren &, zeigte sich in der
vorliegenden Studie kein Zusammenhang zwischen der Eilast und der 110 mRNA
(Abbildung 17B). Im Gegensatz dazu, scheint 110 in den Proben unabhangig von der
hepatischen Eimenge relativ gleichférmig exprimiert zu werden.

Die hepatische Eilast hat die 1110-Expression in unserem Modell nicht maRgeblich
beeinflusst. Es gibt keinen Hinweis darauf, dass IL-10 fur die hier beobachtete
Suppression der Tw2-Zytokine IL-4 und IL-13 verantwortlich ist.

1.4.2.5. Schutz des Gewebes und Verstarkung der Zellproliferation durch IL-6?

IL-6 wird im Rahmen der Tn2-Antwort unter anderem von Makrophagen und Ty-
Lymphozyten produziert 1,

In der vorliegenden Arbeit war die hepatische 116-Expression der infizierten Hamster im
Vergleich zu den nicht infizierten Tieren deutlich erhdoht (Abbildung 18A). Die IL-6-
Produktion wird Ei-abhangig induziert 1. Passend dazu, nahm die 116-Expression der
infizierten Gruppe mit steigender Eibelastung des Lebergewebes zu (Abbildung 18B).
Nach der Eiablage fiihrt IL-6 zur Regulation der Tul- und der Tw2-Antwort 1. Dies
geschieht direkt Gber die Suppression von Ifng (Tu1l-Antwort) und indirekt Uber die
Stimulation der 1110-Expression (Tu1- und Tu2-Antwort) 111,

Daten aus Endemiegebieten weisen darauf hin, dass hohe IL-6- und IL-10-Spiegel im
chronischen Stadium vor schweren Komplikationen, wie der HSS, schiitzen kénnen 43,
So konnte IL-6 bereits im akuten Stadium das Wirtsgewebe vor den schadlichen
Auswirkungen einer starken Immunantwort schitzen. Wenn die parasitaren Eier die 116-
Expression verstarken und diese mit der Eizahl zunimmt, ware flr einen begleitenden
Schutzmechanismus gesorgt, was dem Wirt und damit auch dem Parasiten

zugutekommen wiirde.

Ei-assoziierte Proteine aktivieren nachweislich proproliferative Signalwege in
Hepatozyten 1. Da auch IL-6 eine positive proliferative Wirkung auf Hepatozyten hat,
konnte IL-6 die Proliferation und Regeneration der Hepatozyten bei der hepatischen

Schistosomiasis fordern 2.
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Zusammenfassend weist die Untersuchung der von S. mansoni induzierten
Immunantwort darauf hin, dass der Grad der hepatischen Eibelastung die Auspragung

der Tu2-Immunantwort — nicht jedoch der Ty1-Antwort - beeinflusst.

1.4.3. Stoffwechsel

Eine S. mansoni-Infektion und die begleitende Immunreaktion haben Auswirkungen auf
den hepatischen Stoffwechsel des Wirts *°. Es wurde analysiert, ob das AusmaR der
Stoffwechselanderungen von der Anzahl hepatischer Eier abhangig ist. Untersucht

wurden Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel.
1.4.3.1. Lipidstoffwechsel

1.4.3.1.1. Eilast-abhangige Reduktion der Fettsduresynthese?

Der hepatische Lipidstoffwechsel verandert sich durch die Infektion mit S. mansoni 2419,
Die Auswirkungen auf die hepatische Fettsauresynthese bisex infizierter Hamster wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Die relative Expression des Gens Fasn
(codiert fir FAS) war im Vergleich zur nicht infizierten Kontrollgruppe um mehr als 50%
reduziert (Abbildung 19A). Innerhalb der bisex infizierten Gruppe sank die Fasn-
Expression umso starker, je mehr Eier das Lebergewebe aufwies (Abbildung 19B). Weil
das Enzym FAS beinahe alle Reaktionsschritte der FS-Synthese katalysiert, spricht dies
fur eine Eilast-abhéangige Reduktion der FS-Synthese im betroffenen Gewebe 22, Im
Gruppenvergleich war auch die Fasn-Expression monosex infizierter Tiere tendenziell
verringert, jedoch war die Reduktion hier viel schwéacher ausgepragt (Abbildung 19A).
Es kann trotzdem nicht ausgeschlossen werden, dass auch die Wirmer allein einen

Einfluss auf den Lipidmetabolismus haben.

Die transkriptionellen Daten der vorliegenden Studie bestétigen vorausgegangene
Western-Blot-Analysen, die neben erniedrigten FAS-Spiegeln in den infizierten Tieren
auch reduzierte ACC1-Spiegel prasentierten *°. ACC1 katalysiert den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der FS-Synthese 22, Bei Studien mit S. japonicum-infizierten
Méausen wurde ebenfalls eine Reduktion der Enzyme der FS-Synthese beobachtet 148217,
Die Injektion von S. mansoni-SEA in adipése Mause hatte den gleichen Effekt 24
Immunhistochemische Farbungen zeigen eine reduzierte FAS-Expression der

Hepatozyten infizierter Hamster .

Die Abnahme der Fasn-Expression wird durch die Eier und ihre sezernierten Proteine
induziert. Nach in vitro Stimulation von Hepatozyten mit SEA und dem Helminthen-
spezifischen Glykan LNFPIIl reduziert sich die Expression der lipogenetischen

Enzyme 2. LNFPIII bindet dabei an C-Typ-Lektin-Rezeptoren der Hepatozyten und
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reguliert die nukleare Enzymtranskription Uber die Erk-Apl-Fxr-a-Achse 2. Keinen
Einfluss auf die Enzymexpression hatte die Inkubation der Hepatozyten in Medium, das
von LNFPIll-behandelten Makrophagen stammte 2*. Unsere Zellkulturexperimente
unterstreichen, dass die Eier die Expression lipogenetischer Enzyme unabhangig von
Immunzellen und Faktoren wie Nahrstoff- und Substratangebot oder Hormonen (z.B.

