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Einleitung

1 Einleitung

Die geschlechtsspezifische Medizin ist eine junge medizinische Disziplin, die die Aus-
wirkungen von Geschlecht auf die Gesundheit von Frauen und Ménnern berucksichtigt
und sich dabei mit Unterschieden sowie mit Gemeinsamkeiten zwischen den Geschlech-
tern befasst (Regitz-Zagrosek & Seeland, 2013). Durch eine enorme Zunahme wissen-
schaftlicher Studien in den letzten Jahren, beginnt sich die groRe Wissensliicke in Bezug
auf geschlechtsspezifische Unterschiede zu verringern (Tokatli et al., 2022). ,,Sex and
Gender Medicine ist der urspriingliche Name der geschlechtsspezifischen Medizin
(Grego et al., 2020). Grundsatzlich bezieht sich der Begriff ,,Sex* auf die biologischen
Unterschiede, wéhrend sich der Begriff ,,Gender* auf den sozialen Kontext bezieht, in
dem Menschen leben und der eine subjektive sexuelle Identitat beschreibt (Reale et al.,
2023). Sowohl ,,Sex‘ als auch ,,Gender* beeinflussen verschiedene Aspekte der mensch-
lichen Gesundheit und haben erhebliche und haufig unterschétzte Auswirkungen auf die
tagliche medizinische Praxis und Wirkungen von Therapien (Reale et al., 2023; Regitz-
Zagrosek & Seeland, 2013). Es hat sich gezeigt, dass das Geschlecht ein unabhangiger
Risikofaktor flr zahlreiche Erkrankungen ist (Regitz-Zagrosek & Seeland, 2013). Im
Zeitalter der personalisierten Medizin darf nicht vergessen werden, wie wichtig die Gen-
der-Medizin ist, um eine personalisierte Versorgung fir jeden Patienten zu fordern (Reale
et al., 2023).

Diese Dissertationsarbeit fokussiert sich auf geschlechtsspezifische Gemeinsamkeiten

und Unterschiede der Beeinflussung des Leberstoffwechsels durch Schistosomiasis.

Schistosomiasis ist eine der haufigsten parasitaren Erkrankungen und wird von der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) als ,,neglected tropical disease* (NTD) eingestuft (Lo et
al., 2022). NTDs umfassen derzeit eine Gruppe von 20 verschiedenen Krankheiten, von
denen 20 % der Weltbevdlkerung betroffen sind (The Lancet, 2022). Die Agenda zur Be-
endigung von NTDs spielt eine wichtige Rolle bei der Armutsbekdmpfung und der Prio-
risierung der Bedurfnisse und Rechte unterversorgter Bevolkerungsgruppen (The Lancet,
2022). Auch der Klimawandel wirkt sich auf die Verbreitung und Ubertragung dieser

Krankheiten aus und geféhrdet zunehmend neue Orte und Populationen (Booth, 2018).

Trotz hoher weltweiter Pravalenz sind die Therapiemdglichkeiten der Schistosomiasis
bislang beschrankt (Gasparotto et al., 2021). Durch Aufklarung mechanistischer Zusam-

menhange molekularbiologischer Prozesse kénnten neue Ansatze flir Chemotherapeutika



Literaturtibersicht

iIm Sinne einer modernen, zielgerichteten und personalisierten Medizin identifiziert wer-

den.

2 Literaturtibersicht

2.1 Schistosomiasis

Schistosomiasis, friiher Bilharziose genannt, ist eine parasitare Erkrankung, die durch die
Trematoden der Gattung Schistosoma spp verursacht wird (Klohe et al., 2021). Die Er-
krankung wird von der WHO als NTD eingestuft und betrifft tber 250 Millionen Men-
schen weltweit (Lo et al., 2022). Jedes Jahr sterben bis zu 200.000 an einer Schistosomi-
asis (Verjee, 2020). Damit ist die Schistosomiasis nach Malaria die zweithdufigste para-
sitare Erkrankung der Welt (Almeer et al., 2018). Weltweit sind derzeit 78 L&nder betrof-
fen (Klohe et al., 2021). Dabei ist die Erkrankung hauptsachlich in Afrika, Stidamerika
und in Teilen Asiens weit verbreitet, steht in engem Zusammenhang zu Armut, schlechten
Umwelt- und Hygienebedingungen und betrifft daher v.a. Menschen mit geringem sozi-
obkonomischem Status (Gasparotto et al., 2021). Die Erkrankung stellt einerseits medi-
zinisch und andererseits soziobkonomisch eine grof’e Herausforderung dar (Gabaake et
al., 2023). Aufgrund der Ubertragung der Schistosomiasis durch den Kontakt mit konta-
miniertem SuiRwasser, sind die Ubertragungsquellen in den tropischen Endemiegebieten
v.a. in Flussen, Seen, Stauseen und Bewasserungskanélen zu finden (Verjee, 2020). Auf-
grund des Klimawandels, der zu warmeren, tropischen Temperaturen und veranderten
Niederschlagsmustern fiihrt, kann es zu einer Verédnderung bzw. Zunahme der geografi-
schen und periodischen Verteilung von Schistosomiasis kommen (Klohe et al., 2021).
Weiterhin besteht das Risiko einer Ausbreitung der Schistosomiasis, wie epidemiologi-
sche Fallstudien Uber einen Ausbruch der urogenitalen Schistosomiasis auf Korsika
(Frankreich) und die Ausbreitung der afrikanischen Schistosomiasis in China unterstrei-
chen (von Bilow et al., 2021). Des Weiteren wird die Erkrankung im Rahmen der zuneh-
menden Globalisierung vermehrt durch Reisende und Migranten aus den Endemiegebie-

ten nach Europa gebracht (Witzenrath et al., 2017).

Die wichtigsten humanpathogenen Arten sind Schistosoma (S.) mansoni, S. japonicum,
S. mekongi, S. intercalatum und S. guineensis, die eine intestinale Schistosomiasis verur-
sachen, sowie S. haematobium, welches eine urogenitale Form verursacht (Schwartz &

Fallon, 2018). Wahrend S. haematobium durch h&ufig auftretendes Nierenversagen eine
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der Hauptursachen fir Todesfélle durch Schistosomiasis ist, stellen die intestinalen For-
men durch die chronische Morbiditat ein groRes Problem dar (Schwartz & Fallon, 2018).
So werden etwa 3,3 Millionen durch gesundheitliche Einschrankungen und Tod verlorene
Lebensjahre (sog. Disability-adjusted life years, ein Mal} fir die gesamte Krankheitslast)
verursacht (Schwartz & Fallon, 2018). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher S. mansoni
als haufigster Verursacher der intestinalen Schistosomiasis untersucht. S. mansoni kommt
in 52 Landern vor, darunter Lander in der Karibik, des 6stlichen Mittelmeerraumes, Sud-

amerikas sowie die meisten Lander Afrikas (Verjee, 2020).

Schistosomen spp haben einen komplexen Lebenszyklus, der Schnecken und S&ugetiere
als Zwischen- und Endwirte nutzt (Gasparotto et al., 2021). In Abbildung 1 ist der Le-

benszyklus von S. mansoni vereinfacht, schematisch dargestellt.

| \ 3
~ Zerkarie |
S. mansoni

Biomphalaria &\
glabrata 2
Y «— E

Mirazidium

Abbildung 1: Lebenszyklus der Schistosomen. Die Eier der Schistosomen werden mit den Fézes ausge-
schieden. Unter optimalen Bedingungen entwickeln sich daraus Mirazidien, die in SuBwasserschnecken
der Gattung Biomphalaria glabrata eindringen. Innerhalb dieser Zwischenwirte kommt es zur asexuellen
Vermehrung und Ausscheidung von infektidsen Zerkarien in das Gewasser. Diese Zerkarien kdnnen die
menschliche Haut penetrieren und so in das menschliche BlutgefaRsystem gelangen, wo sie sich weiterent-
wickeln, paaren und schlieBlich in den Mesenterialgefalien Eier produzieren, die zum Teil Uiber den Darm
ausgeschieden und so in die Umwelt abgegeben werden. Eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com
(Baier, 2020)
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Die Eier von S. mansoni werden vom menschlichen Wirt mit den Fazes ausgeschieden.
Gelangen diese in StuBwasser und herrschen optimalen Bedingungen, schliipfen die Eier
und entwickeln sich zu Mirazidien (Schwartz & Fallon, 2018). Durch asexuelle Vermeh-
rung im Schneckenzwischenwirt der Gattung Biomphalaria glabrata werden tausende
freischwimmende, infektiose Zerkarien ins Wasser abgegeben (Schwartz & Fallon,
2018). Diese Zerkarien dringen tber die Haut, wo sie mehrere Tage verbleiben, in den
Organismus des Endwirtes ein und wandeln sich dabei in Schistosomulae um (Schwartz
& Fallon, 2018). Die Schistosomulae gelangen lber LymphgefaRe und Venolen schliel3-
lich nach Uber zwei Wochen zum hepatoportalen Kreislauf, wo sie zu erwachsenen mann-
lichen und weiblichen Schistosomen reifen, sich paaren und als Paar in die Mesenterial-
venen wandern (von Bilow et al., 2021). Ausgewachsene S. mansoni-Wirmer finden sich
vor allem in den kleinen mesenterialen Blutgefalen, die Kolon und Zékum umgeben
(Schwartz & Fallon, 2018). Dort beginnt nun etwa 28 Tage nach Infektion die Eiproduk-
tion (Schwartz & Fallon, 2018). Gepaarte Schistosomen kénnen taglich etwa 300-2000
Eier produzieren, die zum Teil mit dem Stuhl in die Umwelt gelangen und so den Le-

benszyklus komplettieren (von Billow et al., 2021).

Jedoch wird etwa die Halfte der Eier mit dem Blutstrom in verschiedene Organe ge-
schwemmt. Die meisten davon verbleiben in der Leber (von Bilow et al., 2021). Die Eier
sind stoffwechselaktiv und I6sen eine granulomatdse Immunreaktion des Wirts aus, die
eine chronische Entziindung hervorruft, was zu den pathologischen Manifestationen der
chronischen Schistosomiasis wie zunehmender hepatischer Fibrose mit portaler Hyper-
tension, gastrointestinalen Blutungen, hepatischer Enzephalopathie oder Leberversagen
fihren kann (von Bulow et al., 2021). Die derzeitige Behandlung der Schistosomiasis
basiert auf der Verabreichung des Medikaments Praziquantel, das erwachsene Wirmer
wirksam eliminiert, aber nur eine geringe Wirkung auf Eier und unreife Formen hat
(Gasparotto et al., 2021). Beschwerden der akuten Schistosomiasis mit Fieber, Husten,
Durchféllen oder Arthralgien bessern sich in der Regel durch Praziquantel. Bei der chro-
nischen Form sind jedoch hauptsachlich die eingeschwemmten Eier der pathogene Faktor
(Xie et al., 2023).

Von den Schistosoma spp wurde nur S. haematobium von der Internationalen Agentur fir
Krebsforschung als definitiv karzinogen eingestuft. Obwohl S. mansoni nicht als definitiv
karzinogen eingestuft wurde, deuten zahlreichen Fallberichte und Daten aus Tiermodel-

len und Zellkulturexperimenten darauf hin, dass S. mansoni fir Leber- und Darmkrebs
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pradisponieren kann (von Bulow et al., 2021). Eine Ko-Infektion von S. mansoni mit He-
patitisviren fuhrt zu einer Progression der hepatozelluldaren Karzinogenese (Omar et al.,
2013).

2.2 Hepatischer Stoffwechsel

Die Leber ist eines der wichtigsten Organe, die an der Regulierung der Energiehomgo-
stase beteiligt sind (Ren et al., 2019). Als wichtiges Stoffwechselorgan steuert sie den
Energiestoffwechsel des Kdrpers und fungiert als Knotenpunkt fir den Stoffwechsel ver-
schiedener Gewebe, z.B. Skelettmuskulatur und Fettgewebe (Rui, 2014). Der Energie-
stoffwechsel der Leber unterliegt einer strengen Kontrolle durch verschiedene Nahrstoff-
, Hormon- und neuronale Signale (Rui, 2014).

Glykogenese Pentosephosphatweg

GS H G6PD

Glykogen *=———= G6P ﬁ- 6rG 7Tv RSP
iy
]

I, NADP+ NADPH NADP+  NADPH

|
vl PCK Glukoneogenese

SV PEP
PKM l Oxaloacetat
-/ ACC FAS
Pyruvat .
7 Acetyl-CoA —— pMalonyl.CoA —>  FS <= ==, DAGw_ ATGL
| '
1 l TAG
Acetyl-CoA I
! r
\‘ Citrat < Acyl-CoA

= ————— Acetyl-CoA
w

Abbildung 2: Schematische Darstellung des hepatischen Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels. Die Gly-
kolyse dient der Energiegewinnung durch den Abbau von Glukose zu Pyruvat, u.a. ber eines der Schliis-
selenzyme PKM. Die Glukoneogenese ist der gegenteilige Prozess, der der Aufrechterhaltung des Blutzu-
ckerspiegels dient, u.a. iiber das Schliisselenzym PCK. Uber die Glykogensynthese und das Schliisselen-
zym GS wird Glukose zur Speicherung in Glykogen umgewandelt. Der Pentosephosphatweg stellt einen
alternativen Abbauweg fiir Glukose dar, (iber das Schlisselenzym G6PD. Die Fettsauresynthese mit den
Schlisselenzymen FAS und ACC dient der Herstellung von Fettsduren, die zu Triacylglyceriden weiter-
verarbeitet werden kénnen. An deren Abbau uber die Lipolyse ist das Enzym ATGL beteiligt. 6PG, 6-
Phosphoglukonolakton; ACC, Acetyl-CoA-Carboxylase; ATGL, Adipozyten-Triglycerid-Lipase; DAG,
Diacylglycerid; FAS, Fettsduresynthase; FS, Fettsdure; G6P, Glukose-6-Phosphat; G6PD, Glukose-6-Phos-
phatdehydrogenase; GS, Glykogensynthase; LD, Lipidtropfchen; PCK, Phosphoenolpyruvat-Car-
boxykinase; PEP, Phosphoenolpyruvat; PKM, Pyruvatkinase; PLIN2, Perilipin-2; R5P, Ribose-5-Phos-
phat; TAG, Triacylglycerid; B-Ox, p-Oxidation. Eigene Abbildung

Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung des hepatischen Kohlenhydrat- und Li-
pidstoffwechsels. Hepatozyten sind mit 80 % Volumenanteil der wichtigste Zelltyp in der

Leber, daher wird im Folgenden tber den Stoffwechsel der Hepatozyten gesprochen (Rui,
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2014). Glukose gelangt tber spezielle Glukosetransporter in die Hepatozyten, wo sie di-
rekt in Glukose-6-Phosphat (G6P) umgewandelt wird, um die Glukosekonzentration in-
nerhalb der Zelle zu senken und die Glukoseaufnahme zu steigern (Sternisha & Miller,
2019). Im geséttigten Zustand wird G6P fir die Glykogensynthese genutzt (Agius, 2008).
AuRerdem wird es durch die Glykolyse in Pyruvat umgewandelt (Sternisha & Miller,
2019). Pyruvat wird in die Mitochondrien geleitet und oxidiert, um Energie bereitzustel-
len (Rui, 2014). Alternativ wird Pyruvat zur Synthese von Fettsduren verwendet (Rui,
2014). G6P wird auch tber den Pentosephosphatweg verstoffwechselt, um NADPH zu
erzeugen, was u.a. fir die Lipogenese benotigt wird (Bertels et al., 2021). Langkettige
Fettsduren werden in den Hepatozyten in Triacylglyceriden (TAG), Phospholipide und
Cholesterinester eingebaut und gespeichert (Rui, 2014). Im fastenden Zustand gibt die
Leber Glukose sowohl durch den Abbau von Glykogen als auch durch Glukoneogenese
ab (Chen et al., 2012). Das Fasten fordert auch die Lipolyse im Fettgewebe zur Freiset-
zung nicht veresterter Fettsauren, die in der Leber durch B-Oxidation und Ketogenese in

Ketonkorper umgewandelt werden (Hiltunen et al., 2010).

2.2.1 Kohlenhydratstoffwechsel

Die Pyruvatkinase (PKM) als ein Schliisselenzym der Glykolyse katalysiert die Umwand-
lung von Phosphoenolpyruvat in Pyruvat und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulie-
rung des Zellstoffwechsels (Israelsen & Vander Heiden, 2015). Die in dieser Arbeit un-
tersuchte M2-Isoform der Pyruvatkinase (PKM) 2 unterstiitzt den anabolen Stoffwechsel
und wird u.a. vermehrt in Tumorzellen exprimiert (Israelsen & Vander Heiden, 2015).
Diese Art der Energiebereitstellung und gleichzeitige De-novo-Synthese von Nukleoti-
den, Lipiden und Aminoséuren fur die Tumorzellen ist bekannt als Warburg-Effekt (B.
Xu et al., 2022). Weiterhin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Glykogensyn-
thase (GS) als Schliisselenzym der Glykogensynthese untersucht. Diese katalysiert dabei
die Umwandlung von Glukose in Glykogen, einer verzweigten, polymeren Speicherform
(Contreras et al., 2016). Ebenfalls wurde die Glukose-6-Phosphatdehydrogenase (G6PD)
als Schlusselenzym des Pentosephosphatweges untersucht, welches die Oxidation von
G6P zu 6-Phosphoglukunolakton (6PG) katalysiert. Dabei wird NADPH erzeugt, was flr
die Reduktion im Rahmen der Synthese von Fettsauren und Lipiden sowie von Gluta-
thion, das flr die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies dient, bendtigt wird (Bertels et
al., 2021). AulRerdem wurde die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PCK) als Schlis-

selenzym der Glukoneogenese untersucht. Dabei lassen sich zwei Isoformen

6



Literaturtibersicht

unterscheiden: die untersuchte mitochondriale Form PCK2 und die zytosolische Form
PCK1 (Yuetal., 2021). PCK1 und PCK2 kommen in der menschlichen Leber etwa gleich
haufig vor, PCK2 wird dabei durch verschiedene Stresssituationen aktiviert (Yu et al.,
2021).