Insulin oder Glukagon) beeinflussen 3122,

Weshalb die hepatische FS-Synthese wahrend der S. mansoni-Infektion reduziert ist,
bleibt unklar. Da die Eier keine de novo FS-Synthese betreiben konnen 222°, nehmen sie
FS aus dem Wirtsgewebe auf und speichern sie als TAG 2%, Dieser Nahrstoffiibergang
von Wirt auf Parasit spiegelt sich in einem reduzierten hepatischen TAG-Gehalt bisex
infizierter Tiere wider . Auch eine LNFPIII-Behandlung von Mausen zeigte diesen
Effekt 24. In Einklang mit einer reduzierten hepatischen Lipidsynthese und -speicherung
weisen S. mansoni-infizierte Patient:innen niedrigere TAG- und Low-Density-Lipoprotein
(LDL)-Werte des Serums auf 5%219, Die Eier konnen aus den FS keine Energie gewinnen,
da sie nicht in der Lage sind, diese Uber B-Oxidation abzubauen ?3. Statt als
Energiespeicher, werden die Lipide zur Biosynthese von Phospholipiden und
Membranen verwendet, weshalb sie fur die Zellteilung und Reifung der Mirazidien
wichtig sind 23197, Mdoglicherweise konnte der Wirt durch die Limitierung der hepatischen
FS-Synthese und gleichzeitig durch einen verstarkten FS-Abbau versuchen, das
Substratangebot und damit das Parasitenwachstum zu begrenzen 24148217 SchlieRlich
handelt es sich bei dem parasitaren Befall der Leber um eine Fehlbesiedlung des

Organs, die zu grof3en Schaden fihren kann.

Zusammenfassend bleiben die Hintergrinde der Regulation des hepatischen
Lipidstoffwechsels offen. Die negativ exponentielle statistische Abhéngigkeit der Fasn-
Expression von der hepatischen Eibelastung und Literaturdaten aus Tier- und
Zellkulturexperimenten sind starke Indikatoren dafur, dass die Eilast das Ausmal3 der

Fasn-Reduktion wesentlich beeinflussen kann.
1.4.3.2. Kohlenhydratstoffwechsel

1.4.3.2.1. Eilast-abhangige Reduktion des hepatischen Glykogen-Gehalts?

Dass S. mansoni auch den Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussen, ist bereits aus
anderen Studien >17917® und aus Versuchen unserer Arbeitsgruppe bekannt *. In dieser
Arbeit wurde der Glykogengehalt des hepatischen Gewebes der infizierten Gruppe
guantifiziert und eine mogliche Abhéangigkeit von der Eilast Uberprift. Je hoéher die
Eibelastung des Gewebes, desto niedriger war dessen Glykogen-Gehalt (Abbildung

20A). Dieses Ergebnis suggeriert, dass die Eier eine hepatische Glykogenabnahme
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bewirken kénnen. Im Vergleich zu gesunden und zu monosex infizierten Tieren ist der
hepatische Glykogengehalt bisex infizierter Tiere deutlich erniedrigt *. Das weist darauf
hin, dass die Produktion oder die Ablage der Eier bei der Reduktion des Glykogens eine
wesentliche Rolle spielen. Sie sollte nicht allein auf die adulten Wirmer zurlckgefuhrt
werden, obwohl diese Glykogen speichern und verstoffwechseln konnen 1%,

Einen reduzierten hepatischen Glykogengehalt wahrend einer Schistosomen-Infektion
zeigten auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen 128179213 |n der Literatur gibt es
einige Hinweise darauf, dass die Eier neben TAG und FS auch Kohlenhydrate und
Aminosauren aus dem umliegenden Gewebe aufnehmen 193117192 Besonders unreife
Eier nehmen im Verlauf ihrer Reifung enorm an Masse zu 3. Sie sind dabei auf die
Aufnahme von exogenen Nahrstoffen angewiesen und kdnnen sich nicht unabhéngig
davon entwickeln 319, | ebergewebe ist durch die Aufnahme von Nahrstoffen aus dem
Pfortaderblut sehr gehaltvoll. In einer Publikation von Lewert et al. ist zu sehen, dass
Eier invitro radioaktiv-markierte Glukose aufnahmen *’. Vermutlich erfolgt die
Nahrstoffaufnanme durch kleine Poren in der Eierschale °2. Wurde bei der Kultur von
S. japonicum-Eiern glukosefreies Medium verwendet, fand keine Reifung der Eier
statt 1%, Die parasitaren Eier verfligen Uber endogene Glykogenspeicher 4. In einer
histologischen Féarbung kohlenhydrathaltiger Strukturen (Periodic Acid Schiff (PAS)-
Farbung) waren die Eier deutlich angefarbt *°. Das Leberparenchym wies im Vergleich

zu Kontrollfarbungen jedoch einen stark verminderten Glykogengehalt auf *°.

Die Expression der GyS in der Leber infizierter Tiere war reduziert (Abbildung 20B), was
auch auf Proteinebene nachgewiesen wurde °. Eine verringerte Glykogensynthese
konnte flr die niedrigen hepatischen Glykogenwerte mitverantwortlich sein. Als Ursache
denkbar ware auch ein verstarkter intrazellularer Glykogenabbau, jedoch wird auch eine
verminderte Glykogenolyse beschrieben 170, Wird weniger abgebaut, steht den Eiern
mehr Glykogen zur Aufnahme zur Verfigung. Moéglicherweise ist ein evolutionares Ziel
dieser metabolischen Einflussnahme, grof3e Energiespeicher anzulegen, von denen die
Mirazidien nach dem Schlipfen aus der Eischale und dem Verlassen des Wirts zehren
konnen %2, Im Mirazidien-Stadium ist der Metabolismus des Parasiten aufgrund von
exogenem Nahrstoffmangel auf den Abbau endogener Glykogenreserven

angewiesen 197,

Zusammengenommen weisen die Daten auf einen Ubergang der hepatischen
Glykogenreserven auf Glykogenspeicher in den Eiern hin. Die Eilast scheint das Ausmalf}

der Veranderung des hepatischen Glykogengehalts zu bestimmen.
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1.4.3.2.2. Verstarkter Abbau der hepatischen Glukose

Auch der hepatische Glukoseabbau tber die Glykolyse und den Pentosephosphatweg
ist in der Leber S. mansoni-infizierter Tiere verstarkt. Die Pkm- und G6pd-Expression
nahm bei Infektion zu (Abbildung 20C und D). Diese Ergebnisse bestatigen Western-
Blot-Analysen unserer infizierten Hamster *° und Daten anderer Forschergruppen
(s. 1.1.3.3.2.2). Ein Zusammenhang zwischen der Zunahme der mMRNA-Expression und
der Eibelastung des Gewebes wurde nicht festgestellt (Abbildung 30, Anhang). Jedoch
zeigen Zellkultur-Experimente, dass die Enzymexpression durch SEA beeinflusst wird *.
Da sowohl die Glykogensynthese, als auch der Glykogenabbau herunterreguliert sind
(s. 1.4.3.2.1), scheinen die bestehenden hepatischen Glykogenspeicher vom Rest des
Kohlenhydratstoffwechsels abgekoppelt zu sein. Folglich dirfte den Hepatozyten kaum
Glukose aus den Glykogenreserven zur Verfligung stehen. Die Glukose muss aus dem
nahrstoffreichen Pfortaderblut bezogen werden. Der verstarkte Abbau der gewonnenen
Glukose und die fehlende Verfligbarkeit der Glykogenspeicher kénnte die reduzierten
Nichtern-Glukosespiegel von Schistosomiasis-Patient:innen erklaren 210,

Die vermehrte Expression der Pkm mRNA spricht fur den Abbau der vorhandenen
Glukose Uber die Glykolyse. Das Enzym PKM wurde urspringlich aus Muskelgewebe
isoliert, wird aber auch in anderen Gewebearten exprimiert ’. Vor allem die Isoform
PKM 2 wurde vermehrt in stark proliferierendem Gewebe wie z.B. Tumor- und
Stammzellen nachgewiesen ’. Glykolyse findet aerob oder anaerob zur Energie-
gewinnung statt 142, Gleichzeitig generiert sie wichtige Substrate fur andere Stoff-
wechselwege %2, Interessanterweise deuten Studien darauf hin, dass der Citratzyklus
und die Atmungskette der Hepatozyten infizierter Tiere negativ reguliert sind, sodass
eine verstarkte aerobe ATP-Generierung Uber diesen Weg unwahrscheinlich
scheint 87161204 Denkbar ware stattdessen die Nutzung eines Mechanismus, der der
aeroben Glykolyse (Warburg-Effekt) ahnlich ist: Schnell proliferierende Zellen lassen
trotz ausreichendem Sauerstoffangebot verstarkt die ,anaerobe Glykolyse® ablaufen, um
unter Laktat-Produktion den hohen Bedarf an Metaboliten fiir ihre Biosynthese aus den
Zwischenprodukten zu decken %6, Im Falle der Schistosomiasis ware es mdglich, dass
die Eier den Metabolismus der Hepatozyten zugunsten einer aeroben Glykolyse
umprogrammieren. Sie konnten die reichlich entstehenden Glykolyse-Produkte
aufnehmen und fur ihren Stoffwechsel und ihr massives Wachstum nutzen. Tatsachlich
wurde in vitro verfolgt, wie radioaktiv markierte Glukose aus Kulturmedium in bestimmte
Aminosauren von S. japonicum-Eiern eingebaut wurde %2, Grundsatzlich dienen die
Kohlenstoffatome der Glukose als Grundbausteine vieler Molekule 1?5, Beispielsweise
werden daraus neben Aminosauren auch FS und Phospholipide synthetisiert, die unter

anderem als Bausteine fur Zellmembranen der Eier genutzt werden 1%, Fir die eigene
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FS-Synthese der Hepatozyten werden die Moleklle vermutlich kaum verwendet, da

diese herunterreguliert ist (s. 1.4.3.1.1).

Ein zweiter Pfad des Glukoseabbaus ist der Pentosephosphatweg, der ebenfalls
verstarkt ablauft. Als Produkte entstehen hierbei Pentosen, die wichtig fur die Nuklein-
sauresynthese sind 2, AuRerdem wird NADPH/H* als Reduktionsaquivalent gebildet,
das bei der Vermeidung von oxidativem Stress an der Reduktion von oxidiertem
Glutathion beteiligt ist 2 (s.11.4.4).

Die eingewanderten Immunzellen in den Granulomen machen einen gewissen Anteil der
verwendeten Leberlysate aus. Diese sind ebenfalls in der Lage, den Stoffwechsel der
Leber zu modulieren “6, Der Metabolismus aktivierter Immunzellen — besonders der
AAMs — weist nach Stimulation mit S. japonicum-SEA ahnliche Veranderungen des
Stoffwechsels auf, wie die Hepatozyten 61217, Die Enzyme PKM und G6PD werden in
immunhistochemischen Farbungen der Leber infizierter Hamster sowohl in den Zellen

der Granulome, als auch in den perigranulomatésen Hepatozyten stark exprimiert *°,

Im Vergleich zur Leber ist tUber die Regulation der Stoffwechselwege des Darms nur
wenig bekannt. Immunhistochemische Farbungen humaner Kolonproben bilden
Glykogen- und Lipid-Ansammlungen in den S. mansoni-Eiern ab *. Eine Studie von
Yang et al. beschreibt eine Steigerung kataboler und anaboler Stoffwechselwege bei
S. japonicum, einschlieRlich der Glukoneogenese und der FS-Synthese 22°. Moglicher-
weise versucht der Wirt Uber den intestinalen Metabolismus, bei der Deckung seines

Nahrstoffbedarfs den Ausfall der Leber zu kompensieren 229,

Werden der Lipid- und der Kohlenhydratmetabolismus gemeinsam betrachtet, deutet
alles darauf hin, dass die parasitaren Eier in der Leber eine katabole Stoffwechsellage
induzieren. Sie nehmen die Lipid- und Glykogenreserven sowie die entstehenden
Stoffwechselprodukte des Wirts auf, um Energie und Substrate fir ihre Biosynthese zu
gewinnen. Der daraus resultierende N&hrstoffmangel stimuliert vermutlich die katabolen
Stoffwechselwege zuséatzlich. Die Regulation findet nicht nur im Rahmen des
Immunmetabolismus der eingewanderten Makrophagen statt, sondern wird durch die
Parasiteneier in den Hepatozyten induziert. Moglicherweise schiitzt sich das Wirtsorgan
gleichzeitig vor Gibermafigem Ei-Befall und -wachstum, indem es die Neusynthese der

Speichermolekile (Glykogen und FS) Eilast-abhéngig reduziert.