2.2.2 Lipidstoffwechsel

Lipide sind wesentliche Bestandteile aller lebenden Zellen. So sind sie Hauptbestandteile
biologischer Membranen und dienen als Energiereserven, sowie als Signalmolekiile (Ro-
che et al., 2013). Die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) stellt neben der Fettsauresynthase
(FAS) ein Schlisselenzym der Fettsduresynthese dar, welches die Carboxylierung von
Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA katalysiert (Kaushik et al., 2009). Die FAS katalysiert die
Synthese bzw. Kettenverldngerung von Fettsduren aus Acetyl-CoA und Malonyl-CoA
(Snowden et al., 2021). Ein weiteres wichtiges Enzym ist die Acetyl-CoA-Synthetase,
welches die Synthese von Acetyl-CoA aus Acetat und Coenzym A katalysiert (Roche et
al., 2013). Die Fettsauren werden im Folgenden beispielsweise in TAG eingebaut und in
Form von Lipidtropfchen gespeichert (Fhu & Ali, 2020). An deren Lipolyse ist u.a. die
Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL) beteiligt (Schreiber et al., 2019).

Eine groRe Rolle bei der Regulation von oben genannten Enzymen spielt die durch Ade-
nosinmonophosphat (AMP) aktivierte AMP-abhangige Kinase (AMPK). Diese wird
durch Phosphorylierung in Energiemangelzustanden der Zelle aktiviert (Ovens et al.,
2021). Insgesamt reguliert AMPK katabole, energieerzeugende Prozesse wie die Fettoxi-
dation, die Glukoseaufnahme und die Autophagie hoch, wahrend AMPK anabole, ener-
gieverbrauchende Prozesse wie die Protein- und Lipidsynthese herunterreguliert (Ovens
etal., 2021).

2.2.3 Autophagie

Autophagie dient dem Abbau von intrazellularen Komponenten, wie Proteinen und Zell-
organellen in Lysosomen, sowie dem anschlieRenden Recycling ihrer wesentlichen Be-
standteile und dem Nutzen der Abbauprodukte als interne Energiequelle (Kouroumalis et
al., 2021). Das ist in stoffwechselaktiven Organen wie der Leber besonders wichtig, wo
bereits vierstundiges Fasten ausreicht, um eine maximale Aktivierung der Autophagie zu
bewirken (Deter et al., 1967). Doch auch fir eine angemessene zelluldre Reaktion auf
Stressfaktoren wie metabolische Dysregulation, oxidativen Stress, Infektionen und Kar-

zinogenese ist der Prozess wichtig (Schneider & Cuervo, 2014). Eine Fehlfunktion der
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Autophagie wurde aulRerdem mit der Pathogenese zahlreicher Lebererkrankungen in Ver-
bindung gebracht (Kouroumalis et al., 2021). Die Modulierung der Autophagie zu thera-
peutischen Zwecken birgt Potential fir die Behandlung einer Vielzahl von Krankheiten,

bei denen Autophagieprozesse dysreguliert sind (Schneider & Cuervo, 2014).

In Abbildung 3 ist schematisch der Ablauf der Autophagie mit einigen beteiligten Prote-
inen dargestellt. Der charakteristische Schritt der Makroautophagie ist die Bildung eines
Doppelmembran-Vesikels, des Autophagosoms, das zytosolisches Material sequestriert
und durch lysosomale Hydrolasen abgebaut wird, sobald das Autophagosom mit den
Lysosomen verschmilzt (Schneider & Cuervo, 2014). Uber 40 Autophagie-verwandte
Gene und ihre Proteinprodukte (ATG) organisieren sich in funktionellen Komplexen, die
koordiniert in verschiedenen Schritten dieses Prozesses wirken (Qian et al., 2021). So ist
z.B. das mechanistische Zielmolekil von Rapamycin (mTOR), eine Serin/Threonin-
Kinase, der am besten charakterisierte negative Regulator der Makroautophagie (Schnei-
der & Cuervo, 2014). Durch verschiedene Stimuli, wie u.a. Hypoxie, oxidativen Stress,
DNA-Schaden oder Mitochondrien-Dysfunktion wird die Makroautophagie Uber eine
breite Palette von Signalwegen aktiviert, zu denen u.a. JNK (c-Jun N-terminale Kinase),
AKT (Proteinkinase B), AMPK und p53-vermittelte Signalwege gehdren (Kroemer et al.,
2010).

& LC3A Lysosom \

p62 ~ o .f ~
ATG5 L » iy
e ® .0 — | ° °
f.. [ ] s L ®
Autophagosom e Autophagolysosom

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Autophagie. Autophagie ist ein eng mit dem Energiehaushalt
und Stressreaktionen verbundener Prozess. Abbau und Recycling von Zellbestandteilen durch Autophagie
versorgt die Zelle mit Nahrstoffen und wirkt als Schutzmechanismus gegen den programmierten Zelltod.
Mehrere Faktoren flihren zur Bildung eines Autophagosoms, das durch VVerschmelzung mit einem Lysosom
zu einem Autophagolysosom wird. Eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com (Baier, 2020)

8
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Beclin wirkt als Teil eines Komplexes wéhrend der Initiationsphase der Autophagie, in-
dem es eine Doppelmembranstruktur bildet, die zytoplasmatisches Material zur Bildung
des Autophagosoms umschlielt (Ye et al., 2023). Aber auch zahlreiche nicht-autophagi-
sche Funktionen von Beclin bei u.a. Apoptose, Angiogenese und Immunregulation sind
bekannt (Ye et al., 2023). Das Ubiquitin-bindende Protein p62 bindet als autophagoso-
males Frachtprotein ubiquitinierte Proteine, um sie der selektiven Autophagie zuzufiih-
ren, und ist weiterhin an verschiedenen zelluléren Prozessen beteiligt (Huang et al., 2023).
So aktiviert es beispielsweise ein antioxidatives Transkriptionsprogramm, den Keapl-
Nrf2-Signalweg, um bei Beeintrachtigung der Autophagie Schaden durch oxidativen
Stress zu verringern (Schneider & Cuervo, 2014). ATGS ist an der Ausdehnung der
Membran in autophagischen Vesikeln beteiligt und erleichtert die Umwandlung des wich-
tigen Mikrotubuli-assoziierten Strukturproteins 1A/1B Leichtkette 3A/B (LC3) A zu B
(Demirbag-Sarikaya et al., 2022). Das Lysosomen-assoziierte Membranprotein (LAMP)
ist ein lysosomaler Marker und an deren Verschmelzung mit Autophagosomen beteiligt
(Qian et al., 2021). LAMP2 ist ein wesentlicher Akteur der Chaperon-vermittelten Auto-
phagie (CMA). Dabei bringt ein Chaperon die Proteine direkt zu den Lysosomen, wo sie
die Membran durch einen Translokationskomplex durchqueren (Schneider & Cuervo,
2014). Die Hochregulierung der CMA erfolgt als Teil der zelluldren Reaktion auf ver-
schiedene Stdrungen, wie z.B. langerer Nahrstoffentzug, oxidativen Stress und Proteoto-
xizitét (Schneider & Cuervo, 2014).

2.3 Hepatische Schaden bei Schistosomiasis

In der hepatischen Langzeitschadigung sind v.a. Schistosomen-Eier, weniger die erwach-
senen Wurmer, fur die Schistosomiasis-spezifische Morbiditadt verantwortlich (von
Bilow et al., 2023). Die in den présinusoidalen Pfortadervenen eingeschlossenen Eier
sezernieren l6sliche Ei-Antigene (SEA), die von Immunzellen aufgenommen werden und
so zur Granulombildung und Fibrose fiihren (Olveda et al., 2014). Die Fibrose mit der
Folge einer portalen Hypertension ist die Hauptursache fiir die Morbiditat und Mortalitét
der Krankheit (Olveda et al., 2014). Obwohl diese Granulome flr den Wirt pathogen sind,
gibt es einige Hinweise darauf, dass diese auch eine Schutzfunktion gegen die schistoso-

menbedingte Hepatotoxizitat haben konnten (Olveda et al., 2014).
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2.3.1 Metabolischer Stress

Schistosomiasis tritt hauptséchlich in Entwicklungslandern auf, wo diese oft mit Unter-
ernahrung einhergeht, was sich auf die Infektion und die Granulombildung auswirkt (Ma-
ciel et al., 2021). S. mansoni kann Lipide nicht de novo synthetisieren, daher nehmen die
Parasiten Lipide aus ihrer Umgebung auf (Maciel et al., 2021). Es wurde bereits mehrfach
gezeigt, dass eine Infektion mit S. mansoni moglicherweise vor der Entwicklung des me-
tabolischen Syndroms einschlieRlich Typ-2-Diabetes-mellitus und Herz-Kreislauf-Er-
krankungen schiutzen kann (Hussaarts et al., 2015; Stanley et al., 2009; Wolde et al.,
2019). Gleichzeitig sind bei adipdsen Wirten die Produktion und Reifung der Schistoso-
men-Eier im Vergleich zur normalgewichtigen Kontrollgruppe gesteigert (Amer et al.,
2023). Zwischen Ablage und Reifung eines Schistosomen-Eis nimmt dessen Masse um
mehr als das Dreifache zu, was zur Hypothese flhrte, dass Schistosomen-Eier Lipid- und
Glukosereserven des Wirts Uber eine Umprogrammierung des Lebermetabolismus nutzen
(von Bilow et al., 2023). Eine Studie aus 2021 zeigte eine geschlechtsabhangige Umpro-
grammierung des Stoffwechsels von Makrophagen bei einer Infektion mit S. mansoni
(Cortes-Selva et al., 2021). Fir die Infektion mit S. japonicum wurde ebenfalls gezeigt,
dass der hepatische Metabolismus in Richtung einer katabolen Stoffwechsellage verén-
dert wird (Z.-P. Xu et al., 2019).

2.3.2 Redox-Status und Autophagie

Ungleichgewichte in der Nahrstoffversorgung wurden mit erhéhtem oxidativem Stress in
der Leber in Verbindung gebracht, der Lebererkrankungen begunstigt (von Bulow et al.,
2023). Es wurde gezeigt, dass Veranderungen im Redoxprofil in friihen Stadien der
S. mansoni-Infektion zu beobachten sind (de Oliveira et al., 2013). Diese Beobachtung
wurde auf die Entzuindungsreaktion granulomatdser Immunzellen in der Leber zurtickge-
fuhrt (von Bllow et al., 2023). In Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Roeb wurde bereits
gezeigt, dass SEA von S. mansoni onkogene Signale in Leber und Dickdarm aktiviert
(Roderfeld et al., 2020; Weglage et al., 2020a). Zuletzt wurde gezeigt, dass die metaboli-
sche Umprogrammierung durch S. mansoni oxidativen Stress in Hepatozyten verursacht,
der zu DNA-Schéden fuhrt und hepatozellulére Proliferation auslést (von Bulow et al.,
2023, 2024). Diese schadlichen Auswirkungen des oxidativen Stresses konnen durch die
Verabreichung von Féngern reaktiver Sauerstoffspezies wie reduziertem Glutathion ge-
mildert werden (von Bulow et al., 2023, 2024).
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In anderen parasitischen Erkrankungen wurde die Modulation der Autophagie von Wirts-
zellen durch den Parasiten beschrieben. So kann beispielsweise Trypanosoma cruzi unter
Bedingungen des Néhrstoffmangels Wirtszellen dazu veranlassen, Zellbestandteile tber
den Autophagie-Stoffwechselweg abzubauen, um eine Nahrstoffquelle fir die eigene Dif-
ferenzierung und Entwicklung zu schaffen (Zheng et al., 2022). Auch Toxoplasma gondii
kann die Autophagie der Wirtszellen induzieren, was zum Wachstum des Parasiten bei-
tragt (Wang et al., 2009).

Es wurde weiterhin gezeigt, dass es im Rahmen einer S. japonicum-Infektion durch SEA
in Zellkultur von Makrophagen zu einer veradnderten Regulation der Autophagie kommt
(J. Zhu et al., 2018). Dabei unterdruckte das von S. japonicum induzierte Interleukin (IL)-
7 Uber AMPK die SEA-vermittelte protektive Autophagie, was die Leberschadigung ver-
starkte (J. Zhu et al., 2018). Ein Farnesoid-X-Rezeptor-Mangel in Hepatozyten stort die
Gallensédure-Homoostase und hemmt die Autophagie, was die durch eine S. japonicum-
Infektion verursachten Schaden an den Hepatozyten verschlimmern kann (Zhang et al.,
2022).

2.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass das Geschlecht Pathophysiologie, Auftreten,
Inzidenz, Pravalenz, Symptome, Verlauf und Ansprechen auf die Therapie vieler Krank-
heiten beeinflusst (Mauvais-Jarvis, 2018). Daher ist es wichtig, Geschlechtsunterschiede
und damit geschlechtsspezifische biologische Faktoren aufzuspiren, die zu einer besse-
ren Pravention und Therapie im Rahmen der Prazisionsmedizin fuhren konnten (Mau-
vais-Jarvis, 2018; Shang et al., 2021).

2.4.1 Hepatischer Stoffwechsel

Es ist inzwischen bekannt, dass viele Aspekte des Energiehaushalts und des Glukose-
stoffwechsels bei Mannern und Frauen unterschiedlich reguliert werden (Tramunt et al.,
2020). Uber Tausend menschliche Gene weisen in ihrer Expression in Hepatozyten eine
geschlechtsspezifische Abweichung auf, davon betreffen die haufigsten den Fettstoff-
wechsel (Palmisano et al., 2017). Es wurde beobachtet, dass Fettverteilung, die metabo-
lische Reaktion auf Gewichtszunahme und das Fettsaureprofil in der Leber geschlechts-
abhangige Unterschiede zeigen (Gonzalez-Granillo et al., 2019). Sexualhormone beein-
flussen Hauptregulatoren des Lipidstoffwechsels und des oxidativen Stresses in der Leber
und tragen so zum hoheren Schutz von Frauen vor mit metabolischer Dysfunktion-
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assoziierter steatotischer Lebererkrankung (MASLD) bei (Moran-Costoya et al., 2021).
Bei Frauen reguliert Ostradiol tiber Ostrogenrezeptoren den Leberstoffwechsel, indem es
Lipogenese, Glukoneogenese und Fettsdureaufnahme verringert, wahrend es Lipolyse,
Cholesterinsekretion und Glukoseabbau férdert (Shen & Shi, 2015). Bei Mannern wirkt
Testosteron tiber Androgenrezeptoren, um die Expression von Insulinrezeptoren und Gly-
kogensynthese zu erhohen, die Glukoseaufnahme und Lipogenese zu verringern und die

Cholesterinspeicherung in der Leber zu férdern (Shen & Shi, 2015).

Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Reaktion auf oxidativen Stress sind haufig
und stehen in Zusammenhang mit geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Haufig-
keit und Schwere von Krankheiten, die damit einhergehen (Tower et al., 2020). Autopha-
gie weist sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Prozessen geschlechts-
abhangige Unterschiede auf und ist so an zahlreichen Aspekten der Geschlechtsunter-
schiede bei u.a. neurodegenerativen-, Krebs- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen beteiligt
(Shang et al., 2021). Es wurden ebenfalls geschlechtsspezifische Unterschiede im Redox-
Zustand und in der Autophagie organspezifisch beschrieben (Campesi et al., 2013; Olivan
et al., 2014). In den Lebern méannlicher Ratten wurde eine hohere Anzahl von Autopha-
golysosomen festgestellt (Campesi et al., 2013). Bei Menschen weisen Frauen weniger
Marker fir oxidativen Stress auf, was durch eine Steigerung des Glutathion-Stoffwech-
sels durch Ostrogen erklart werden kénnte (Tower et al., 2020). Die molekularen Mecha-
nismen der geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Autophagie sind noch weitge-
hend unerforscht, jedoch regulieren u.a. Sexualhormonrezeptoren viele Aspekte der Au-
tophagie (Shang et al., 2021).