70



1.4.4. Oxidativer Stress

1.4.4.1. Eilast-abhangige Reduktion der hepatischen Katalase

Eine weitere Folge des S. mansoni-Befalls der Leber ist erhthter oxidativer Stress, der
sich durch das Auftreten von ROS auszeichnet 3079150 QOxidativer Stress entsteht, wenn
das Gleichgewicht zwischen Oxidantien (z.B. ROS) und Antioxidantien zugunsten der
Oxidantien verschoben wird ¥, Im Lebergewebe infizierter Mause wurden ROS vor
allem in unmittelbarer Nahe zu den Schistosomen-Eiern nachgewiesen !. Besonders
viele ROS enthalten die Ei-nahen Immunzellen der Granulome, die diese gezielt zur
Parasitenabwehr freisetzen 1. Auch in den perigranulomatésen Hepatozyten sind ROS
zu finden 1. Sie entstehen direkt durch den Einfluss von SEA, was Zellkultur-Experimente
mit SEA-stimulierten HepG2-Zellen zeigten . Dariiber hinaus fordert Ei-induzierter
Nahrstoffmangel (s. 1.4.3) ihre Entstehung ">%. Cunha et al. beschreiben neben
erhOhtem oxidativem Stress einen positiven Zusammenhang zwischen MDA-Spiegeln
des Bluts und dem Infektionsgrad bei infizierten Patient:innen “°.

Um die Entstehung und Kompensation des oxidativen Stresses besser zu verstehen,
wurden in dieser Arbeit die antioxidativen Mechanismen der Hepatozyten genauer
untersucht. Ein wichtiges Enzym, das ROS neutralisieren kann, ist die Katalase. Sie setzt
H,O2 zu H2O und O um ™%, Interessanterweise war die Cat-Expression des Leber-
gewebes infizierter Hamster reduziert (Abbildung 21A), obwohl die Messwerte der MDA-
Spiegel gleichzeitig einen erhohten oxidativen Stress der Tiere anzeigten %. Die
Beobachtung bestatigt Ergebnisse aus Western-Blot-Analysen vorausgegangener
Studien °. Bei erhohtem Aufkommen von ROS ware jedoch eine Intensivierung
antioxidativer Mechanismen der Hepatozyten zu erwarten gewesen 2%, Im Normalfall
sollte das Ziel eine Neutralisierung der reaktiven Molekile und damit die Verhinderung
der daraus entstehenden negativen Folgen sein 2°7. Die gegensatzliche Regulation war
Kolleg:innen anderer Arbeitsgruppen ebenfalls aufgefallen 70, Erhohter oxidativer
Stress bei gleichzeitig reduzierter antioxidativer Enzymexpression wird auch fir andere
hepatische Erkrankungen beschrieben #1-°8,

Die Reduktion der antioxidativen Enzyme wurde von Elsammak et al. auf die
ausgepragte Tu2-Immunantwort und das damit ansteigende IL-4 zurlckgefihrt 61,
Allerdings wiesen Il4-depletierte M&ause nach S. mansoni-Infektion deutlich erhéhte
ROS-Spiegel und erniedrigte Cat-Spiegel im Vergleich zu infizierten Wildtyp-M&ausen
auf 2, Ein letaler Verlauf der Infektion konnte durch eine Behandlung mit Antioxidantien
meist verhindert werden 12, Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten einen positiven
Zusammenhang zwischen I1l4- und Cat-Expression an (Abbildung 31, Anhang). Eine

Abhangigkeit kann nicht ausgeschlossen werden.
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Es wurde in vivo vermutet und in vitro bestatigt, dass die parasitaren Eier selbst die Cat-
Expression der Hepatozyten reduzieren. Die Anzahl der Eier beeinflusste das Ausmali
der Reduktion der Cat mRNA im Lebergewebe infizierter Tiere. Nach SEA-Stimulation
von HepG2-Zellen unter Zellkulturbedingungen war eine eindeutige Reduktion der CAT-
Expression zu messen. Somit konnte durch diese Arbeit der direkte Einfluss der SEA
auf das antioxidative Enzym bewiesen werden; getrennt von jeglichen Immunzellen und
Zytokinen.

1.4.4.2. Alternative antioxidative Mechanismen

Es stellt sich die Frage, wie der Wirt Uberleben kann, wenn durch die Eier einerseits viele
ROS generiert werden und andererseits eine Reduktion der Cat-Expression induziert
wird. Denkbar wére, dass ROS vermehrt Uber andere antioxidative Enzyme (SOD, GPx)
abgebaut werden. Die SOD katalysiert die Reaktion von Oz zu H,O; "%, Die im Zytosol
und Nukleus vorkommende SOD 2 wurde in dieser Studie verstarkt exprimiert
nachgewiesen, die SOD 1 (Mitochondrien) hingegen vermindert (Abbildung 32A und B
im Anhang) "*. Die GPx setzt unter GSH-Verbrauch H,O, zu H,O um X, Obwohl tber
die SOD 2 vermehrt H,O, anfallen misste und weniger Katalase gebildet wird, scheint
die GPx in diesem Experiment weder hoch-, noch herunterreguliert zu sein (Abbildung
32C im Anhang). Die Ergebnisse zur Sod- und Gpx-Regulation aus anderen Tierstudien
sind widerspriichlich 1507, Dies konnte auf den Einfluss unterschiedlicher Versuchs-
bedingungen zurlckzufihren sein. Darlber hinaus lasst die quantifizierte mRNA nicht
sicher auf die endglltige Enzymaktivitat schlieRen °. Neben gestorter Translation der
MRNA konnen beispielsweise relevante Kofaktoren fehlen oder die Enzyme kénnen
inhibiert werden °. Mdglicherweise sind auch noch weitere Enzyme an der Neutrali-

sierung der ROS beteiligt 4°.

Dem Transkriptionsfaktor Nrf2 wird eine wesentliche Rolle bei der Kontrolle der
antioxidativen Abwehr zugeschrieben 1*°. Er bindet an das antioxidant response element
(ARE) und aktiviert die Expression antioxidativer Enzyme (u.a. Katalase, SOD, GPx) °,
Codiert wird Nrf2 durch das Gen Nfe2l2. Obwohl Almeer et al. eine reduzierte Nfe2I2-
Expression bei S. mansoni-infizierten Mausen beschreiben, nahm in dieser Studie die
Nfe2l2-Expression bei Infektion zu und stieg mit der hepatischen Eilast der infizierten
Tiere an (Abbildung 33, Anhang) . Dass die Cat mRNA trotzdem reduziert war, weist
auf ihre Regulation durch weitere Faktoren hin. In Tumorzellen wurde nachgewiesen,
dass Nrf2 auch die Enzymexpression von Stoffwechselwegen wie Glykolyse,
Pentosephosphatweg und der Fettsauresynthese beeinflussen kann . Dadurch tragt es
zur Bereitstellung von Substraten fir das Tumorwachstum im Sinne des Warburg-Effekts