2.4.2 S. mansoni-Infektion

Bei Kindern und Erwachsenen in endemischen Gebieten sind Intensitat und Prévalenz
einer Schistosoma-Infektion bei Mé&nnern hoher als bei Frauen (Ayabina et al., 2021;
Klein, 2004). Da die Infektion durch Kontakt mit Wasser ibertragen wird, hangt das Ri-
siko stark von sozio6konomischen und soziokulturellen Verhaltensweisen des Einzelnen
und der Gemeinschaft ab, wodurch die Zuverléssigkeit epidemiologischer Studien beein-
trachtigt ist (Bernin & Lotter, 2014). Allerdings wird Schistosomiasis auch bei mannli-
chen Reisenden haufiger diagnostiziert als bei weiblichen (Bernin & Lotter, 2014). Wei-
terhin wurde eine erh6hte Parasitenbelastung bei Ménnern festgestellt, die vermutlich zu
einer erhohten pro-inflammatorischen Reaktion im Vergleich zu Frauen flhrt (Klein,

2004). Auch Leberfibrose im Spétstadium tritt Gberwiegend bei Mannern auf (Bernin &
12
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Lotter, 2014). Eine Infektion mit S. mansoni fiihrte bei brasilianischen Schulkindern zu
Wachstumsdefiziten (Blanton et al., 1996). Méadchen wiesen dabei im Vergleich zu Jun-
gen ein besseres Entwicklungs- und Ernahrungsniveau auf (Blanton et al., 1996). Obwohl
beim Menschen eine Tendenz zu einem mannlichen Bias bei Schistosomiasis zu beobach-
ten ist, scheint dieser Geschlechtsunterschied in Mdusen umgekehrt zu sein (Klein, 2004).
So weisen mit S. mansoni infizierte weibliche Mé&use eine hohere Parasitenlast auf
(Bernin & Lotter, 2014). Weibliche Mause zeigten auch eine starkere Entziindungsreak-
tion auf eine Schistosomeninfektion als mannliche (Boissier et al., 2003). Weibliche
Méause, die frih wahrend der Infektion mit Dehydroepiandrosteronsulfat oder Testosteron
behandelt wurden, waren teilweise vor einer Infektion mit S. mansoni geschiitzt (Fallon
et al., 1998; Nakazawa et al., 1997). S. mansoni ist auBerdem in der Lage, die Testoste-
ronproduktion bei mannlichen Mausen zu unterdriicken (Klein, 2004). Interessant ist dar-
uber hinaus die Tatsache, dass Schistosomen steroidhormondhnliche Metabolite produ-
zieren (Botelho et al., 2009). Eier von S. haematobium produzieren Katechol-Ostrogene,
welche in aktive Chinone umgewandelt werden und Veranderungen in der DNA von
Urothelzellen hervorrufen (C. Botelho et al., 2016). Schlielich scheint auch die durch
S. mansoni induzierte Modulation des Stoffwechsels von Makrophagen geschlechtsab-
hangig zu sein, wobei die Infektion ménnliche, aber nicht weibliche Mduse vor Gluko-
seintoleranz und Fettleibigkeit schiitzt (Cortes-Selva et al., 2021).

2.5 Ziele der Arbeit

Mit der vorliegenden Arbeit sollten hepatische, Wirts-geschlechtsspezifische Unter-
schiede bei einer S. mansoni-Infektion charakterisiert und mechanistische Zusammen-
hange weiter aufgekléart werden. Im Rahmen der Vorarbeiten zu Studien der Arbeits-
gruppe von Prof. Roeb (Buf3, 2021; Hehr, 2021; von Bulow et al., 2023) wurden bereits
in weiblichen Hamsterlebern Schliisselenzyme des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwech-
sels sowie Marker des oxidativen Stresses untersucht. Geschlechtsunterschiede im hepa-
tischen Stoffwechsel sowie bei Infektion mit S. mansoni sind in der Literatur beschrieben,
daher sollten im Rahmen dieser Arbeit zunéchst geschlechtsspezifische Unterschiede mit
Hinblick auf Kohlenhydrat-, Lipidstoffwechsel und oxidativen Stress untersucht werden.
Als weiteren interessanten Mediator geschlechtsspezifischer Unterschiede sollte der eng
im Zusammenhang zu Stoffwechsel und oxidativem Stress stehendem Prozess der Auto-

phagie im Zusammenhang mit einer S. mansoni-Infektion und im Hinblick auf
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Geschlechtsunterschiede untersucht werden. Die schematische Darstellung dieser Frage-
stellung ist in Abbildung 4 abgebildet.

Autophagie

DNA-Schadigung

Malignitat
oxidativer metabolischer
Stress ) E— Stress

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Fragestellung der Arbeit. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Auswirkungen einer S. mansoni-Infektion und insbesondere die Wirkung der Eier und der von den Eiern
abgesonderten Faktoren auf Hepatozyten in der Nahe von Granulomen untersucht. Dazu wurden Marker
und Schliisselenzyme des hepatischen Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels, der Autophagie und des oxi-
dativen Stresses vorwiegend in mannlichen Hamsterlebern mit besonderem Augenmerk auf wirtsspezifi-
sche Geschlechtsunterschiede analysiert. Eigene Abbildung erstellt mit BioRender.com (Baier, 2020)

Dafur wurden im Verlauf der explorativen Datenerhebung folgende Hypothesen gebildet:

Hypothese 1: Es gibt keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Dysregulation
des hepatischen Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels bei S. mansoni-Infektion. Dafur
wurde die Expression von Schliisselenzymen des hepatischen Stoffwechsels im Leberge-
webe mannlicher S. mansoni-infizierter Hamster mittels Western Blot Analyse untersucht
und die Richtung der Regulation mit bereits vorbekannten Werten der weiblichen Tiere
verglichen. Als Kontrollen wurden nicht-infizierte Hamster und Hamster, die nur mit Zer-
karien eines Geschlechts ohne Eiproduktion infiziert wurden, verwendet.

Hypothese 2: Es kommt zur Dysregulation der hepatischen Autophagie bei S. mansoni-
Infektion; dies geschieht nicht geschlechtsspezifisch. Daflr wurden Autophagiemarker
im Lebergewebe S. mansoni-infizierter Hamster beider Geschlechter, sowie den oben ge-
nannten Kontrollgruppen, mittels Western Blot analysiert. Zusétzlich wurden in vitro
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Zellkulturexperimente an der humanen, mannlichen Zelllinie HepG2, die mit 16slichen
Ei-Antigenen (SEA) von S. mansoni stimuliert wurden, durchgefiihrt. Die Autophagie-

marker in diesen Proben wurden ebenfalls mittels Western Blot analysiert.

Hypothese 3: Die Dysregulation der Autophagie fuhrt zu oxidativem Stress in der Leber.
Zunachst wurde in den mannlichen Hamsterlebern Malondialdehyd (MDA) als Marker
flr oxidativen Stress mittels eines quantitativen Assays bestimmt und die Richtung der
Regulation mit bereits vorbekannten Werten der weiblichen Tiere verglichen. Zuséatzlich
wurden in vitro Inhibitionsexperimente an der humanen, mannlichen Zelllinie HepG2,
die mit SEA stimuliert wurden, durchgefihrt. Zur Inhibition der Autophagie wurde dabei
Chloroquin benutzt.

3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Materialien

3.1.1 Gerate

Die fur die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geréte sind der Tabelle 1

Zu entnehmen.

Tabelle 1: Geréte mit Herstellerangaben

Geréte Hersteller

Biometra-Fastblot™ Biometra-GmbH, Géttingen

Brutschrank 1G 150 Jouan, Unterhaching

ChemoStar enhanced chemiluminescent  Intas Science Imaging Instruments

(ECL) & Fluorescence Imager GmbH, Gottingen

Electrophoresis Power Supply Consort Fisher Bioblock Scientific, Villeneuve-

EV #243 d’Ascq (Frankreich)

Electrophorese-Kammer Multigel Biometra-GmbH, Gottingen

Feinwaage Sartorius A200S Sartorius, Goéttingen

Gefrierschrank (-20 °C) #GNP3376 Liebherr, Biberach

Gefrierschrank (-80 °C) #907 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

HERACELL 150 i CO2 Incubator Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Infinite® 200 PRO #30050303 Tecan Group Ltd., Mannedorf (Schweiz)
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Kduhlschrank Profi Line

LaminAir® HBB #2448

Lichtmikroskop #156585

Magnetrihrer #RCTB 00.084009
Microliter Syringe Model 805 N # 84856

MIKRO 120 (Zentrifuge)

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Sys-
tems

Motorisiertes inverses System Mikroskop
#IX81S1F-3

Neubauer Zahlkammer 0,1 mm

pH-Meter 632
Pipetten Abimed

Pipetten Research plus

Pipette serologisch 10 ml #607180

Pipette serologische 5 ml #606180

Pipetus®-akku

Rocking Platform
Ruttler #444-0142

Slamed 8-Kanal Pipette 20-200 pl
#451833437

Stickstoffbehalter
Stickstofftank #CFB-160

ThermoMixer #5436

Liebherr, Biberach

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Leica Microsystems, Wetzlar

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Hamilton Company, Reno, Nevada
(USA)

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tutt-
lingen

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
Kalifornien (USA)

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

LO Laboroptik Ltd., Lancing (Vereinig-
tes Konigreich)

Metrohm AG, Herisau (Schweiz)

International Labmate Ltd., St Albans
(Vereinigtes Konigreich)

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster (Osterreich)

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster (Osterreich)

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG,

Eberstadt

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Ratiolab GmbH, Dreieich

KGW, Karlsruhe

Taylor-Wharton Harsco GmbH, Husum-
Mildstedt

Eppendorf AG, Hamburg
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Trans-Blot® Turbo™ System Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkir-
#690BR028141 chen

Ultra TURRAX T8 IKA-Labortechnik, Staufen
Vortex-Mixer 7-2020 NeoLab, Heidelberg

Vortex Schuttler VF2 IKA-Labortechnik, Staufen

Waage Kern #440-47 KERN & SOHN GmbH, Albstadt
Wasserbad H1210 Leica, Wetzlar

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die fiir die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien
sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Verbrauchsmaterialien Artikelnum-  Hersteller
mer
6.5 mm Transwell® with 8.0 3464 Corning, Inc., Corning (USA)
um Pore Polyester Membrane
Insert
Biosphere® Filter Tips 70.760.211 SARSTEDT AG & Co. KG, Nim-
brecht
Biosphere® Filter Tips 100 70.762.211 SARSTEDT AG & Co. KG, Num-
brecht
CELLSTAR® 24 Well Cell 662 160 Greiner Bio-One International
Culture Plate GmbH, Kremsmiinster (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, Kremsmiinster (Osterreich)
CELLSTAR® Zellkultur 664160 Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen
Schale
Disposable Glass Pasteur Pi- 612-1702 VWR International GmbH, Darm-
pettes 230 mm stadt
Immobilon®-P Transfer IPVVH00010 Merck Millipore Limited, Tullagreen,
Membrane Carrigtohill ED (Irland)
Micro-Touch® 18074824DF  Ansell, Richmond (Australien)
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Pipettenpitzen 1000 pl 70.762.010 SARSTEDT AG & Co. KG, Num-
brecht

Pipettenspitzen 10 pl 70.1130 SARSTEDT AG & Co. KG, Num-
brecht

Pipettenspitzen 200 pl 70.760.012 SARSTEDT AG & Co. KG, Nim-
brecht

Reagiergefal 1,5 ml 72.690.001 SARSTEDT AG & Co. KG, Nim-
brecht

Reagiergefal 2,0 ml 72.691 SARSTEDT AG & Co. KG, Num-
brecht

Rotilabo®-Aluminiumdosen 1084.1 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe

Sterile Syringe Filter; 0,20 um 431219 Corning, Inc., Corning (USA)

Vernichtungsbeutel 86.1197 SARSTEDT AG & Co. KG, Num-
brecht

Whatman™ Gel Blot Paper 10426892 GE Healthcare Uk Limited, Buckin-
gham-shire (Vereinigtes Konigreich)
3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Die fir die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Rea-

genzien sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien mit Herstellerangaben

Chemikalien und Rea- Artikelnummer LOT-Nummer  Hersteller

genzien

2-Propanol 33539-2.5L-M #STBHB8355 Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

2-Thiobarbituric acid T5500-25G BCCD1032 Sigma-Aldrich Che-

(TBA) mie GmbH, Stein-
heim

2 x Lysis Buffer EL-LYSIS J06111988 RayBiotech, Inc.,

Peachtree Corners,
Georgia (USA)

Ammoniumperoxodisul-  9592.2 324212912 Carl Roth GmbH &
fat (APS) Co. KG, Karlsruhe
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Butylhydroxytoluol
(BHT)

Bovine Serum Albumin
(BSA), pH=7

Bromphenolblau

Citronenséaure

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid
(DMSO)
ROTIPURAN®

Di-Natriumhydrogen-
phosphat

Dodecylsulfate-Na-salt
in pellets (SDS)

EMSURE® ISO Hydro-
genperoxide 30 %
(Perhydrol®)

Essigsaure (Eisessig)
100 %
Ethanol ROTIPURAN®

Glycin PUFFERAN®

Hydrochloric acid (HCI)

Isopropanol

Kaliumchlorid

MAKO085C.1IML- 6B06K07390

KC

BSA-1T

A512.1

X863.2

6908.2

4720.4

P030.2

20765.03

1.072.101.000

1.00063.1011

9065.4

3908.2

30721-1L-M

33539-2,5L

7447-40-7

CP19-3020

34573814

049279507

487265723

207257752

397263590

140489

K51402110920

K49316063729

067254793

479289535

STBH3589

STBH5929

252169418
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Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Capricorn Scientific

GmbH, Ebsdorfer-
grund

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Serva Electrophore-
sisGmbH, Heidel-
berg

Merck KGaA,
Darmstadt

Merck KGaA,
Darmstadt

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim
Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe
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Kaliumdihydrogenphos-
phat

Luminol

Methanol

Milchpulver (Blotting
grade)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid

N,N,N',N'-Tetramethyl-
ethylenediamine
(TEMED)

Page Ruler™ Plus Pre-
stained Protein Ladder

Paraformaldehyd

p-Cumarséure

Polyoxyethylenesorbitan

R.T.U. Normal Horse
Serum (2,5 %)

Restore™ Western Blot
Stripping Buffer

Rotiphorese® Gel 30
(37, 5:1)

3904.1

A8511-5G

32213-2.5L

T145.3

3957.1

6771.1

35925.01

26619

150146

110M1259V

P-7949

MP-5401

21059

3029.1

039279224

MKCB1206V

STBJ6534

358270656

477264300

324214628

170294

00852767

8163F

501-98-4

SLBX6047

ZEO0712

VH311321

260298010
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Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Serva Electrophore-
sis GmbH, Heidel-
berg

Thermo Fisher
Scientific, Wal-
tham, Massachu-
setts (USA)

ICN Biomedicals,
Inc., Aurora (USA)

Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Vector Laborato-
ries, Inc., Burlin-
game (USA)

Thermo Fisher
Scientific, Wal-
tham, Massachu-
setts (USA)

Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe
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Sodium chloride 31434-1KG SZBF2180V Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Stein-
heim

Tri-Natriumcitrat-Dihyd- 6132-04-3 141297389 Merck KGaA,

rat Darmstadt

TRIS PUFFERAN® 4855.2 298267208 Carl Roth GmbH &

Co. KG, Karlsruhe
Polyoxyethylenesorbitan = P7949-500ML #SLBX6047 Sigma-Aldrich Che-

(Tween®) 20 mie GmbH, Stein-

heim
Wasserstoffperoxid 30 % 1.072.101.000 K51879910942 Merck KGaA,
(H20-) Darmstadt

3.1.4 Puffer und LOsungen

Die fir die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Rea-

genzien sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Puffer, Losungen und deren Zusammensetzung

Puffer/Losung Zusammensetzung

5 % BSA-L0Gsung 2,59 BSA
50 ml TBS-T

5 % Milchpulverldsung 2,5 g Milchpulver
50 ml TBS-T

30 mM H:0: 170 l.l' 30 % H20:
49,83 ml PBS

Citratpuffer 2,65 g Citronensaure

25,7 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

mit dH20 auf 1000 ml auffillen

100 ml der Flussigkeit in 900 ml dH-O lésen
ECL-Entwicklungslésung 9500 pl dH20

500 pl Tris Puffer 2 M pH 8,5

50 pl Luminol (250 mM)

25 pl p-Cumarséure (90 mM)

2,6 pl H20: (unmittelbar vor Entwicklung)

Kollagen I1 (50 pg/ml) 49,17 ml Essigsaure (20 mM)
833 pl Kollagen 1 (3 mg/ml)
Lammli-Puffer 20 ml Glycerin
3,08gDTT
4 g SDS

6,25 ml 2 M Tris pH 6,8
10 mg Bromphenolblau
mit dH-O auf 50 ml aufftllen
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Laufpuffer

PBS-Puffer

Sammelgel-Ldsung (3 %)

Sammelgel-Puffer (pH 6,8)

TBA-L6sung

TBS-Stammldsung (10x)

TBS-T-Puffer

Transferpuffer (pH 9,2)

Trenngel-L6ésung (10 %)

Trenngel-Puffer (pH 8,8)

Tris pH 6,8

10 g SDS

30 g TRIS PUFFERAN

144 g Glycin

mit dH-O auf 1 | auffullen

100 ml dieser Stammlésung in 900 ml dH-O ldsen
80 g NaCl

2 g Kaliumchlorid

2,45 g Kaliumdihydrogenphosphat
11,5 g Natriumhydrogenphosphat
mit dH-O auf 1000 ml auffillen
100 ml dieser Stammlésung in 900 ml dH-O ldsen
pH-Wert auf 7,4 einstellen

330 ul Rotiphorese Gel 30

2130 pl dH-0.

830 ul Sammelgel-Puffer (pH 6,8)
40 pl APS

4 ul TEMED

125 ml 2 M Tris pH 6,8

10 ml 20 % SDS

365 ml dH-0

1 TBA-Flasche (MDA-Kit)

7,5 ml Essigsédure

mit dH-O auf 25 ml aufftllen

200 mM Tris pH 7

1,37 M NaCl

mit dH-O auf 1 | auffillen

250 ml TBS-Stammldsung (10x)
2,5 ml Tween 20

2250 ml dH-0

5,82 g TRIS PUFFERAN

2,93 g Glycin

200 ml Methanol

mit dH-O auf 1 | auffullen

3332 pl Rotiphorese Gel 30

100 pul SDS 10 %

1950 ul Trenngel-Puffer (pH 8,8)
4550 ul dH=0

100 ul APS

10 ul TEMED

375 ml 2 M Tris/HCI

10 ml 20 % SDS

365 ml dH-O

6,05 g Tris base (=0,5 M) in 40 ml dH-O lésen
mit 1 M HCI auf pH 6,8 bringen
100 ml dH20

Losung filtrieren (0,45 pm)

0,4 g SDS
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3.1.5 Antikorper

Die fur die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primérantikorper sind in

Tabelle 5 aufgelistet. Der Tabelle 6 sind die verwendeten Sekundarantikdérper zu entneh-

men.