bei 88,
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Dartber hinaus konnten auch nichtenzymatische Molekiile zum Einsatz kommen.
Beispielsweise hat Bilirubin antioxidative Eigenschaften ®. Cunha et al. beschreiben
erniedrigte Bilirubin-Werte bei Patient:innen und vermuten einen Verbrauch des
Bilirubins als Antioxidans #°. Oliveira et al. ermittelten eine reduzierte nichtenzymatische
antioxidative Kapazitat in infiziertem Lebergewebe, die auf einen erhdéhten Verbrauch

zurtickzufuhren sein kénnte 50,

Moglicherweise haben die reaktiven Sauerstoffmolektile einen Nutzen fur den Parasiten
bzw. den Wirt. In MaRen sind ROS wichtig fur die Zell-Kommunikation, -proliferation
und -differenzierung 7. Im Falle der Schistosomiasis reagiert der Wirt auf die
Einwanderung der Eier mit der Freisetzung von ROS durch Immunzellen zur
Bekampfung der Parasiten °. ROS fordern gleichzeitig die hepatische Granulom-
bildung *.

Dennoch sind schwere Erkrankungen und Morbiditdt oft mit hohen ROS-Niveaus
verbunden. Beispiele hierfiir sind der septische oder hamorrhagische Schock und
Reperfusionstraumen 12, Die Stimulation von HepG2-Zellen mit SEA fiihrte zu DNA-
Schaden, die durch den Einsatz des Antioxidans GSH merklich abgeschwacht
wurden *°, Auch die Aktivierung des Protoonkogens c-Jun wurde durch GSH reduziert .
Eine Untersuchung humaner Leberproben von HCC-Patientiinnen (Hepatitis B-
assoziiert) ergab deutlich niedrigere CAT mRNA-Spiegel, verglichen mit tumorfreiem
Gewebe . Darliber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass oxidativer Stress die
hepatische Fibrogenese fordern und so zur Entwicklung der periportalen Fibrose

beitragen kann %8,

Zusammenfassend wird der oxidative Stress der Leber neben Immunzellen durch den
direkten Einfluss der S. mansoni-Eier verursacht. Gleichzeitig sinkt Eilast-abhangig die
Cat-Expression in infiziertem Hamstergewebe und nach SEA-Stimulation in humanen
HepG2-Zellen. Die Eilast scheint diesen antioxidativen Mechanismus zu beeinflussen.
Ob die Neutralisierung der ROS durch andere Enzyme oder nicht-enzymatische
Molekile kompensiert wird, bleibt unklar. Auch wenn ROS bis zu einem gewissen Grad
natzlich far die Abwehr der Parasiten sind, Uberwiegen bei hoher ROS-Konzentration
dennoch die negativen Folgen fir den Wirt.

1.4.5. Fazit

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Ausmald der hepatischen Akkumulation der
S. mansoni-Eier die Starke der Leberschadigung mafl3geblich beeinflusst. Abhangig von
der hepatischen Eilast wird eine Tu2-Immunantwort, hepatischer Nahrstoffmangel mit
Umprogrammierung des Hepatozyten-Metabolismus und oxidativer Stress ausgelost.

Zusatzlich beeinflussen und verstéarken sich die Reaktionen gegenseitig.
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Es handelt sich um ein sehr komplexes Zusammenspiel aus verschiedenen Zelltypen,
Antigenen, Zytokinen und anderen Molekilen. Um die vollstdndigen Hintergriinde und
Zusammenhéange auf molekularbiologischer Ebene zu erforschen, missen weitere

Versuche im Tiermodell und an isolierten primaren Leberzellen angeschlossen werden.

1.4.6. Ausblick

Zur Therapie der Schistosomiasis wird aktuell das Anthelminthikum Praziquantel
eingesetzt 21, Es ist gut gegen die adulten Wirmer wirksam und kann in endemischen
Gebieten einer jahrelangen Wurmbesiedlung und damit einhergehenden chronischen
Verlaufen entgegenwirken 1%, Dennoch wachst die Angst vor moglichen Resistenzent-
wicklungen des breit eingesetzten Medikaments 8. Neben der Suche nach einem
Impfstoff, ist die Entwicklung neuer Therapiemdéglichkeiten gegen S. mansoni dringend

erforderlich 2.

Um die Erkenntnisse dieser Arbeit mdéglicherweise therapeutisch nutzen zu kénnen,
missen zunachst weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Zu Uberprufen gilt, ob die Abnahme der Tu2-Immunantwort mit zunehmender Eilast auf
andere (Tier-)Modelle Gbertragbar ist. Interessant wére, ob der Effekt auch in anderen
Stadien der Infektion auftritt. In vitro konnte die Abhangigkeit der Zytokinproduktion
untersucht werden, indem Immunzellen mit SEA unterschiedlicher Konzentration
stimuliert werden. Neue Erkenntnisse konnten zur Entwicklung immunmodulatorischer
Pharmaka beitragen.

Um die zugrundeliegenden Vorgange der metabolischen Umprogrammierung und der
antioxidativen Enzyme besser zu verstehen, konnten Knock-Out-Versuche oder
Inhibierungsversuche unter Zellkulturbedingungen durchgefuhrt werden. Mdglicher-
weise kann aufgeklart werden, ob und wie die Nahrstoffaufnahme der S. mansoni-Eier
unterbunden werden kann. Gegebenenfalls kann so gezielt in die Regulation der
Enzymexpression eingegriffen und hepatischer Néahrstoffmangel, sowie oxidativer

Stress verhindert werden.

Generell kénnten die positiven Effekte einer S. mansoni-Infektion auch zur Therapie
anderer Erkrankungen genutzt werden. Viele klinische Studien beschéftigen sich
deshalb mit der Frage nach einem potenziellen therapeutischen Nutzen Schistosomen-
assoziierter Faktoren 42,

Zum einen stellt die Suppression der proinflammatorischen Tul-Immunantwort bzw. die
Suppression einer exzessiven Ty2-Antwort durch Schistosomen einen Therapieansatz
fur Allergien und Autoimmunerkrankungen dar 2%, Zu den Krankheitshildern zahlen
allergisches Asthma bronchiale, Multiple Sklerose, Typ-1-Diabetes mellitus und

chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) 28, Erfolgreich war eine klinische
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Phase-2a-Studie mit CED-Patient:innen (Morbus Crohn). Durch die subkutane Injektion
einer Glutathion-S-Transferase (P28GST) von S. haematobium wurde bei geringen
Nebenwirkungen ein deutlicher Rickgang der Tul-Antwort und der Erkrankungsaktivitat
beobachtet .

Zum anderen werden Helminthen-assoziierte Molekile als Therapeutika gegen das
metabolische Syndrom diskutiert 14, Infizierte Patient:innen wiesen reduzierte kardio-
vaskulare Risikoprofile auf 350181.210 " Fine klinische 1b-Studie testet derzeit die
Vertraglichkeit der Verabreichung von Larven des Hakenwurms Necator americanus am
Menschen %, Moglicherweise zahlen Faktoren von S. mansoni und anderen Parasiten
schon bald zu den Therapieoptionen der Wohlstandserkrankungen in der westlichen
Welt.

1.4.7. Limitationen

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine explorative Studie, die keine definitive
Hypothese priift. Die Aussagen der Studie basieren auf einer statistischen Beschreibung
der Ergebnisse. Die Regressionsanalysen zeigen ausschliel3lich statistische
Abhangigkeiten auf. Ob eine Kausalitdt gegeben ist, muss weitergehend in
mechanistischen Experimenten untersucht werden. Teilweise wurden die Ergebnisse
bereits in Zellkulturarbeiten bestatigt (s.1.3.2.3.2).

Fur den Grof3teil der Versuche wurde das Tiermodell Hamster verwendet. Es kann nicht
davon ausgegangen werden, dass alle Aussagen dieser Arbeit vollstandig auf den
humanen Organismus Ubertragbar sind ’®. Zu bedenken ist, dass es sich um eine
Infektion immun-naiver Tiere handelt, wohingegen Menschen in endemischen Gebieten
meist bereits in utero mit dem Parasiten in Kontakt kommen 1. Dennoch liefert die
Untersuchung von Tieren wichtige Hinweise Uber die Pathophysiologie der Infektion 7.
Humane Studien finden meist in Form von Querschnitts- oder Interventionsstudien in
Endemiegebieten statt 1’6, Dabei beeinflussen Faktoren wie medizinische Vorgeschich-
te, Koinfektionen, Ernahrungszustand, Herkunft oder Umweltfaktoren die Testergeb-
nisse 176, Die Durchftihrung randomisierter kontrollierter Studien am Menschen ist nicht
mdglich; eine bisex Infektion gesunder Proband:innen und die Entnahme von
Leberbiopsien zu Forschungszwecken ist ethisch nicht vertretbar 16, Es gibt inzwischen
erste Studien mit monosex infizierten Proband:innen 1° Jedoch lassen sich die
Auswirkungen der parasitaren Eier nur durch bisex Infektionen untersuchen 76,

Durch Versuche mit humanen Zelllinien und histologischen Féarbungen kann eine
mogliche Ubertragung der Ergebnisse auf den menschlichen Organismus Uberprift

werden.
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In die vorliegende Studie eingeschlossen wurden ausschlie3lich weibliche Hamster. So
konnte die Anzahl der Tiere aus ethischen Grinden klein gehalten werden. In einer
weiteren Studie der Arbeitsgruppe erfolgte die Untersuchung mdglicher
geschlechtsspezifischer Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Tieren

(unveroffentlichte Daten).

Das untersuchte Gewebe wurde etwa 6,5 Wochen nach Infektion aus den Tieren
gewonnen. Dabei handelt es sich um das akute Stadium einer Schistosomiasis kurz
nach der Eiablage. Die gewonnenen Ergebnisse kénnen nur Aussagen uber diesen
Zeitpunkt treffen.

An der Immunantwort, den Stoffwechselwegen und den antioxidativen Reaktionen sind
viele verschiedene Molekille beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurden stellvertretend
einzelne Enzyme, Zytokine und Transkriptionsfaktoren untersucht. Die Analyse weiterer
Faktoren kann helfen, die Zusammenhange noch besser zu verstehen und das
Gesamtbild zu komplettieren.
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2. Zusammenfassung

Schistosomiasis ist eine parasitdre Erkrankung, die durch Trematoden der Gattung
Schistosoma spp. verursacht wird und weltweit mehr als 250 Millionen Menschen betrifft.
In den Tropen und Subtropen tritt die Erkrankung endemisch auf. Durch die
Erderwarmung und den zunehmenden Tourismus ist eine weitere Ausbreitung zu
befiirchten. Die Spezies S. mansoni beféllt den Gastrointestinaltrakt. Dabei gelangen
parasitare Eier in die Leber und schadigen das Leberparchenym. Die Eier induzieren
eine Tu2-Immunantwort mit der Bildung periovularer Granulome. Gleichzeitig fuhren Ei-
sekretierte Faktoren zu einer Umprogrammierung des hepatischen Metabolismus und

der Entstehung oxidativen Stresses.

In der vorliegenden Arbeit wurde Uberpriuft, ob die Menge der parasitaren Eier das
Ausmal} der Leberpathologie S. mansoni-infizierter Hamster beeinflusst. Es erfolgte die
Bestimmung der Eilast in Lebern infizierter Hamster und die Quantifizierung
verschiedener Merkmale der Immunreaktion, des hepatischen Stoffwechsels und
antioxidativer Mechanismen. Mit Regressionsanalysen wurde untersucht, ob das
Ausmal} der Leberschadigung in vivo mit der hepatischen Eibelastung zusammenhangt.
Eine Bestatigung der Beobachtungen erfolgte in vitro an SEA-stimulierten HepG2-
Zellen.

Bei der Charakterisierung der hepatischen Immunantwort infizierter Hamster waren
sowohl Tul- als auch Tw2-Zytokine nachweisbar. Uberraschenderweise war ein
negativer Zusammenhang zwischen den Tu2-Zytokinen IL-4, bzw. IL-13 und der
hepatischen Eilast festzustellen. Die regulativen Zytokine IL-6 und IL-10 wurden
vermehrt exprimiert, die [l6-Expression nahm mit steigender Eizahl zu. Die
Umprogrammierung des Stoffwechsels machte sich durch regulierte Enzyme (GyS,
PKM1/2, G6PD, FAS) bemerkbar. Die Fasn-Expression und der Glykogengehalt der
infizierten Tiere nahmen mit zunehmender Eibelastung ab. Auch die Expression des
antioxidativen Enzyms Katalase zeigte eine inverse Abhangigkeit von der Eilast. Die
SEA-Stimulation von HepG2-Zellen bestétigte die Ei-abhangige Abnahme der CAT-

Expression.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die parasitaren Eier die Immunantwort, die
Umprogrammierung des hepatischen Metabolismus und den oxidativen Stress
beeinflussen. Die statistischen Regressionsanalysen legen eine Abhangigkeit der 114-
und 1113-Expression, des hepatischen Glykogengehalts, der Fasn- und der Cat-
Expression von der hepatischen Eibelastung nahe. Dass die Auswirkungen von SEA auf

die CAT-Expression der Hepatozyten in vitro ohne den Einfluss von Immunzellen
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messbar waren, bestatigt diese Vermutung. Die hepatische Eilast beeinflusst demnach

das Ausmal’ der Leberzellschadigung bei einer S. mansoni-Infektion.