Tabelle 5: Primérantikdrper

Primarantikorper

ACCl1

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 260 kDa
ACS

(1:2000 in BSA, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 79 kDa
AMPK

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 62 kDa
ATG5

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 55 kDa
ATGL

(1:1000 in Milch, Detektion: 120 s)
Molekulargewicht: 55 kDa
Beclin

(1:2000 in Milch, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 60 kDa

FAS

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 273 kDa
G6PD

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s)
Molekulargewicht: 58 kDa
GAPDH

(1:10000 in BSA, Detektion: 3 s)
Molekulargewicht: 35 kDa

GS

(1:1000 in BSA, Detektion: 20 s)
Molekulargewicht: 84 kDa
LAMP2

(2:1000 in Milch, Detektion: 180 s)
Molekulargewicht: 120 kDa

Daten

Kaninchen polyklonal; Art.Nr. 21923-1-AP
LOT: 00016059

Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
Kaninchen polyklonal; Art.Nr. 16087-1-AP
LOT: 00056343

Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
Kaninchen polyklonal; Art.Nr. GTX50863
LOT: 821800356

GeneTex, Inc., Irvine (USA)

Kaninchen polyklonal; Art.Nr. 10181-2-AP
LOT: 00054450

Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
Kaninchen polyklonal; Art.Nr. 55190-1-AP
LOT: 00043444

Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
Kaninchen polyklonal; Art.Nr. 11306-1-AP
LOT: 00049557

Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
Kaninchen monoklonal; Art.Nr. #3180
LOT: 2

Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
Kaninchen polyklonal; Art.Nr. #8866

LOT: 3

Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
Maus monoklonal; Art.Nr. 60004-1-1g
LOT: 10008047

Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
Kaninchen monoklonal; Art.Nr. #3886
LOT: 3

Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
Kaninchen polyklonal; Art.Nr. NB 300-591
LOT: SE248727

Novus Biologicals, Littelton (USA)
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mTOR Kaninchen monoklonal; Art.Nr. #2983

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s) LOT: 19

Molekulargewicht: 289 kDa Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
p62 Kaninchen polyklonal; Art.Nr. 18420-1-AP
(1:2000 in Milch, Detektion: 30s)  LOT: 00044264

Molekulargewicht: 62 kDa Proteintech Group Inc., Rosemont (USA)
pPAMPK Kaninchen monoklonal; Art.Nr. #2535

(1:1000 in BSA, Detektion: 45 s) LOT: 21

Molekulargewicht: 62 kDa Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
pmTOR Kaninchen polyklonal; Art.Nr. #2971

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s) LOT: 9

Molekulargewicht: 289 kDa Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
PCK2 Kaninchen polyklonal; Art.Nr. #6924

(1:1000 in BSA, Detektion: 20 s) LOT: 1

Molekulargewicht: 71 kDa Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
PKM2 Kaninchen monoklonal; Art.Nr. #4053

(1:1000 in BSA, Detektion: 30 s) LOT: 6

Molekulargewicht: 60 kDa Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)

Tabelle 6: Sekundarantiktrper

Sekundarantikdrper Daten
Anti-Kaninchen HRP-linked Antibody; Art.Nr. #7074
(1:5000 in BSA) LOT: 28, 29
Cell Signaling Technology Inc., Danvers (USA)
Anti-Maus HRP-linked Antibody; Art.Nr. #7076
(1:5000 in BSA) LOT: 35
Cell Signaling Technology Inc., Danvers
(USA)

3.1.6 Kommerzielles Kit

Das flr die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendete kommerzielle MDA-
Assay Kit findet sich in Tabelle 7.

Tabelle 7: Kommerzielles Kit

Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Art.Nr. MAKO085-1KT; LOT:
6B06K07390

3.1.7 Versuchstiere

Fir die Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden Leberproben von mannlichen und
weiblichen syrischen Goldhamstern Mesocricetus auratus verwendet. Die Lebern wur-

den im Rahmen einer Kooperation von der Arbeitsgruppe Prof. Grevelding des Instituts
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flr Parasitologie der Justus-Liebig-Universitat GielRen zur Verfligung gestellt (Geschéfts-
zeichen des Tierversuchantrags: V 54-19c¢ 20 15 h 02 GI 18/10 Nr.A 1/2014). Die Hams-
ter wurden zur Aufrechterhaltung des Lebenszyklus von S. mansoni verwendet. Als Zwi-
schenwirte dienten Biomphalaria glabrata Schnecken. Der zur Infektion verwendete
S. mansoni-Stamm, stammt von einem liberianischen Isolat, welches von der Bayer AG,
Monheim, bezogen wurde (Grevelding, 1999). Eine Gruppe der Hamster wurde nur mit
Zerkarien eines Geschlechts infiziert (monosex-infiziert), wodurch es nicht zur Eiablage
im Organismus der Hamster kommt. Diese monosex-infizierten Tiere dienten neben den
nicht-infizierten Hamstern als Kontrollgruppen zur bisex-infizierten Gruppe. Die bisex-
infizierten Hamster wurden im Alter von 8 Monaten mit Zerkarien beider Geschlechter
infiziert und die Infektion 46 Tage aufrechterhalten, um gemischtgeschlechtliche Wurm-
populationen im Endwirt zu erhalten. In monosex-infizierten Tieren wurde die Infektion
67 Tage aufrechtgehalten, da ohne méannlichen Partner die weiblichen Wirmer mehr Zeit
bis zur vollstandigen Reifung bendtigen (von Bilow et al., 2023).

3.1.8 Zelllinie

Die fir die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zelllinie HepG2 ist in Ta-
belle 8 beschrieben.
Tabelle 8: Zelllinie

HepG2-Zellen

Firma CLS Cell lines services GmbH, Eppelheim
Produktnummer 300198

Organismus Homo sapiens (human)
Herkunft (Ethnie) Kaukasus

Alter 15 Jahre

Geschlecht Mannlich

Gewebe Leber

Morphologie Epithelial

Zelltyp Hepatoblastom (HCC)
Wachstumseigenschaften Einzelschicht, adharent

3.1.9 Medien und Zusatzstoffe

Die fiir die Zellkulturexperimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Medien und

Zusatzstoffe sind in Tabelle 9 aufgelistet.

25



Material und Methoden

Tabelle 9: Medien und Zusatzstoffe

Medien und Zusatzstoffe

Chloroquin #tlrl-chq bei Lagerung in
Aliquots nicht
verfligbar

Dulbecco’s Modified Ea- P04-04510 7520220

gle’s Medium (DMEM)

DPBS 17-512F 0000937069

Fetal Constance steril fil- AC-SM-0190 AN-40418FC

tered

Gibco™ Collagen 1, A10483-01 1886600

Rat Tail 3 mg/mL

Penicillin/Streptomy- P06-07050 7980619

cin/Amphotericin B Mix

Trypsin/EDTA P10-0231 SP 4651117

Artikelnummer

LOT-Nummer

Hersteller

InvivoGen, San
Diego, Kalifor-
nien (USA)
PAN-Biotech
GmbH, Aiden-
bach

Lonza Group
AG, Basel
(Schweiz)
Anprotec, S&o
Paulo (Brasi-
lien)

Thermo Fisher
Scientific, Wal-
tham, Mas-
sachusetts
(USA)
PAN-Biotech
GmbH,
Aidenbach
PAN-Biotech
GmbH,
Aidenbach

Das fir Zellkultur-Stimulationsversuche im Rahmen dieser Arbeit verwendete l16sliche

Ei-Antigen (SEA) wurde vom Forschungszentrum Borstel (FZB) durch die Kooperation

mit Dr. Gabriele Schramm zur Verfugung gestellt. SEA wurde in der Konzentration
1,52 mg/ml in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) geldst (BuB, 2021).

3.1.10 Software

Die zur Auswertung der Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Programme

sind in Tabelle 10 aufgefihrt.
Tabelle 10: Software

Software
IBM® SPSS® Statistics Version 26

i-control™ Microplate Reader Software
Version 2.0.10.0

Hersteller

SPSS Inc., IBM Corporation, Armonk,

New York (USA)

Tecan Group AG, Mannedorf (Schweiz)
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ImageJ Version 1.52e Wayne Rasband, National Institute of
Health, Bethesda (USA)

Microsoft Excel® (fur Office 365) Ver- Microsoft  Corporation,  Washington

sion (USA)

2101

3.2 Methoden

3.2.1 Konservierung Hamsterlebergewebe nach Perfusion

Die durch die Arbeitsgruppe von Prof. Grevelding des Instituts fur Parasitologie der JLU
Giellen zur Verfugung gestellten Hamsterlebern wurden in situ perfundiert, nach der Ex-
plantation mit flussigem Stickstoff schockgefrostet und in einer Aluminiumdose bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert (BuB3, 2021). Teile der Leber wurden zur weiteren Ver-

wendung fur Experimente auf Trockeneis zu Leberpulver gemorsert.

3.2.2 Zellkultur

3.2.2.1 Auftauen der Zelllinie

Die HepG2-Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung in einem Stickstofftank bei -196 °C
gelagert. Das Auftauen der Zellen fur Zellkulturversuche erfolgte im Wasserbad bei
37 °C. Kurz vor dem vollstandigen Auftauen wurde der Inhalt des Kryordhrchens in eine
mit Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) und unten aufgefiihrten Zusétzen
gefullte Zellkulturschale tberfuhrt. Nach 24 Stunden und 48 Stunden wurde das Medium
gewechselt. Die Zellen wurden anschlieBend tiber mehrere Wochen kultiviert und an Ver-

suchstagen ausgesat.

3.2.2.2 Zellkultivierung und Aussaat

Die HepG2-Zellen wurden in Zellkulturschalen (58 cm? Wachstumsflache) in DMEM
mit 10 % fetalem Rinderserum und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37 °C, 95 % Luft-
feuchtigkeit und 5 % CO.-Anteil im Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde vor dem
Kontakt mit den HepG2-Zellen stets im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Je nach Wachs-
tumsdichte wurden die Zellen 2-3-mal wdchentlich passagiert. Dabei wurde die Wachs-
tumsdichte lichtmikroskopisch Gberpruft. Bei einer Konfluenz von tiber 90 % erfolgte die
Passagierung. Daflr wurde zunéchst das Uberstandige Medium mit einer sterilen Pasteu-
rpipette entfernt und die Zellen dreimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen. Daraufhin

wurden 2 ml Trypsin hinzugegeben und die Zellen fir 5 min bei 37 °C inkubiert. In der
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Zwischenzeit wurden neue Zellkulturschalen vorbereitet. Daftr wurde deren Wachstums-
flache vollstandig mit ca. 5 ml Kollagen 11 benetzt. AnschlieRend wurde das Uberschs-
sige Kollagen Il abgesaugt und 10 ml serumhaltiges Medium hinzugegeben. Nach Ablauf
der finfminatigen Inkubation wurde lichtmikroskopisch die Ablésung der Zellen Gber-
pruft und die Reaktion durch Zugabe von 3 ml serumhaltigem Medium gestoppt. Die
Zellsuspension wurde mehrfach mit Pipetten unterschiedlicher GroRe zur Losung der Zel-
len auf- und abpipettiert. AnschlieRend wurde 1 ml dieser Zellsuspension in die vorberei-
tete Zellkulturschale tiberflhrt, welche nach leichtem Schwenken zur Inkubation im Brut-

schrank platziert wurde.

Die Aussaat der HepG2-Zellen erfolgte immer am ersten Versuchstag auf eine 24-Well-
Platte. Dabei wurde zunéchst wie bei der Kultivierung vorgegangen. Nach Entfernung
des Mediums und dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 2 ml zugegebe-
nem Trypsin fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurden 3 ml serumhaltiges DMEM
hinzugegeben und die Zellsuspension mehrfach auf- und abpipettiert. 1 ml dieser Suspen-
sion wurde mit 9 ml serumhaltigem Medium in ein steriles 50 ml Zentrifugenréhrchen
gegeben. Davon wurden jeweils 500 pl pro Well der 24-Well-Platte ausgesat. Diese
wurde anschlielend uber Nacht im Brutschrank inkubiert, so dass eine Zelldichte von ca.
100.000 Zellen pro Well erreicht wurde.

3.2.2.3 Stimulations- und Inhibitionsversuche

Am Folgetag der Aussaat wurden die Zellen lichtmikroskopisch auf Kontamination und
unregelmaRigen Bewuchs hin kontrolliert und entsprechende Wells vom Versuch ausge-
schlossen. AnschlieRend wurde das Medium aus den Wells der 24-Well-Platte entfernt

und pro Well wurden 500 pl serumfreies DMEM ohne weitere Zusétze hinzugegeben.

Nach weiteren 24 Stunden, am dritten Versuchstag, erfolgte die SEA-Stimulation und
ggf. Inhibition. Dabei wurde das Medium aus den Wells abgesaugt und durch Medium

mit zugesetztem SEA bzw. Inhibitor ersetzt.

SEA wurde bei -80 °C als Aliquots in Eppendorfgefalien gelagert und erst unmittelbar
vor der Stimulation aufgetaut. Pro Well wurden 2 pl SEA auf 200 pl serumfreies DMEM
zugegeben. Dabei ergab sich die SEA-Konzentration von 4,6 pg/ml. Als Kontrolle wur-
den aquivalent Wells mit 2 pl PBS mit 200ul serumfreiem DMEM behandelt. Das als
Kontrolle verwendete PBS wurde dabei ebenfalls durch das FZB zu Verfiugung gestellt
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und dort zum L&sen des SEA eingesetzt. Es folgte die Inkubation fur weitere 24 Stunden
bei 37 °C bis zur Lyse.

Inhibitionsversuche wurden mit Chloroquin durchgefiihrt. Dieses wurde bei 4 °C in einer
Konzentration von 10 mM in Eppendorfgefalen gelagert. Fir die Inhibitionsversuche
wurde dieses zu einer Konzentration von 50 pM mit serumfreiem DMEM ohne weitere
Zusatze verdunnt. Pro Well der 24-Well-Platte wurden 200 pl der Inhibitionslésung hin-
zugeflgt. Als Kontrolle wurden aquivalent Wells mit 200 ul von serumfreien DMEM und
DMSO behandelt. Die DMSO-Kontrolle wurde in einer Konzentration von 10 pM einge-
setzt. Anschlielend wurde die 24-Well-Platte zur Vorinkubation des Inhibitors fur 30 min
in den Brutschrank gestellt. Danach erfolgte die Zugabe von 2 ul SEA oder PBS pro Well.
Es folgte die Inkubation flr weitere 24 Stunden bei 37 °C bis zur Lyse.

3.2.3 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse ermdglicht durch Proteiniibertragung auf eine Tragermembran
den Nachweis einzelner Proteine, die dabei elektrophoretisch nach Molekulargewicht

aufgetrennt werden.

3.2.3.1 Gewinnung von Lysaten

Zur Herstellung der Zellkulturlysate wurde am vierten Tag der Zellkulturversuche zu-
nachst der Uberstand aus den Wells abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen einmal
mit 500 ul PBS gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und pro Well wurden 60 pl
Lammli-Puffer hinzugeflgt. Eine ca. 2 mm gekdirzte 200 pl Pipettenspitze wurde benutzt,
um die Zellen am Boden der Wells zu I6sen. Daraufhin wurde dieses Lysat mehrfach auf-
und abpipettiert und in ein Eppendorfgefal tberfuhrt. Darin wurde das Lysat fur 10 min
bei 95 °C im Thermomixer erhitzt. Dabei wurde nach einer Minute der Deckel kurzzeitig
flr einen Druckausgleich gedffnet. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Lysate bei

-20 °C in den Eppendorfgeféalien gelagert.

Fur die Gewinnung der Hamsterleberlysate wurden die Hamsterlebern auf Trockeneis
gemorsert und anschlieBend 20 mg gefrorenes Leberpulver in ein in flissigen Stickstoff
getauchtes 2,0 mI-Eppendorfgefal? gegeben. Dazu wurden 0,4 ml L&mmlipuffer gegeben.
AnschlieBend wurden die Proben fiir ca. 10 s mit dem Dispergierer Ultraturrax® homo-
genisiert und Gber Nacht bei -80 °C gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben
fur 10 min bei 95°C im Thermomixer erhitzt und dann fur 10 min bei 14.000 G
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen, aliquotiert und bis zur Verwendung fiir

die Versuche bei -20 °C in Eppendorfgefélien gelagert.

Vor Beginn der Western Blot Analyse wurden die Lysate fur 5 min bei 95 °C im Ther-
momixer erhitzt, fir 10 s bei 10.000 G zentrifugiert, fir ca. 3 s gevortext und erneut flr

10 s zentrifugiert.