3. Summary

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematodes of the genus
Schistosoma spp. and affects more than 250 million people worldwide. The disease is
endemic in the tropics and subtropics. Further spread is feared due to global warming
and increasing tourism. The species S. mansoni mostly affects the gastrointestinal tract.
In this, parasitic eggs enter the liver and damage hepatic parenchyma. They induce a
Th2 immune response including granuloma formation. At the same time, eggs lead to

reprogramming of hepatic metabolism and development of oxidative stress.

In the present work, we examined whether the amount of parasitic eggs affects the extent
of liver damage in S. mansoni infected hamsters. Determination of the egg load in liver
tissue of infected hamsters and quantification of various features of the immune
response, hepatic metabolism, and antioxidant mechanisms were performed.
Regression analyses were used to investigate whether the extent of liver damage in vivo
was related to the hepatic egg burden. Confirmation of the observations was made in
vitro using SEA stimulated HepG2 cells.

In characterizing the hepatic immune response of infected hamsters, both Thl and Th2
cytokines were detectable. Surprisingly, a negative correlation between Th2 cytokines
IL-4 and IL-13, respectively, and hepatic egg load was observed. The regulatory
cytokines IL-6 and IL-10 were increased, and 116 expression enhanced with increasing
egg number. Metabolic reprogramming was reflected by regulation of the enzymes GyS,
PKM1/2, G6PD and FAS. Fasn expression and glycogen content of infected animals
decreased with rising egg load. The expression of the antioxidant enzyme catalase also
showed an inverse dependency on hepatic egg load. SEA stimulation of HepG2 cells

confirmed the egg-dependent decrease in CAT expression.

The results indicate that parasitic eggs affect immune response, reprogramming of
hepatic metabolism, and oxidative stress. The statistical regression analysis suggests a
dependency of 14 and 1113 expression, hepatic glycogen content, Fasn and Cat
expression on hepatic egg load. The effect of SEA on CAT expression in HepG2 cells in
vivo, without the influence of immune cells, confirms this assumption. The hepatic egg
load therefore influences the extent of hepatocellular damage during S. mansoni

infection.

78



4, Abklrzungsverzeichnis

AAM L alternativ aktivierte Makrophagen
A Acetyl-CoA-Carboxylase
ACELYI-COA ..ot a e Acetyl-Coenzym A
ALT Alanin-Aminotransferase
AQUE TS, ..o Aqua destillata
ARE ... e antioxidant response element
A ST e Aspartat-Aminotransferase
AT P e Adenosintriphosphat
Bireg « e eerrerrrt e regulatorische B-Zellen
0L bisex
PR PPPPTTR Cytosin
CAM e klassisch aktivierte Makrophagen
CDN A e e complementary DNA
CED o chronisch entziindliche Darmerkrankung
O PSP PP TRTR Threshold-Zyklus
CUZNSOD.....cc e Kupfer-Zink-Superoxiddismutase
3 L dendritische Zellen
DMEM ..ot Dulbecco's Modified Eagle Medium
DN A e Desoxyribonukleinséure
ANTPS e Desoxyribonukleosidtriphosphate
ASDIN A Doppelstrang-DNA
B S P e Ei-sezernierte Proteine
A S e ———— Fettsauresynthase
= filtriertes bovines Serum
B S et aaaans Fettsauren
N Guanin
1] PSPPI Glukose-6-Phosphat
GBPD ... Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
P X e Glutathion-Peroxidase
] reduziertes Glutathion
LS 15T C PSP oxidiertes Glutathion
L PP PP PPPPPPPTR Glykogensynthase
[ T S ESPPRR Wasserstoffperoxid
L = PP Hepatitis B-Virus
HC C e hepatozellulares Karzinom
H OV et e Hepatitis C-Virus
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HE-FArbuUNQ........cooiiiiei e Hamatoxylin-Eosin-Farbung

HIV e Humanes Immundefizienz-Virus
| PP UP PP SPPPRTRUPPIN Hexokinase
H S e e e hepatische Sternzelle
H S S e hepatosplenische Schistosomiasis
1 A B ORI Interferon-y
o PP Immunglobulin
PP PPPPPPPPPP Interleukin
IPSE...ooiiiiiiiii interleukin-4 inducing principle from schistosome eggs
T e Justus-Liebig-Universitat
[ ] RSP Kaliumhydroxid
5 PSPPSR Low-Density-Lipoprotein
LINFPHL. e e Lacto-N-Fucopentaose |l
D A e a e e e e e Malondialdehyd
M-AIMILY e e Moloney Maus-Leukamie-Virus
MNSOD ... Mangan-Superoxiddismutase
N RIN A L e messenger RNA
0L monosex
NADH/HT e e Nikotinamidadenindinukleotid
NADPH .o Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NS e aaaan nukleare Lokalisationssequenz
N2 L nuclear factor erythroid 2-related factor 2
T HEg +eeeernnnnnn e e e e e et e eee et e e e e et e e e et e e e e e e e e e nn e e s naturliche regulatorische T-Zellen
@ PSPPI Superoxidradikalanion
OH e e e Hydroxylradikal
P A S e Periodic Acid Schiff
P B S .. e phosphatgepufferte Salzlésung
P e e Pyruvatkinase
PRMILIZ e nnnnnee Pyruvatkinase M1 und 2
gRT-PCR...ccooiiiii, quantitative Real Time-Polymerase-Ketten-Reaktion
RO S e ————— reaktive Sauerstoffspezies
RO X e e e eenee Carboxy-Rhodamin-X
TR A L et a e e aae ribosomale RNA
o Reverse Transkriptase
S MANSONI .t e e e e enaees Schistosoma mansoni
S A e I6sliche Ei-Antigene
SMCKBP ... S. mansoni chemokine binding protein
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SO e ———— Superoxiddismutase

172N TP PP RUSPPPPPPTN Triacylglyceride
LI TP PPPTT regulatorische T-Zellen
UD G . ittt Uracil-DNA Glykosylase
WHO L e Weltgesundheitsorganisation
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8. Anhang

8.1. Bestimmung des Referenzgens fur gRT-PCR (Hamsterleber)

8.1.1. Zusammenhang zwischen Srsf4 und Eilast
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Abbildung 25: Fehlender Zusammenhang zwischen Srsf4 und Eilast
Die Expression des Referenzgens Srsf4 der bisex infizierten Gruppe (n =22) wurde mittels gRT-PCR
analysiert. Es ist kein statistischer Zusammenhang zwischen hepatischer Eilast und Srsf4 zu ermitteln. Die

Eilast diente als unabhangige und Srsf4 als abhangige GrofR3e. Die Eilast wird in Eier/mg Lebergewebe und
Srsf4 als CT-Wert angegeben.