3.2.3.2 Proteinauftrennung durch SDS-PAGE

Zunéchst erfolgt eine Auftrennung des Proteingemisches nach Molekulargewicht im
elektrischen Feld durch die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE). Als Teile der Gelplatte wurden zunédchst Trenn- und ein Sammelgel her-
gestellt (Tabelle 4). Dabei wurden Ammoniumsulfat (APS) und Tetramethylethylendia-
min (TEMED) erst unmittelbar vor dem Giel3en des jeweiligen Gels hinzugefiigt, um die
Polymerisation zu starten. Dafiir wurden zunéchst die Glasplatten mit Ethanol (70 %)
gereinigt, im GieRrahmen fixiert und auf Dichtigkeit Uberpruft. Die fertige Trenngell6-
sung wurde anschlielend bis zur Markierung in die Vorrichtung geftllt und mit Ethanol
(70 %) bis zum Rand bedeckt, um eine glatte und blasenfreie Oberflache zu erhalten.
Nach 20-minttiger Polymerisation wurde das Ethanol entfernt und die Sammelgelldsung
bis zum oberen Rand zwischen die Glasplatten auf das Trenngel gegeben und ein Proben-
kamm eingesetzt. Nach erneuter 20-mindtiger Polymerisation wurde der Probenkamm
entfernt und die entstandenen Geltaschen mit destilliertem Wasser (dH-0) befiillt. Bis zur
Verwendung wurden die Gelplatten ggf. bei -4 °C, in feuchten Umschlégen verpackt, ge-
lagert. Zur Durchfilhrung der SDS-PAGE wurden die Gelplatten zunachst an einem
Elektrodenrahmen angebracht und dieser in eine Elektrophoresekammer eingesetzt. In
diese Elektrophoresekammer, sowie in den innenliegenden Elektrodenrahmen wurde
dann bis zur Markierung Laufpuffer (Tabelle 4) eingeftllt. Nun wurden die Geltaschen
mithilfe einer Hamilton™ Microliter-Spritze befillt. In die erste Tasche wurden 7 pl des
Proteinmarkers (PageRuler Prestained Marker) gegeben. In die tbrigen Taschen wurden
jeweils 10 pl des Lysats der jeweiligen Proben gefiillt. Die Elektrophoresekammer wurde
verschlossen und die Spannung flr die ersten 10 min auf 100 V eingestellt. Im Anschluss
wurde die Spannung auf 130 V erhoht und das Geréat nach ca. einer Stunde bei Erreichen

des unteren Randes des Gels durch den Marker ausgeschaltet.
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3.2.3.3 Proteintransfer durch Western Blotting

Im Weiteren erfolgte nun der Proteintransfer als Semi-Dry-Blot-Transfer auf eine Polyvi-
nylidenfluorid-Membran, um eine stabile Oberflache und die spétere Bindung von Anti-
korpern zu ermoglichen (Bul3, 2021). Zunachst wurde die Membran fur 5 s in Methanol
gelegt, um diese zu aktivieren. Danach wurde die Membran in dH-O geschwenkt und
schlielich in Transferpuffer (Tabelle 4) gelegt. In der Zwischenzeit wurden die Gelplat-
ten aus dem Elektrodenrahmen entnommen und die Glasplatten mit einem Plastikspatel
voneinander gelost. Das Gel wurde vorsichtig entnommen und der Sammelgelanteil ent-
fernt. Daraufhin wurde das Gel ebenfalls in Transferpuffer zwischengelagert. In der Kam-
mer des Trans-Blot® Turbo™ Systems wurden nun drei Whatman-Papiere gestapelt,
welche zuvor in Transferpuffer getrankt wurden. Darauf wurden anschliefend blasenfrei
die Membran und darauf das Gel gelegt. Drei weitere in Transferpuffer getrankte Filter-
papiere wurden obenauf platziert. Die Blot-Kammer wurde geschlossen und das Western

Blotting bei einer Standardeinstellung von 120 mA fiir 35 min bei zwei Gelen gestartet.

3.2.3.4 Immunchemischer Nachweis spezifischer Proteine

Zunachst wurde die Membran zum Blockieren spezifischer Bindungsstellen fir eine
Stunde in 5 % Milchpulverlésung (Tabelle 4) inkubiert, ein Vorgang der wie weitere In-
kubationsschritte auf Stufe 30 des Kippschdttlers bei Raumtemperatur durchgefuhrt
wurde. Im Anschluss an die Blockierung wurde die Membran dreimal hintereinander fur
jeweils 10 min mit TBS-T-Puffer (Tabelle 4) gewaschen. AnschlieBend wurde die Memb-
ran mit dem PrimarantikOrper tber Nacht auf einem Kippschdittler bei -4 °C inkubiert.
Dabei wurden die Primérantikorper nach Herstellerangaben in 5 % Milchpulverldsung
oder 5 % BSA-Ldsung (Tabelle 4) verdinnt. Die jeweiligen Verdinnungen sind Tabelle
5 zu entnehmen. Am darauffolgenden Tag wurde der Primérantikorper entfernt und die
Membran im Anschluss dreimal fur jeweils 10 min mit TBS-T-Puffer gewaschen. Danach
wurde die Membran fr eine Stunde mit dem Sekundérantikérper inkubiert. Der jeweilige
Sekundérantikdrper wurde 1:5000 in 5 % BSA-L6sung verdinnt (Tabelle 6). Nach Ende
der Inkubationszeit erfolgten erneut drei Waschschritte fir jeweils 10 min mit TBS-T-
Puffer. Anschlielend wurde die Membran fir eine Minute in die zuvor vorbereitete ECL-
Entwicklungslosung (Tabelle 4) gelegt, leicht darin geschwenkt und schliellich blasen-
frei in eine Folie gelegt. Mithilfe des ChemoStar ECL & Fluorescence Imager wurden
Chemolumineszenzaufnahmen erstellt. Dabei unterschieden sich die Detektionszeiten je

nach Antikérper und sind im Einzelnen der Tabelle 5 zu entnehmen.
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Fur jede Western Blot Analyse wurde zur Kontrolle der gleichméaiiigen Probenverteilung
in den Geltaschen und eines erfolgreichen Proteintransfers eine Ladekontrolle durchge-
fuhrt. Dies erfolgte durch die Messung der Expression des Proteins Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), aufgrund dessen hoher Expression in den meisten
Geweben (Hehr, 2021).

Nach der Detektion wurde die Membran zur Wiederverwendung fir 30 min mit 5 ml
Stripping Puffer inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran dreimal fir jeweils 10 min
mit TBS-T-Puffer gewaschen und danach fiir eine Stunde in 5 % Milchpulverlésung blo-
ckiert. Die Membran wurde nun erneut dreimal fur jeweils 10 min mit TBS-T-Puffer ge-
waschen und konnte nun wieder Gber Nacht mit einem Primarantikorper inkubiert wer-
den. Nach Abschluss der Analysen wurde die Membran getrocknet bei Raumtemperatur
gelagert. Fur eine Wiederverwendung nach Trocknung wurde die Membran zunachst fur

5 s in Methanol aktiviert, mit dH>O gespiilt und wie oben beschrieben gestrippt.

3.2.4 Photometrische Messung von Malondialdehyd

Fur die Durchfuhrung der Messung des Biomarkers Malondialdehyd in Anlehnung an die
Methode nach Gutteridge und Halliwell wurde ein kommerzielles MDA-Assay Kit (Ta-
belle 7) verwendet(Gutteridge & Halliwell, 1990).Einzelne Bestandteile des Kits wurden
nach Verbrauch einzeln zusammengestellt und sind Tabelle 3 zu entnehmen. Das Kit und

seine Bestandteile wurden bis zur Benutzung bei -20 °C gelagert.

Vor Versuchsbeginn wurde zundchst der Lysepuffer angesetzt, indem 3,6 ml des vorlau-
figen Lysepuffers zu 48 pl Butylhydroxytoluol (BHT) gegeben wurde. Dabei wurde je
nach Probenumfang die benoétigte Menge in obigem Verhaltnis hergestellt. Weiterhin
wurde nach Herstelleranweisung eine Thiobarbitursaure (TBA)-Losung angesetzt (Ta-
belle 4).

3.2.4.1 Hamsterleberproben

Fur die Durchfuhrung des MDA-Assays mit den Hamsterleberproben wurde zunéchst zur
spateren Quantifizierung der MDA-Spiegel ein Standard in verschiedenen Verdinnungen
angesetzt. Dazu wurden 5 pl einer 4,17 M MDA-L0Osung in 814 pl dH20 verdiinnt. 20 pl
der entstandenen Losung wurden dann erneut mit 980 ul dH-O verdiinnt. Von dieser
zweiten Verdiinnung wurden nun jeweils O pl, 2 pl, 4 pl, 6 pl, 8 pl und 10 pl in je ein

Eppendorfgefal gegeben und darauf jeweils bis zu einem VVolumen von 200 pl mit dH-O
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aufgefillt. Daraus ergaben sich die Standards von 0 nmol, 1 nmol, 2 nmol, 3 nmol,

4 nmol und 5 nmol.

Zur Bestimmung des MDA-Gehalts der Hamsterleberproben wurden die Hamsterlebern
auf Trockeneis gemdrsert und anschliellend pro Versuchstier 20 mg gefrorenes Leberpul-
ver in ein in flissigen Stickstoff getauchtes 2,0 ml-Eppendorfgefal eingewogen. Dazu
wurden jeweils 300 pl des Lysepuffers gegeben. Anschliefend wurden die Proben fir ca.
10 s mit dem Dispergierer Ultraturrax® homogenisiert und schlielich auf Eis zwischen-
gelagert. Im Folgenden wurden die Proben fir 10 min zentrifugiert bei 13.000 G. An-
schlieRend wurden jeweils 200 pl Uberstand in ein frisches Eppendorfgefal tberfiinrt.
Dazu wurden dann jeweils 300 pl der vorbereiteten TBA-LOsung gegeben. Nun wurden
die Proben fir eine Stunde bei 95 °C im Thermomixer erhitzt. Danach wurden diese auf
Eis zwischengelagert. Die Proben und Standards wurden im Folgenden durch einen Ste-
rile Syringe Filter (0,20 um) (Tabelle 2) in ein frisches Eppendorfgefal filtriert, um gele-
gentlich auftretende Trlbungen zu entfernen. SchlieBlich wurden jeweils 200 pl dieser
gefilterten Proben bzw. Standards in eine 96-Well-Platte gegeben. Mit dem Infinite® 200
PRO Plattenlesegeréat (Tabelle 1) wurde die Absorption der einzelnen Wells der Platte bei
einer Wellenlange von 532 nm bestimmt.

3.2.4.2 Zellkulturproben

Fur die Durchfuhrung des MDA-Assays mit den Zellkulturproben wurde zur spateren
Quantifizierung der MDA-Spiegel ebenfalls zunéchst ein Standard in verschiedenen Ver-
dinnungen angesetzt. Dazu wurden gleichermaRen 5 pl einer 4,17 M MDA-LGsung in
814 ul dH20 verdiinnt. 4 pl der entstandenen Losung wurden dann erneut mit 980 pl
dH:O verdiinnt. Von dieser zweiten Verdiinnung wurden nun jeweils 0 pl, 1 pl, 2 pl, 3 pl,
5 ul, 10 pl und 20 ul in je ein Eppendorfgefald gegeben und darauf jeweils bis zu einem
Volumen von 200 pl mit dH2O aufgefiillt. Daraus ergaben sich die Standards von 0 nmol,

0,1 nmol, 0,2 nmol, 0,3 nmol, 0,5 nmol, 1 nmol und 2 nmol.

Zur Bestimmung des MDA-Gehalts der Kultur wurde die 24-Well-Platte zundchst auf Eis
gestellt. Aus den einzelnen Wells der 24-Well-Platte wurde das Medium abgesaugt. Dazu
wurden jeweils 150 pl des vorbereiteten Lysepuffers gegeben. Eine ca. 2 mm gekdirzte
200 ul Pipettenspitze wurde benutzt, um die Zellen am Boden der Wells zu lésen. Da-
raufhin wurde dieses Lysat mehrfach auf- und abpipettiert, in ein Eppendorfgefal’ Gber-

fuhrt und auf Eis zwischengelagert. Im Folgenden wurden die Proben fir 10 min
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zentrifugiert bei 13.000 G. AnschlieRend wurden jeweils 100 ul Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefal? Gberfihrt. Dazu wurden dann jeweils 150 pl der vorbereiteten TBA-
Losung gegeben. Nun wurden die Proben fir eine Stunde bei 95 °C im Thermomixer
erhitzt. Danach wurden diese auf Eis zwischengelagert. Die Proben und Standards wur-
den im Folgenden durch einen Sterile Syringe Filter (0,20 um) in ein frisches Eppen-
dorfgefaR filtriert, um gelegentlich auftretende Triibungen zu entfernen. Schlie3lich wur-
den jeweils 200 ul dieser gefilterten Proben bzw. Standards in eine 96-Well-Platte gege-
ben. Mit dem Infinite® 200 PRO Plattenlesegerat wurde die Absorption der einzelnen
Wells der Platte bei einer Wellenlange von 532 nm bestimmt.

3.2.5 Statistische Auswertung

Fur die densitometrische Auswertung der Banden der Western Blot Analysen wurde die
Software ImageJ V.1.52e verwendet. Die Bilder der Banden der Western Blot Analysen
wurden elektronisch aufgehellt und kontrastiert, ohne deren Kernaussage dadurch zu ver-
andern. Die Zusammenflhrung, Berechnung und Auswertung der Daten erfolgten durch
die Software Microsoft Excel®. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten aus der densi-
tometrischen Auswertung wurden diese durch Bildung eines Quotienten aus ermitteltem
Wert und Mittelwert aller Banden normiert. Pro Versuchstier bzw. Well im Zellkultur-
versuch wurde der Quotient aus dem vorab errechneten Wert des zu untersuchenden Pro-
teins und dem ebenso errechneten Wert fir die zugehdrige Ladekontrolle GAPDH gebil-
det. Diese Berechnungen wurden fir alle im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Western
Blot Analysen durchgefiihrt. Fir die statistische Auswertung wurde der Mittelwert jedes
Versuchstieres bzw. Wells im Zellkulturversuch gebildet. Die im Rahmen des MDA-
Assays direkt vom Plattenspektrometer erfassten Werte des MDA-Assays wurden eben-
falls durch Benutzung der Software Microsoft Excel® zusammengefihrt und ausgewer-
tet. Dabei wurde aus photometrischen Werten von bekannten Standard MDA-
Konzentrationen eine Trendlinie ermittelt, deren Funktionsgleichung zur Berechnung der
MDA-Konzentrationen der Hamsterproben bzw. der Zellkulturversuchsproben verwen-
det wurde. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte durch Bildung eines Quoti-
enten mit dem Mittelwert der MDA-Konzentrationen der Kontrollgruppe des jeweiligen
Versuchstages normiert. Fur die statistische Auswertung wurde der Mittelwert jedes Ver-
suchstieres gebildet. Die untersuchten Variablen, die Expression der Proteine PKM2, GS,
G6PD, PCK2, FAS, ACC1, ACS, ATGL, (p)AMPK, (p)mTOR, Beclin, p62, ATG5,
LAMP2 und die MDA-Spiegel in den Hamsterleberproben, sowie die Expression der
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Proteine mTOR, Beclin, ATG5, p62 und die MDA-Spiegel in den Zellkulturversuchspro-
ben wurden rein explorativ ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der
Software IBM® SPSS® Statistics Version 26. Aufgrund des geringen Stichprobenum-
fangs wurde nicht von einer Normalverteilung ausgegangen und eine Auswertung durch
den nicht-parametrischen Kruskall-Wallis-Test durchgefihrt. Die Nullhypothese lautete
hierbei (HO): Die untersuchten Variablen entstammen der gleichen Verteilung, bei einem
Signifikanzniveau von p>0,05. Bei einem p-Wert <0,05 wird die Alternativhypothese an-
genommen. Diese lautete dabei (H1): Die untersuchten Variablen entstammen nicht der
gleichen Verteilung. Um einer Kumulierung des a-Fehlers vorzubeugen, wurde die Bon-
ferroni-Holm Korrektur angewendet. Die einzelnen Untergruppen wurden automatisch
mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede untersucht. Dabei lautete
HO: Es gibt keinen Unterschied zwischen den getesteten Gruppen, H1 lautete: Es gibt
einen Unterschied zwischen den getesteten Gruppen. Die Nullhypothese wurde verwor-

fen, wenn eine Signifikanz von p<0,05 vorlag.

Zur graphischen Veranschaulichung wurden die Ergebnisse der Western Blot Analysen
und der MDA-Assays in Box-Whisker-Plot-Diagrammen dargestellt. Dabei bildet die
Box die mittleren 50 % der Daten ab, der Strich den Medianwert. Die Whisker stellen den

groRten und kleinsten Wert der Daten dar.

4 FErgebnisse

4.1 Dysregulation des hepatischen Stoffwechsels durch S. man-
soni
Bei einer Infektion mit S. mansoni leben und paaren sich die erwachsenen ménnlichen
und weiblichen Wirmer in den Venen ihres Saugetierwirts und produzieren taglich tber
300 Eier. Einige Eier setzen sich dauerhaft im Lebergewebe des Wirts fest und erzeugen
granulomattse Lé&sionen, die Entziindungen, Immunreaktionen und schlieBlich eine Le-
berfibrose auslosen. Um geschlechtsspezifische Unterschiede der Beeinflussung des he-
patischen Wirtsstoffwechsels durch eine S. mansoni-Infektion zu untersuchen, wurde zu-
néchst die hepatische Enzymexpression in ménnlichen Hamstern der Gruppen bisex
(S. mansoni-infiziert), monosex (Kontrollgruppe) sowie der nicht-infizierten Superkon-
trollgruppe ermittelt. Eine Infektion der Hamster mit Zerkarien aus monosex-infizierten

Schnecken hat keine Ei-Produktion zur Folge und wird daher als Kontrolle verwendet.
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AnschlieBend wurde die veranderte Enzymexpression mit den bereits vorbekannten Wer-
ten der weiblichen Hamster verglichen. Die Untersuchung und Auswertung erfolgten da-
bei rein explorativ. Durch die Anwendung der Bonferroni-Korrektur zur Adjustierung der
Signifikanzniveaus beim multiplen Testen verfehlten einige Vergleiche das Erreichen der

Signifikanz.

4.1.1 Geschlechtsunabhéngige Dysregulation des Kohlenhydratstoffwech-
sels

Um geschlechtsspezifische Unterschiede im Kohlenhydratstoffwechsels zu detektieren,
wurde exemplarisch die Expression folgender Enzyme untersucht: PKM2 als ein Schlus-
selenzym der Glykolyse, GS als Schlusselenzym der Glykogensynthese, G6PD als
Schlisselenzym des Pentosephosphatweges, sowie PCK2 als Schlisselenzym der Glu-

koneogenese. In Abbildung 5 sind diese Ergebnisse dargestellt.