8.1.2. Actb, Rps18 und Tubb als ungeeignete Referenzgene
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Abbildung 26: Ungeeignete Referenzgene Actb, Rps18 und Tubb
Die hepatische Expression der Gene Actb, Rps18 und Tubb weisen Gruppenunterschiede Uber alle

Gruppen, sowie zwischen bisex und monosex bzw. nicht infizierten Hamstern auf (Kruskal-Wallis-Test,
p = 0,004 (A) und p < 0,001 (B, C).
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8.2.

A

09)

Bestimmung des Referenzgens fur gRT-PCR (HepG2-Zellen)
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Abbildung 27: Geeignetes Referenzgen SRSF4

(A) SRSF4 (roter Rahmen) zeigt bei der Analyse durch RefFinder die stabilste Expression (n = 6). (B) Die
SRSF4-Expression weist keine Verteilungsunterschiede der Ct-Werte zwischen SEA-stimulierten HepG2-
Zellen (n=3) und der Kontrollgruppe (PBS, n=3) auf. Verwendet wurde der Mann-Whitney-U-Test
(p = 0,4). (C-G) Die Expression der Housekeeping-Gene GAPDH, RPS18, GUSB, TUBB und ACTB zeigen

ebenfalls keine Gruppenunterschiede.
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8.3. Expression des Tn2-Zytokins IL-5
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Abbildung 28: Hepatische Expression des Tu2-Zytokins IL-5

(A) Erhohte hepatische II5-Expression in bisex infizierten Hamstern (B) Negative lineare Regression
zwischen II5-Expression und der Eilast. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels gRT-PCR und der 2-24¢T-
Methode, als Referenzgruppe diente die monosex infizierte Gruppe. Die Gruppen umfassten 22 (bisex), 10
(monosex) und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Die statistische
Uberprufung auf Verteilungsunterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test (A;
p < 0,001). Bei der Regressionsanalyse diente die Eilast als unabhangige und II5 als abhangige Gréfe (B).

8.4. Zusammenhang zwischen ll14- und Ifng-Expression

lin. Regression L
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Abbildung 29: Regression zwischen Il4- und Ifng-Expression

Exponentielle Regression zwischen hepatischer 114- und Ifng-Expression der bisex infizierten Tiere. Die
mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR und der 224CT-Methode. Als Referenzgruppe diente die
nicht (Ifng), bzw. die monosex infizierte Gruppe (114). Die bisex infizierte Gruppe umfasste 22 Tiere. Aus drei
Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Bei der Regressionsanalyse diente die 114 als unabhangige
und die Ifng mMRNA als abhangige Grofe.
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8.5. Zusammenhang zwischen der Eilast und GyS, PK und G6PD
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Abbildung 30: Keine Regression zwischen Eilast und Expression der Enzyme GyS, PKM und G6PD
(A-C) Keine Regression zwischen Eilast der bisex infizierten Hamster und der Expression von Gys2, Pkm
und G6pd. Bei den Regressionsanalysen dienten die Eilast (aus KOH-Verdau) als unabhéngige und die
Expression der Enzyme als abhéngige Grol3e. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR und der
2-24CT_Methode, als Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe. Die bisex infizierte Gruppe umfasste
22 Tiere. Aus je drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet.

8.6. Zusammenhang zwischen ll4- und Cat-Expression
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Abbildung 31: Regression zwischen Il4- und Cat-Expression

Exponentielle Regression zwischen hepatischer 114- und Cat-Expression der bisex infizierten Tiere. Die
mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels gRT-PCR und der 2-22CT-Methode, als Referenzgruppe diente die
nicht (Cat), bzw. die monosex infizierte Gruppe (ll4). Die getestete Gruppe umfasste 22 Tiere. Aus drei

Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Bei der Regressionsanalyse diente die 114 als unabhangige
und die Cat mRNA als abhangige GroRe.
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8.7. Modulation weiterer antioxidativer Enzyme
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Abbildung 32: Hepatische Expression der Enzyme SOD1, SOD2 und GPx

Reduzierte Expression von Sod1 (A) und erhéhte Level der Sod2 mRNA (B) in Lebern der bisex infizierten
Hamster. Unveranderte Expression von GPx in infizierten Tieren (C). Die mRNA-Quantifizierung erfolgte
mittels qRT-PCR und der 24CT-Methode, als Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe. Die
Gruppen umfassten 22 (bisex), 10 (monosex) und 6 Tiere (nicht infiziert). Aus je drei Wiederholungen
wurden Mittelwerte gebildet. Die statistische Uberpriifung auf Verteilungsunterschiede zwischen den
Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test (A, p = 0,003; B, p < 0,001; C, p = 0,220).

8.8. Regulation des Transkriptionsfaktors Nrf2
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Abbildung 33: Hepatische Expression des Transkriptionsfaktors Nrf2

(A) Reduzierte Expression von Nfe2l2 (Gen codiert Nrf2) (B) Lineare Regression zwischen Nfe2l2-
Expression und der Eilast. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte mittels gqRT-PCR und der 2-22€T-Methode, als
Referenzgruppe diente die nicht infizierte Gruppe. Die Gruppen umfassten 22 (bisex), 10 (monosex) und 6
Tiere (nicht infiziert). Aus drei Wiederholungen wurden Mittelwerte gebildet. Die statistische Uberpriifung auf
Verteilungsunterschiede zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test (A; p < 0,001). Bei der
Regressionsanalyse diente die Eilast als unabhangige und Nfe2I2 als abhangige GroRRe (B).
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