4.1.1.1 Steigerung der hepatischen PKM2-Expression

Abbildung 5(a) zeigt die Expression der PKM2. Die Expression von PKM2 unterschied
sich uber die drei Gruppen der mannlichen Hamster (p=0,005). In Gruppenvergleichen
war die PKM2-Expression im Lebergewebe bisex-infizierter Hamster gegentiber der Ex-
pression nicht-infizierter Tiere erhéht (p=0,005). Die PKM2-Expression im Lebergewebe
monosex-infizierter Tiere unterschied sich statistisch nicht von der PKM2-Expression bi-
sex-infizierter (p=0,127) und nicht-infizierter Tiere (p=0,479). Diese Ergebnisse zeigen
eine erhohte hepatische PKM2-Expression in mit S. mansoni infizierten, ménnlichen
Hamstern. Dieses Ergebnis entspricht der Dysregulation von PKM2 in weiblichen mit

S. mansoni infizierten Hamstern.

4.1.1.2 Reduktion der hepatischen GS-Expression

Abbildung 5(b) zeigt die Expression der GS. Diese war uber die drei Gruppen der mann-
lichen Hamster unterschiedlich ausgepragt (p=0,007). Die hepatische Expression der GS
war in bisex-infizierten Hamstern gegenlber den nicht-infizierten Tieren reduziert
(p=0,006). Die GS-Expression der monosex-infizierten Tiere zeigte keine statistischen
Unterschiede im Vergleich zur bisex-infizierten (p=0,185) und zur nicht-infizierten
Gruppe (p=0,419). Diese Ergebnisse zeigen eine erniedrigte hepatische GS-Expression
in mit S. mansoni infizierten mannlichen Hamstern. Damit entspricht die Dysregulation

der GS der in weiblichen Tieren.
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Abbildung 5: Dysregulation des Kohlenhydratstoffwechsels im Lebergewebe méannlicher Hamster durch
S. mansoni-Infektion. Die Western Blot Analyse und die anschlieBende semiquantitative Bestimmung der
optischen Dichte (OD) zeigen Unterschiede zwischen den Gruppen bisex (weil}), monosex (grau) und nicht-
infizierter Hamster (schwarz). (a) Steigerung der Expression der hepatischen Pyruvatkinase 2 (PKM2) in
bisex-infizierten Tieren (b) Reduktion der Expression der hepatischen Glykogensynthase (GS) in bisex-
infizierten Tieren (c) Steigerung der Expression der hepatischen Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PD) in bisex-infizierten Tieren (d) Reduktion der Expression der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
2 (PCK?2) in bisex-infizierten Tieren. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Western Blot Ana-
lysen wurden mindestens dreimal reproduziert. Abgebildet sind reprasentative Blots; bisex (bs) n=5, mo-
nosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni) n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test und an-
schlieBenden paarweisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.
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4.1.1.3 Steigerung der hepatischen G6PD-Expression

Abbildung 5(c) zeigt die Expression der G6PD. Diese war Uber die drei Gruppen der
méannlichen Hamster unterschiedlich reguliert (p=0,014). Die G6PD-Expression in den
Lebern bisex-infizierter Hamster war gegenuber der nicht-infizierten Kontrollgruppe er-
hoht (p=0,018). In monosex-infizierten Hamstern war die G6PD-Expression im Ver-
gleich zu den bisex-infizierten (p=0,104) sowie zu den nicht-infizierten Hamstern
(p=1,000) unveréndert. Diese Ergebnisse zeigen eine erhohte hepatische G6PD-
Expression in mit S. mansoni infizierten ménnlichen Hamstern, was der verénderten

G6PD-Expression in weiblichen Hamstern entspricht.

4.1.1.4 Reduktion der hepatischen PCK2-Expression
Abbildung 5(d) zeigt die Expression der PCK2, welche in Gruppenvergleichen im Leber-

gewebe bisex-infizierter Hamster gegentber der Expression nicht-infizierter Tieren redu-
ziert schien, wobei jedoch eine statistische Signifikanz verfehlt wurde (p=0,105). Die
PCK2-Expression der monosex-infizierten Tiere zeigte keine statistischen Unterschiede
im Vergleich zur bisex-infizierten (p=0,264) und zur nicht-infizierten Gruppe (p=1,000).
Diese Ergebnisse deuten auf eine erniedrigte hepatische PCK2-Expression in mit S. man-
soni-infizierten, ménnlichen Hamstern hin. Damit scheint die Dysregulation von PCK2
mannlicher Tiere vergleichbar der Dysregulation weiblicher Tiere.

4.1.2 Geschlechtsunabhéngige Dysregulation des Lipidstoffwechsels

Um geschlechtsspezifische Unterschiede der Dysregulation des Lipidstoffwechsels zu
detektieren, wurden exemplarisch die Expression folgender Enzyme untersucht: FAS und
ACCL1 als Schlisselenzyme der Fettsauresynthese, ACS, die die Aktivierung von Fett-
sauren katalysiert, sowie ATGL als Schliisselenzym fiir den Abbau von Triacylglyceri-

den. In Abbildung 6 werden diese Ergebnisse dargestellt.

4.1.2.1 Reduktion der hepatischen FAS-Expression

Abbildung 6(a) zeigt die Expression der FAS. Diese war tber die drei Gruppen der ménn-
lichen Hamster unterschiedlich (p=0,005). Die hepatische FAS-Expression in bisex-infi-
zierten Hamstern gegenlber der nicht-infizierten Kontrollgruppe war erniedrigt
(p=0,005). Die monosex-infizierten Hamster unterschieden sich beziglich der FAS-
Expression nicht statistisch signifikant von den bisex-infizierten (p=0,127) und nicht-in-

fizierten Hamstern (p=0,479). Diese Ergebnisse zeigen eine erniedrigte hepatische FAS-

38



Ergebnisse

Expression in mit S. mansoni infizierten ménnlichen Hamstern, womit die Dysregulation

der FAS der in weiblichen Tieren entspricht.
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Abbildung 6: Dysregulation des Lipidstoffwechsels in mannlichen Hamsterlebern durch S. mansoni-Infek-
tion. Die Western Blot Analyse und die anschlieBende semiquantitative Bestimmung der OD zeigen Un-
terschiede zwischen den Gruppen bisex (weill), monosex (grau) und nicht-infizierter Hamsterlebern
(schwarz). (a) Reduktion der Expression der hepatischen Fettsauresynthase (FAS) in bisex-infizierten Tie-
ren. (b) Reduktion der Expression der hepatischen Acetyl-CoA Carboxylase 1 (ACC1) in bisex-infizierten
Tieren. (c) Reduktion der Expression der hepatischen Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) in bisex-infizierten
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Tieren. (d) Keine Unterschiede der Expression der adipdsen Triglyceridlipase (ATGL). GAPDH wurde als
Ladekontrolle verwendet. Die Western Blot Analysen wurden mindestens dreimal reproduziert. Abgebildet
sind reprasentative Blots; bisex (bs) n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni) n=3. Die Unterschiede
wurden mittels Kruskall-Wallis-Test und anschlieBenden paarweisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-
Korrektur statistisch ausgewertet.

4.1.2.2 Reduktion der hepatischen ACC1-Expression

Abbildung 6(b) zeigt die Expression von ACC1, einem Schlisselenzym der Fettsdure-
synthese. Diese unterschied sich uber die drei Gruppen der mé&nnlichen Hamster
(p=0,005). In Gruppenvergleichen war die ACC1-Expression im Lebergewebe bisex-in-
fizierter Hamstern gegenuber der Expression nicht-infizierter Tiere erniedrigt (p=0,005).
In monosex-infizierten Hamstern war die ACC1-Expression im Vergleich zu den bisex-
infizierten (p=0,127) sowie zu den nicht-infizierten Hamstern (p=0,479) nicht signifikant
unterschiedlich. Diese Ergebnisse zeigen eine erniedrigte hepatische ACC1-Expression
in mit S. mansoni infizierten mannlichen Hamstern. Dieses Ergebnis entspricht der Dys-

regulation von ACCL1 in weiblichen S. mansoni-infizierten Hamstern.

4.1.2.3 Reduktion der hepatischen ACS-Expression

Abbildung 6(c) zeigt die Expression der ACS, welche uber die drei Gruppen der méannli-
chen Hamster reguliert war (p=0,012). In Gruppenvergleichen war die hepatische ACS-
Expression in bisex-infizierten Hamstern gegenuber den monosex-infizierten Tieren re-
duziert (p=0,045), sowie auch gegeniber der nicht-infizierten Kontrollgruppe erniedrigt
(p=0,030). Die ACS-Expression der monosex-infizierten Tiere unterschied sich nicht im
Vergleich zur nicht-infizierten Gruppe (p=1,000). Diese Ergebnisse zeigen eine ernied-
rigte hepatische ACS-Expression in mit S. mansoni infizierten mannlichen Hamstern,
was der Dysregulation von ACS in S. mansoni-infizierten weiblichen Hamstern ent-

spricht.

4.1.2.4 Keine Dysregulation der hepatischen ATGL-Expression

Abbildung 6(d) zeigt die Expression der ATGL. Diese war uber die drei Gruppen der
mannlichen Hamster identisch (p<1,000). Diese Ergebnisse zeigen eine unveranderte he-
patische ATGL-Expression in mit S. mansoni infizierten mannlichen Hamstern. Damit

entspricht die Dysregulation der ATGL der in weiblichen Tieren.
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4.1.2.5 Reduktion der hepatischen AMPK-Expression

Die AMPK ist ein Schliisselenzym der Regulation metabolischer VVorgénge wie z.B. der
Cholesterin- und Fettsduresynthese. Die phosphorylierte Form (pAMPK) entspricht dabei
der aktivierten Form der AMPK. Abbildung 7 stellt die Ergebnisse beztglich der hepati-
schen AMPK- und pAMPK-Expression dar. Die phosphorylierte Form der AMP-
aktivierten Proteinkinase entspricht dabei der aktiven Form der AMPK. Um das Verhalt-
nis von aktivierter AMPK und deaktivierter Form ermitteln zu kénnen, wurden sowohl

die Expression von pAMPK als auch von AMPK ermittelt.
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Abbildung 7: Reduktion der (p)AMPK-Expression in mannlichen Hamsterlebern durch S. mansoni-Infek-
tion. Die Western Blot Analyse und die anschlieBende semiquantitative Bestimmung der OD zeigen Un-
terschiede zwischen den Gruppen bisex, monosex und den Lebern nicht-infizierter Hamster. AMPK ist
dabei in Graustufen dargestellt: bisex in Weif3, monosex in Grau und nicht-infiziert in Schwarz; die phos-
phorylierte Form gepunktet: bisex in Wei3, monosex in Orange und nicht-infiziert in Rot. GAPDH wurde
als Ladekontrolle verwendet. Die Western Blot Analysen wurden mindestens dreimal reproduziert. Im un-
teren Abschnitt sind représentative Blots abgebildet; bisex (bs) n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni)
n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test und anschlieSenden paarweisen Gruppenver-
gleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.

Abbildung 7 zeigt die Expression und Phosphorylierung der AMPK in den drei Gruppen.
Die Expression von AMPK unterschied sich tiber die drei Gruppen der ménnlichen Hams-

ter (p=0,010). In Gruppenvergleichen war die AMPK-Expression im Lebergewebe von
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bisex-infizierten Hamstern gegeniiber der nicht-infizierten Kontrollgruppe reduziert
(p=0,015). In monosex-infizierten Hamstern war die AMPK-Expression im Vergleich zu
den bisex-infizierten (p=0,069) sowie zu den nicht-infizierten Hamstern (p=1,000) nicht
signifikant unterschiedlich. Abbildung 7 zeigt in Rotténen die Expression von phospho-
ryliertem AMPK, der aktivierten Form. Die Verteilung war tber die drei Gruppen der
méannlichen Hamster dhnlich wie AMPK und ebenfalls unterschiedlich (p=0,008). In
Gruppenvergleichen war die pAMPK-Expression im Lebergewebe von bisex-infizierten
Hamstern gegeniiber der nicht-infizierten Kontrollgruppe reduziert (p=0,010). In mono-
sex-infizierten Hamstern war die pAMPK-Expression im Vergleich zu den bisex-infizier-
ten (p=0,085) sowie zu den nicht-infizierten Hamstern (p=0,907) gleich. Diese Ergeb-
nisse zeigen eine erniedrigte hepatische AMPK und pAMPK-Expression in mit S. man-
soni-infizierten, mannlichen Hamstern, was der Dysregulation von AMPK und pAMPK

in S. mansoni-infizierten, weiblichen Hamstern entspricht.

4.2 Dysregulation der hepatischen Autophagie durch S. mansoni

Um eine Beeinflussung der hepatischen Autophagie durch S. mansoni zu untersuchen,
wurde die Proteinexpression von Autophagiemarkern in mannlichen und weiblichen
Hamsterlebern bisex- und monosex-infizierter, sowie nicht-infizierter Tiere verglichen.
AnschlieBend wurden diese Marker in mit SEA stimulierten Hepatozyten in Zellkultur

analysiert.

4.2.1 Geschlechtsspezifische Dysregulation der Autophagie in Hamsterle-
bern

Um geschlechtsspezifische Unterschiede der Dysregulation der Autophagie zu detektie-
ren, wurde exemplarisch die Expression folgender Enzyme in den Hamsterlebern unter-
sucht: mTOR, ein zentraler Regulator, der u.a. Autophagie-hemmend wirkt; p62, ein Au-
tophagosomen-Frachtprotein; Beclin, ein Regulator der Autophagieeinleitung; ATG5, ein
Schlisselprotein des Membranaufbaus des Autophagosoms und LAMP2, ein Membrang-

lykoprotein.

4.2.1.1 Geschlechtsunabhdngige Reduktion der mTOR-Expression

Abbildung 8 stellt die Ergebnisse bezlglich der hepatischen mTOR-Expression und Phos-
phorylierung von mTOR dar. Um das Verhéltnis von phosphoryliertem mTOR und

MTOR ermitteln zu kdnnen, wurden sowohl die Expression von pmTOR als auch von
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mTOR analysiert. Abbildung 8 zeigt in Grautdnen die Expression von mTOR. Diese war
uber die jeweils drei Gruppen der méannlichen und weiblichen Hamster reguliert
(p=0,002). In Gruppenvergleichen war die mTOR-Expression im Lebergewebe mannli-
cher, bisex-infizierter Hamster gegenutiber der mannlichen, nicht-infizierten Kontroll-
gruppe tendenziell verringert, verfehlte dabei aber statistische Signifikanz (p=0,131). In
méannlichen, monosex-infizierten Hamstern war die mTOR-Expression im Vergleich zu
den mannlichen, bisex-infizierten (p=1,000) sowie zu den mannlichen, nicht-infizierten
Hamstern (p=1,000) nicht statistisch unterschiedlich. Die mTOR-Expression im Leber-
gewebe weiblicher, bisex-infizierter Hamster gegeniiber der weiblichen, nicht-infizierten
Kontrollgruppe zeigte sich signifikant erniedrigt (p=0,006). In weiblichen, monosex-in-
fizierten Hamstern war die mTOR-Expression im Vergleich zu den weiblichen, bisex-
infizierten (p=1,000) sowie zu den weiblichen, nicht-infizierten Hamstern (p=1,000)
nicht statistisch unterschiedlich. Diese Ergebnisse zeigen eine erniedrigte hepatische
mTOR-Expression in mit S. mansoni-infizierten Hamstern. Abbildung 8 zeigt in Rotto-
nen die Phosphorylierung von mTOR. Die Verteilung von pmTOR war (ber die Hams-
tergruppen ahnlich zu mTOR und ebenfalls reguliert (p=0,001). In Gruppenvergleichen
war die Phosphorylierung von mTOR im Lebergewebe mannlicher, bisex-infizierter
Hamster gegentber der mannlichen, nicht-infizierten Kontrollgruppe reduziert
(p=0,020). In méannlichen, monosex-infizierten Hamstern war pmTOR im Vergleich zu
den mannlichen, bisex-infizierten (p=1,000) sowie zu den mannlichen, nicht-infizierten
Hamstern (p=0,738) nicht statistisch unterschiedlich. pmTOR war im Lebergewebe
weiblicher, bisex-infizierter Hamster gegeniiber der weiblichen, nicht-infizierten Kon-
trollgruppe herunterreguliert (p=0,045). In weiblichen, monosex-infizierten Hamstern
war pmTOR im Vergleich zu den weiblichen, bisex-infizierten (p=1,000) sowie zu den
weiblichen, nicht-infizierten Hamstern (p=1,000) nicht statistisch unterschiedlich. Diese
Ergebnisse zeigen eine erniedrigte hepatische Phosphorylierung von mTOR in mit

S. mansoni infizierten mannlichen und weiblichen Hamstern.
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Abbildung 8: Reduktion der Expression von (p)mTOR in Hamsterlebern bei S. mansoni-Infektion ohne
geschlechtsspezifische Unterschiede. Die Western Blot Analyse und die anschlieBende semiquantitative
Bestimmung der OD zeigen Unterschiede zwischen den Gruppen bisex, monosex und nicht-infizierter
Hamsterlebern. mTOR ist dabei in Graustufen dargestellt: bisex in Weif3, monosex in Grau und nicht-infi-
ziert in Schwarz; die phosphorylierte Form gepunktet: bisex in Weil3, monosex in Orange und nicht-infiziert
in Rot. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Western Blot Analysen wurden mindestens drei-
mal reproduziert. Abgebildet sind reprasentative Blots; bisex (bs) n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert
(ni) n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test und anschliefenden paarweisen Gruppen-
vergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.

4.2.1.2 Geschlechtsunabhangige Steigerung der p62-Expression

Abbildung 9 zeigt die Expression des Autophagosomen-Frachtprotein p62. Diese war
uber die drei Gruppen der mannlichen Hamster unterschiedlich verteilt (p=0,005). In
Gruppenvergleichen war die hepatische p62-Expression in bisex-infizierten Hamstern ge-
genuber der nicht-infizierten Kontrollgruppe erhéht (p=0,005). In monosex-infizierten
Hamstern war die p62-Expression im Vergleich zu bisex-infizierten (p=0,127) sowie zu
nicht-infizierten Hamstern (p=0,479) nicht statistisch unterschiedlich. Diese Ergebnisse
zeigen eine erhéhte hepatische p62-Expression in mit S. mansoni-infizierten, mannlichen
Hamstern, womit die Dysregulation von p62 der in weiblichen Tieren beobachteten ent-

spricht.
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Abbildung 9: Steigerung der p62-Expression in ménnlichen Hamsterlebern durch S. mansoni-Infektion.
Die Western Blot Analyse und die anschliefende semiquantitative Bestimmung der OD zeigen Unter-
schiede zwischen den Gruppen bisex (weiB), monosex (grau) und nicht-infizierter Hamsterlebern
(schwarz). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Western Blot Analysen wurden mindestens
dreimal reproduziert. Abgebildet sind repréasentative Blots; bisex (bs) n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infi-
ziert (ni) n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test und anschliefenden paarweisen
Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.

4.2.1.3 Geschlechtsspezifische Regulation der Beclin-Expression

Abbildung 10 zeigt die Expression von Beclin, einem Regulator der Autophagieeinlei-
tung, welche Uber die Gruppen der ménnlichen und weiblichen Hamster unterschiedlich
verteilt war (p=0,001). In Gruppenvergleichen unterschied sich die Beclin-Expression im
Lebergewebe ménnlicher, bisex-infizierter Hamster gegeniiber der mannlichen, mono-
sex-infizierten (p=1,000) sowie der ménnlichen, nicht-infizierten Kontrollgruppe nicht
(p=1,000). Die mannlichen, monosex-infizierten Hamster unterschieden sich statistisch
nicht von den mannlichen nicht-infizierten Hamstern (p=1,000). Die Beclin-Expression
war im Lebergewebe weiblicher, bisex-infizierter Hamstern gegentiber der weiblichen,
monosex-infizierten Kontrollgruppe (p=0,004), sowie der nicht-infizierten Kontroll-
gruppe erhoht (p=0,002). Die weiblichen, monosex-infizierten Hamster unterschieden
sich statistisch nicht von den weiblichen, nicht-infizierten Hamstern beziiglich der Be-

clin-Expression (p=1,000). Diese Ergebnisse zeigen eine erhohte hepatische Beclin-
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Expression in mit S. mansoni infizierten weiblichen Hamstern. Wohingegen bei den

méannlichen Hamstern keine Gruppenunterschiede auftraten.
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Abbildung 10: Geschlechtsspezifische Dysregulation der Beclin-Expression in Hamsterlebern bei S. man-
soni-Infektion. Die Western Blot Analyse und die anschlieBende semiquantitative Bestimmung der OD
zeigen Unterschiede zwischen den Gruppen der ménnlichen und weiblichen bisex (weil), monosex (grau)
und nicht-infizierter Hamsterlebern (schwarz). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Western
Blot Analysen wurden mindestens dreimal reproduziert. Abgebildet sind reprasentative Blots; bisex (bs)
n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni) n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test
und anschlieenden paarweisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.

4.2.1.4 Geschlechtsspezifische Regulation der ATG5-Expression

Abbildung 11 zeigt die Expression von ATG5, einem Schlusselprotein des Membranauf-
baus des Autophagosoms. Diese war ber die jeweils drei Gruppen der ménnlichen und
weiblichen Hamster reguliert (p=0,005). In Gruppenvergleichen war die ATG5-
Expression im Lebergewebe ménnlicher, bisex-infizierter Hamster gegenlber der ménn-
lichen, monosex-infizierten Kontrollgruppe erniedrigt (p=0,025), gegentiber den nicht-
infizierten Tieren nicht statistisch unterschiedlich verandert (p=1,000). In mannlichen,
monosex-infizierten Hamstern gab es keine statistischen Unterschiede im Vergleich zu
den nicht-infizierten Tieren beztglich der ATG5-Expression (p=1,000). In Gruppenver-
gleichen war die hepatische ATG5-Expression in weiblichen, bisex-infizierten Hamstern

gegenuber der weiblichen, nicht-infizierten Kontrollgruppe tendenziell erhéht, verfehlte
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jedoch statistische Signifikanz (p=0,237). In weiblichen, monosex-infizierten Hamstern
war die ATG5-Expression im Vergleich zu den bisex-infizierten (p=0,917) sowie zu den
nicht-infizierten Hamstern (p=1,000) nicht signifikant unterschiedlich. Die ATG5-
Expression zeigte sich im Lebergewebe weiblicher, bisex-infizierter Hamster gegenuiber
der mannlichen, bisex-infizierten Tieren erhoht (p=0,014). Diese Ergebnisse deuten auf
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Richtung der Regulation der ATGS5-

Expression hin.
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Abbildung 11: Geschlechtsspezifische Dysregulation der ATG5-Expression in Hamsterlebern bei S. man-
soni-Infektion. Die Western Blot Analyse und die anschliefende semiquantitative Bestimmung der OD
zeigen Unterschiede zwischen den Gruppen der méannlichen und weiblichen bisex (weiR), monosex (grau)
und nicht-infizierter Hamsterlebern (schwarz). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Western
Blot Analysen wurden mindestens dreimal reproduziert. Abgebildet sind représentative Blots; bisex (bs)
n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni) n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test
und anschlielenden paarweisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.

4.2.1.5 Geschlechtsspezifische Regulation der LAMP2-Expression

Abbildung 12 zeigt die Expression von LAMP2, einem Membranglykoprotein. Diese war
uber die jeweils drei Gruppen der mannlichen und weiblichen Hamster reguliert
(p=0,019). In Gruppenvergleichen war die LAMP2-Expression im Lebergewebe mannli-

cher, bisex-infizierter Hamster gegenuber der mannlichen, nicht-infizierten
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Kontrollgruppe tendenziell erniedrigt, verfehlte aber statistische Signifikanz (p=0,157).
In mannlichen, monosex-infizierten Hamstern war die LAMP2- Expression im Vergleich
zu den mannlichen, bisex-infizierten (p=1,000) sowie zu den nicht-infizierten Hamstern
(p=1,000) nicht signifikant unterschiedlich. Die LAMP2-Expression war im Leberge-
webe weiblicher, bisex-infizierter Hamster gegentber der weiblichen, nicht-infizierten
Kontrollgruppe tendenziell erhoht, verfehlte aber statistische Signifikanz (p=0,165). In
weiblichen, monosex-infizierten Hamstern war die LAMP2-Expression im Vergleich zu
den weiblichen, bisex-infizierten (p=1,000) sowie zu den nicht-infizierten Hamstern
(p=1,000) nicht signifikant unterschiedlich. Die LAMP2-Expression war im Leberge-
webe weiblicher nicht-infizierter Hamster gegenuber den mannlichen nicht-infizierten
Tieren erniedrigt (p=0,035). In weiblichen im Vergleich zu mannlichen bisex-infizierten

Tieren war diese nicht signifikant unterschiedlich (p=0,810).
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Abbildung 12: Geschlechtsspezifische Dysregulation der LAMP2-Expression in Hamsterlebern bei
S. mansoni-Infektion. Die Western-Blot-Analyse und die anschlielende semiquantitative Bestimmung der
OD zeigen Unterschiede zwischen den Gruppen der mannlichen und weiblichen bisex (weiR), monosex
(grau) und nicht-infizierter Hamsterlebern (schwarz). GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet. Die
Western Blot Analysen wurden mindestens dreimal reproduziert. Abgebildet sind représentative Blots; bi-
sex (bs) n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni) n=3. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-
Test und anschlieBenden paarweisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewer-
tet.
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4.2.2 SEA beeinflusst Autophagie in HepG2-Zellen

Um die Ursache der im vorigen Abschnitt beschriebene Dysregulation der Autophagie in
Hamsterlebern aufzuklaren, wurde diese im Anschluss in Zellkultur untersucht. Die Ex-
pression folgender Enzyme wurde nach 24-stlindiger Inkubation in mit SEA-stimulierten
(4,6 pg/ml) ménnlichen HepG2-Zellen im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontroll-
gruppe analysiert: mTOR, p62, Beclin und ATG5. Abbildung 13 stellt diese Ergebnisse

der Western Blot Analysen und statistischen Auswertung dar.

Abbildung 13(a) zeigt die Expression von mTOR. Die Expression von mTOR war in den
mit SEA-stimulierten HepG2-Zellen im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontroll-
gruppe reduziert (p=0,029). Dieses Ergebnis entspricht der Reduktion von mTOR in
weiblichen bisex-infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren. Die mTOR-Expres-
sion im Lebergewebe mannlicher, bisex-infizierter Hamster gegentiber der ménnlichen,
nicht-infizierten Kontrollgruppe war ebenfalls tendenziell verringert, verfehlte dabei aber

statistische Signifikanz.

Abbildung 13(b) zeigt die Expression von p62. p62 war in den mit SEA-stimulierten
HepG2-Zellen im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontrollgruppe erhoht (p=0,001).
Dies entspricht der erhohten hepatischen p62-Expression in mit S. mansoni infizierten
mannlichen Hamstern, sowie den aus Vorbefunden zu Studien der Arbeitsgruppe von

Prof. Roeb bekannten Werte der weiblichen Hamster.

Abbildung 13(c) zeigt die Expression von Beclin. Diese war in den mit SEA-stimulierten
HepG2-Zellen im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontrollgruppe erhoht (p=0,016).
Dieses Ergebnis entspricht der Erhéhung von Beclin in mit S. mansoni infizierten weib-
lichen Hamstern. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den mannlichen Tieren keine Regu-

lation von Beclin durch S. mansoni Infektion.

Abbildung 13(d) zeigt die Expression von ATG5. ATG5 war in den mit SEA-stimulierten
HepG2-Zellen im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontrollgruppe erhéht (p=0,010).
Die ATG5-Expression im Lebergewebe weiblicher, bisex-infizierter Hamster gegentiber
der nicht-infizierten Kontrollgruppe war ebenfalls tendenziell erhéht, verfehlte dabei aber
statistische Signifikanz. Im Gegensatz dazu war ATG5 in mannlichen, bisex-infizierten

im Vergleich zu den monosex-infizierten erniedrigt.
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Abbildung 13: SEA-induzierte Veranderung von Autophagieparametern a) SEA-induzierte erniedrigte Ex-
pression von mTOR b)-d) SEA-induzierte erhdhte Expression von p62, Beclin und ATG5. Verwendet wur-
den die Zelllysate mannlicher HepG2-Zellen nach 24-stundiger Inkubation bei einer SEA-Konzentration
von 4,6 ug/ml (hellgrau) im Vergleich zur PBS-Kontrolle (dunkelgrau). Semiquantitative densitometrische
Auswertung der OD der Western Blot Analyse mit anschliefender Normierung durch Division mit dem
Mittelwert der Kontrollgruppe des jeweiligen VVersuchstages. GAPDH wurde als Ladekontrolle verwendet.
Gezeigt wird ein reprisentativer Blot bei n>5 pro Gruppe. Die Unterschiede wurden statistisch mittels
Mann-Whitney-U-Test analysiert.

4.3 Geschlechtsspezifische Dysregulation des oxidativen Stresses
durch S. mansoni

Um eine geschlechtsspezifische Beeinflussung des oxidativen Stresses durch S. mansoni

zu untersuchen, wurden die hepatischen MDA-Spiegel in ménnlichen Hamsterlebern
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bisex- und monosex-infizierter, sowie nicht-infizierter Tiere bestimmt und mit bereits
vorbekannten Werten der weiblichen Hamster verglichen. Im Folgenden wurde dieser
Marker in mit SEA stimulierten Hepatozyten in Zellkultur bei Autophagie-Hemmung

durch Chloroquin analysiert.

4.3.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede der MDA-Konzentration in
Hamsterlebern

Abbildung 14 zeigt die Verteilung der relativen MDA-Konzentration. Diese verhielt sich
uber die sechs Gruppen der méannlichen und weiblichen Hamster unterschiedlich
(p=0,001). In Gruppenvergleichen unterschied sich die MDA-Konzentration im Leberge-
webe mannlicher, bisex-infizierter Hamster gegenlber der mannlichen, monosex-infi-
zierten (p=1,000) sowie der nicht-infizierten Kontrollgruppe nicht (p=1,000). Zum Ver-
gleich wurden MDA-Konzentrationen weiblicher Tiere aus BuR (2021) herangezogen.
Diese sind in Abbildung 14 mit einem orangefarbenen Stern markiert. In der Arbeit Bul}
(2021) ist die signifikante Erhohung der MDA-Konzentration der bisex-infizierten im
Vergleich zu den nicht-infizierten weiblichen Hamstern beschrieben. Die MDA-
Konzentration war im Lebergewebe weiblicher bisex-infizierter Hamster gegeniiber der
in ménnlichen, bisex-infizierten Tieren signifikant erhéht (p=0,001). Diese Ergebnisse

zeigen geschlechtsspezifische Unterschiede in der Regulation der MDA-Konzentration.

p=0,001

p=1,00

Relative MDA-Konzentration

méinnlich weiblich

bs ms ni bs ms ni

Abbildung 14: Geschlechtsspezifische Unterschiede der MDA-Spiegel in Hamsterlebern bei S. mansoni-
Infektion. Die mit * markierten Werte der weiblichen Tiere entstammen Buf3 (2021) und wurden zum Ver-
gleich herangezogen. Es wurden >3 technische Replikate durchgefiihrt. Auswertung der MDA -Spiegel pro
méannlichem Hamster bisex (bs) n=5, monosex (ms) n=5, nicht-infiziert (ni) n=3 in nmol MDA mit an-
schlieBender Normierung durch Bildung des Quotienten mit dem Mittelwert der Kontrollgruppe des
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jeweiligen Versuchstages. Die Unterschiede wurden mittels Kruskall-Wallis-Test und anschliefenden paar-
weisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur statistisch ausgewertet.

4.3.2 Normalisierung der durch SEA induzierten MDA-Spiegel mittels
Chloroquins

Um den Zusammenhang von Autophagie und oxidativem Stress im Rahmen einer S. man-
soni Infektion zu untersuchen, fihrten wir in Zellkultur Inhibitionsversuche durch, wobei
die Autophagie mittels Chloroguin gehemmt wurde. Die relative MDA-Konzentration
wurde in vier unterschiedlich behandelten Gruppen HepG2-Zellen ermittelt und vergli-
chen. Die Zellen wurden entweder in normalem Medium oder in mit Chloroquin angerei-
chertem Medium (50 uM) mit SEA in der Konzentration von 4,6 pg/ml stimuliert und fur
24 Stunden inkubiert und im Vergleich zu den mit PBS behandelten Kontrollgruppen
analysiert. Daraus ergaben sich vier unterschiedlich behandelte Gruppen: PBS, PBS+CQ,
SEA, SEA+CQ. Abbildung 15 stellt diese Ergebnisse dar. Abbildung 15 zeigt die Vertei-
lung der relativen MDA-Konzentration. Diese war tber die vier Gruppen der Hepatozy-
tenlysate unterschiedlich (p=0,004). Die relative MDA-Konzentration in mit SEA stimu-
lierten HepG2-Zellen wurde durch Chloroquin Zugabe reduziert (p=0,003).
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Abbildung 15: Chloroquin reduziert SEA-induzierte, erhéhte MDA-Spiegel in HepG2-Zellen. Die relative
MDA-Konzentration in mit SEA stimulierten ménnlichen HepG2-Zellen wurde durch Chloroquin-Zugabe
reduziert. Es wurden fiinf technische Replikate durchgefiihrt. n>15 fiir jede Gruppe. Die Auswertung der
MDA-Spiegel erfolgte in nmol mit anschliefender Normierung durch Bildung des Quotienten mit dem
Mittelwert der Kontrollgruppe PBS+CQ des jeweiligen Versuchstages. Die Unterschiede wurden mittels
Kruskall-Wallis-Test und anschlieen-den paarweisen Gruppenvergleichen mit Bonferroni-Korrektur sta-
tistisch ausgewertet.
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5 Diskussion

Schistosomiasis betrifft Gber 250 Millionen Menschen und ist damit eine der haufigsten
parasitaren Infektionskrankheiten weltweit (Lo et al., 2022). Die Krankheit steht in engem
Zusammenhang zu Armut und stellt auch soziokonomisch eine groflie Herausforderung
dar (Gasparotto et al., 2021). Die Erkrankung kommt v.a. in tropischen und subtropischen
Gebieten vor, doch das Risiko einer Ausbreitung in gemaRigten Breitengraden besteht
(Gasparotto et al., 2021; von Biilow et al., 2023). Die intestinale Form, die u.a. von
S. mansoni ausgelost wird, fuhrt nicht selten zur chronischen Erkrankung mit zunehmen-
der Leberfibrose, welche vor allem durch die Schistosomen-Eier entsteht (Schwartz &
Fallon, 2018). Derzeit ist kein Medikament verfiigbar, das wirksam gegen diese Eier und
unreife Vorstufen der Schistosomen ist (Gasparotto et al., 2021). Durch die Arbeitsgruppe
von Prof. Roeb wurde bereits gezeigt, dass eine S. mansoni Infektion onkogene Signale
in Leber und Dickdarm aktiviert (Roderfeld et al., 2020; Weglage et al., 2020b). Zuletzt
wurde gezeigt, dass die metabolische Umprogrammierung durch Eier von S. mansoni oxi-
dativen Stress in Hepatozyten verursacht, der zu DNA-Schaden fuhrt und eine hepatozel-
luldre Proliferation auslost (von Bilow et al., 2023, 2024). Diese schéadlichen Auswirkun-
gen des oxidativen Stresses konnen durch die Verabreichung von Fangern reaktiver Sau-
erstoffspezies wie reduziertem Glutathion gemildert werden (von Bulow et al., 2023,
2024). Im Rahmen der Vorarbeiten zu den dieser Dissertation zugrundliegenden Studien
(BuB, 2021; Hehr, 2021; von Bilow et al., 2023) wurden Schlisselenzyme des Kohlen-
hydrat- und Lipidstoffwechsels sowie Marker des oxidativen Stresses in weiblichen
Hamsterlebern untersucht. Mit der vorliegenden Arbeit sollten nun geschlechtsspezifi-
sche Unterschiede des Wirts bei einer S. mansoni-Infektion charakterisiert und mechanis-
tische Zusammenhange weiter aufgeklart werden. Geschlechtsunterschiede im hepati-
schen Stoffwechsel sowie bei Infektion mit S. mansoni sind in der Literatur beschrieben,
daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zundchst geschlechtsspezifische Unterschiede mit
Hinblick auf Kohlenhydrat-, Lipidstoffwechsel und oxidativen Stress untersucht. Als
weiteren interessanten Mediator geschlechtsspezifischer Unterschiede wurde der eng im
Bezug zu Stoffwechsel und oxidativem Stress stehende Prozess der Autophagie im Zu-
sammenhang mit einer S. mansoni-Infektion im Hinblick auf Geschlechtsunterschiede

untersucht.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geschlechtsspezifische

Unterschiede in der Expression der Autophagiemarker Beclin und ATG5 sowie der
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MDA-Konzentration. Die Inhibition der Autophagie in HepG2 Zellen mittels Chloro-
quins fuhrte in HepG2 Zellen zu einer Verminderung des durch SEA tendenziell erhohten
MDA-Spiegels. In der Expression der untersuchten Enzyme aus Kohlenhydrat- und Lip-
idstoffwechsel wurden keine geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt. (siehe:

tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse im Anhang)

Diese Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass die S. mansoni-Infektion zu einer Wirts-
geschlechts-abhangigen Dysregulation der Autophagie fiihrt. Nur in weiblichen Hams-
tern scheint durch die Infektion oxidativer Stress ausgeldst zu werden. Worauf diese ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede zurickzufiihren sind, bedarf weiterer Aufklarung.
Der Einfluss der Immunreaktion kdnnte hier eine Rolle spielen, da in Zellkulturversuchen
mannliche HepG2-Zellen ebenfalls erhthte Autophagie und vermehrten oxidativen Stress
aufwiesen. Interessant wére sicher auch in Folgestudien Einflisse von Geschlechtshor-
monen zu klaren. Weiterhin werfen die Ergebnisse dieser Arbeit ein neues Licht auf das

Zusammenspiel von oxidativem Stress und Autophagie bzw. Chloroquin.

5.1 Hepatischer Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel

Zusammenfassend wurden keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Richtung
der Veranderung des hepatischen Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels bei S. mansoni-
Infektion gefunden. (siehe Tabelle: Anhang) Dabei wurden die Ergebnisse der weiblichen
Hamsterlebern, die im Rahmen der Vorarbeiten zu Studien der Arbeitsgruppe von Prof.
Roeb (Bu}, 2021; Hehr, 2021; von Bilow et al., 2023) analysiert wurden, mit den Ergeb-
nissen der mannlichen Hamster, die im Rahmen dieser Dissertation untersucht wurden,
verglichen. In allen Gruppen wurde jeweils die Expression der Schlisselenzyme des Koh-
lenhydrat- und des Lipidstoffwechsels in bisex-, monosex- und nicht-infizierten Hams-

terlebern untersucht.

Die Expression der Pyruvatkinase 2, einem Schlusselenzym der Glykolyse, und der Glu-
kose-6-Phosphatdehydrogenase, einem Schlisselenzym des Pentosephosphatweges, war
in bisex-infizierten zu nicht-infizierten Hamsterlebern signifikant erhéht und damit ge-
nauso reguliert wie bei weiblichen Hamstern (von Bulow et al., 2023). Im Vergleich von
bisex-infizierten zur monosex-infizierten Gruppe wurde eine Signifikanz knapp verfehlt,
was vermutlich durch die kleine StichprobengroRe bedingt war. Eine Steigerung der Ex-
pression Glykolyse-assoziierter Gene, u.a. PKM2 wurde auch in Lebern von S. japoni-
cum-infizierten weiblichen Mé&usen beobachtet (Z.-P. Xu et al., 2019). G6PD dient als

54



Diskussion

Schlusselenzym des Pentosephosphatweges der NADPH-Produktion und damit auch der
Fettsduresynthese und dem Schutz der Zellen vor oxidativem Stress (Bertels et al., 2021).
Bei einer durch S. mansoni erniedrigten Fettsduresynthese konnte diese Schutzfunktion
des NADPH bei der Synthese von Glutathion der Grund fiir die Erhéhung von G6PD in
infizierten Hamsterlebern sein (Bertels et al., 2021). Durch die Arbeitsgruppe von Prof.
Roeb wurde bereits gezeigt, dass Glutathion den durch SEA erhohten, oxidativen Stress
in Hepatozyten senkt (Bul3, 2021; von Bulow et al., 2023). Die Expression der Glykogen-
synthase, einem Schlisselenzym der Glykogensynthese, war in bisex- zu nicht-infizierten
Hamsterlebern signifikant erniedrigt und damit in der gleichen Richtung reguliert wie bei
den weiblichen Hamstern (von Bilow et al., 2023). Die Phosphoenolpyruvat-Car-
boxykinase 2, ein Schlisselenzym der Glukoneogenese war Uber die Gruppen nicht sig-
nifikant verandert. Es lie sich jedoch eine Tendenz zur Reduktion der PCK2-Expression
bei Infektion erkennen, die durch Verwenden einer groReren Stichprobe Signifikanz er-
reichen konnte. Diese Tendenz stimmt ebenfalls mit der PCK-Expression bei weiblichen
infizierten Tieren Uberein (von Bllow et al., 2023). Es kommt durch S. mansoni somit
zur Unterdriickung von anabolen Stoffwechselwege wie Glykogensynthese und Glukone-
ogenese, was ebenfalls im Einklang mit den Beobachtungen zu S. japonicum ist (Z.-P.
Xu etal., 2019).

Die Expression der Fettsduresynthase, der Acetyl-CoA-Carboxylase 1 und der Acetyl-
CoA-Synthetase war im Vergleich von bisex- zu nicht-infizierten Hamsterlebern ernied-
rigt und damit in der gleichen Richtung reguliert wie bei weiblichen Hamstern (von
Bulow et al., 2023). Eine Reduktion der Expression Fettsduresynthese-assoziierter Gene
wurde auch in Lebern von S. japonicum-infizierten weiblichen Méusen beobachtet (Z.-P.
Xu et al., 2019). Die Lipolyse scheint mit der Adipozyten-Triglycerid-Lipase durch

S. mansoni bei beiden Geschlechtern nicht reguliert zu sein.

Zusammenfassend passen die bislang diskutierten Befunde gut zu parasitischem Verhal-
ten, wobei die Eier durch metabolische Umprogrammierung Nahrstoffe aus Hepatozyten
zu nutzen scheinen. Dabei sind katabole Prozesse wie Glykolyse gesteigert und anabole
Prozesse wie Fettsauresynthese, Glukoneogenese und Glykogensynthese vermindert. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Roeb konnte weiterhin zeigen, dass die Infektion mit S. mansoni
zu einer Entleerung hepatischer Speicher neutraler Lipide und des Glykogens fiihrt, wobei
die Schistosomen-Eier Wirtslipide mobilisieren, inkorporieren und speichern (von Bulow
et al., 2023). Die meisten im Rahmen der Studie von Biilow et al. analysierten Faktoren
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deuten darauf hin, dass sich der Leberstoffwechsel von monosex- zu bisex-Infektion un-
terscheidet, was die Rolle der Eier hervorhebt, die nur bei bisex-Infektion gebildet werden
(von Bilow et al., 2023). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen diese Ten-
denz, wenngleich ein signifikanter Unterschied von monosex- zu bisex-infizierten Tieren
nur fir ACS erfullt ist. Die Arbeitsgruppe von Prof. Roeb konnte durch Beobachtung der
Expression dieser Schlusselenzyme im Dickdarm von bisex-infizierten Hamstern zeigen,
dass die hepatische Umprogrammierung ihren evolutiondren Ursprung in der Transloka-
tion des Eis durch die Darmwand in das Darmlumen haben kdnnte (von Bilow et al.,
2023). Um mit dem Stuhl ausgeschieden zu werden, missen die Eier Blutgefal- und
Darmwand durchdringen. (Schwartz & Fallon, 2018) Fir die Versorgung der Eier mit
Néhrstoffen wahrend dieses Prozesses konnte die metabolische Umprogrammierung von
Enterozyten dienen — analog zur Umprogrammierung von Hepatozyten, wenn die Eier in
die Leber geschwemmt werden. Xu et al. (2019) erklaren die metabolischen Veranderun-
gen in S. japonicum-infizierten Mausen uber eine Beeinflussung der Hepatozyten durch
Makrophagen des M2-Phénotyps. Bllow et al. (2023) zeigen jedoch durch Zellkulturex-
perimente, dass die metabolische Umprogrammierung des hepatischen Kohlenhydrat-
und Lipidstoffwechsels des Wirts auch unabhéngig von einer Immunantwort erfolgt. So
deckt sich die Dysregulation des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels bei Stimulation
von HepG2-Zellen mit SEA mit den Ergebnissen dieser Arbeit aus dem Hamstermodell.
(von Bulow et al., 2023)

Die ubergeordneten Regulatoren AMPK und mTOR waren in ihrer durch Phosphorylie-
rung aktivierten sowie in ihrer unphosphorylierten Form in mannlichen wie in weiblichen
bisex- im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren erniedrigt (von Bllow et al., 2023). Das
Verhaltnis von phosphorylierter zu unphosphorylierter Form blieb dabei bei AMPK und
mTOR zwischen den Gruppen gleich, d.h. bei einer verminderten Expression, wird auch
weniger phosphoryliert, woraus ein schwécheres Signal folgt. mTOR steuert das Gleich-
gewicht zwischen Anabolismus und Katabolismus, indem Lipid- und Proteinsynthese ge-
steigert und katabole Prozesse wie Autophagie gehemmt werden, was auch zu den Be-
funden der Autophagie passt (Saxton & Sabatini, 2017). AMPK im Gegensatz reguliert
katabole Prozesse hoch, wahrend es anabole Prozesse herunterreguliert (Ovens et al.,
2021). Mdoglicherweise konnte die in bisex-infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten
beobachtete Herabregulierung von AMPK in vivo durch negative Riickkopplungsmecha-

nismen verursacht werden. In Zellkulturversuchen wurde allerdings eine Erhéhung von
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PAMPK und pmTOR in Makrophagen durch SEA von S. japonicum beschrieben. (Z.-P.
Xuetal., 2019). Jedoch wurden in mit S. japonicum-infizierten M&usen in der Expression
von p-mTORC1/ m-TORC1 keine Unterschiede zu den nicht-infizierten Tieren festge-
stellt, was sich mit unseren oben beschriebenen Beobachtungen im Hamstermodell deckt.
(Luo et al., 2022). Dieser Unterschied der in vivo zu in vitro Ergebnisse kdnnte durch den
Einfluss des Immunsystems erklarbar sein. Die Zellkulturergebnisse dieser Arbeit zeigen
Ubereinstimmend zu den Ergebnissen aus dem Tiermodell eine Erniedrigung von mTOR
bei Stimulation mit SEA, wobei das Verhaltnis von mTOR zu pmTOR nicht untersucht

wurde.

Es wurde beschrieben, dass eine S. mansoni-Infektion mannliche, nicht aber weibliche
Mause vor Glukoseintoleranz und Ubergewicht schiitzt (Cortes-Selva et al., 2021). Ob
dies durch eine geschlechtsspezifische Umprogrammierung des Kohlenhydrat- oder Lip-
idstoffwechsels erfolgen konnte, wurde in dieser Arbeit untersucht. Die Ergebnisse zu
Schlisselenzymen des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels zeigen jedoch, dass deren
Umprogrammierung geschlechtsunabhéngig erfolgt. Die von Cortes-Selva et al. beobach-
teten Geschlechtsunterschiede im Bezug auf die protektiven Stoffwechselveranderungen
durch S. mansoni kdnnten daher in Unterschieden anderer stoffwechselbeeinflussender
Faktoren, wie von schiitzenden Mechanismen wie der Autophagie oder Unterschieden im

Immunsystem begrindet sein.

5.2 S. mansoni und hepatische Autophagie

Eine Fehlfunktion der Autophagie wurde bereits mit der Pathogenese zahlreicher Erkran-
kungen in Verbindung gebracht (Kouroumalis et al., 2021). Beispielsweise bei Krebser-
krankungen, wie dem hepatozellularen Karzinom, Infektionskrankheiten, wie der Hepa-
titis B oder C oder bei Stoffwechselerkrankungen spielt eine Dysfunktion der hepatischen
Autophagie eine Rolle. (Schneider & Cuervo, 2014) Der Prozess steht in engem Verhélt-
nis zu Stoffwechsel, Energieversorgung und Redoxstatus und schien damit im Zusam-
menhang zu den Vorbefunden im Bezug auf Metabolismus und oxidativen Stress bei
S. mansoni Infektion als ein moégliches, wichtiges Bindeglied (Schneider & Cuervo,
2014). Dabei wird die Autophagie oft als ,,zweischneidiges Schwert* bezeichnet, da sie
einerseits Zellen als Schutzmechanismus vor Schéden bewahrt, auf der anderen Seite,
manipuliert durch Krebszellen oder Erreger, zur Krankheitsentstehung beitragt (Chavez-
Dominguez et al., 2020; Choi et al., 2018). So beeinflussen Parasiten wie z.B.
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Trypanosoma cruzi und Toxoplasma gondii die Autophagie als N&hrstoff-liefernden Pro-
zess (Wang et al., 2009; Zheng et al., 2022). Im Zusammenhang mit adulten Schistoso-
men wurde bereits gezeigt, dass Hsp70, als Teil der Chaperon vermittelten Autophagie
(CMA), einer speziellen Form der Autophagie, bei der ein Chaperon Proteine direkt zu
den Lysosomen bringt, in adulten S. mansoni hochreguliert wird, was zu deren abneh-
mender Empfindlichkeit gegentiber Praziquantel fihrt (Abou-EI-Naga, 2020). Durch die
Hemmung deubiquitinierender Enzyme kann die Eiablage der Parasitenpaare in vitro ge-
hemmt werden, was mit mitochondrialen und autophagischen Veranderungen einhergeht
(Barban do Patrocinio et al., 2021). Es wurde beobachtet, dass Rhesusaffen eine vollstén-
dige Immunitat gegen eine Schistosomeninfektion entwickeln kénnen (Amaral et al.,
2021). Dabei kommt es in Schistosomulae zu einer verringerten Expression von Genen,
die mit Lysosomen und Autophagie assoziiert sind (Amaral et al., 2021). Es wurde wei-
terhin gezeigt, dass es bei S. japonicum-Infektion durch SEA in Makrophagen zu einer
verdnderten Regulation der Autophagie kommt (J. Zhu et al., 2018). Dabei unterdriickte
das von S. japonicum ausgeldste IL-7 Uber AMPK die SEA-induzierte protektive Auto-
phagie, was die Leberpathologie verstérkte (J. Zhu et al., 2018). Ein Farnesoid-X-Rezep-
tor-Mangel in Hepatozyten stort die Gallensdure-Homdoostase und hemmt die Autopha-
gie, was die durch eine S. japonicum-Infektion verursachten Schaden an den Hepatozyten
verschlimmern kann (Zhang et al., 2022). Es wurde gezeigt, dass das Medikament Ar-
tesunat eine Leberfibrose bei S. japonicum-Infektion in weiblichen Méausen lindern kann,
indem es die Aktivitdt des AMPK/mTORCL1-Signalwegs hemmt und den mitochondria-
len Sauerstoffverbrauch und die Autophagie fordert (Luo et al., 2022). Bei mit S. japoni-
cum infizierten Mausen wurde eine erhohte Expression von IL-33 festgestellt. Dabei
wurde eine Verbesserung der Leberfibrose durch IL-33 beobachtet, die u.a. mit einer er-
hohten Expression von ATGb5, Beclin und erniedrigten Expression von p62 einherging
(Bai etal., 2021). Diese Befunde deuten auf die protektive Rolle der Autophagie bei einer
Infektion mit S. japonicum hin und zeigen das therapeutische Potential in der Beeinflus-
sung dieses Prozesses. In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte sich hingegen
eine Erhohung von p62 und eine Erniedrigung von Beclin. Des Weiteren scheint die Re-
gulation der Autophagie verbunden mit Immunreaktionen zu sein. Betrachtet man die
Zellkulturbefunde der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu den Ergebnissen aus dem
Hamstermodell, ergeben sich Unterschiede bei der Regulation von Autophagiemarkern,

die ebenfalls Hinweise auf einen moéglichen Einfluss des Immunsystems liefern.
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Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen teilweise und v.a. in weibli-
chen Hamstern eine vermehrte Autophagie. mTOR als wichtiger Regulator, hemmt die
Autophagie und zeigte sich bei S. mansoni Infektion erniedrigt. Die Expression von p62
war in bisex- zu nicht-infizierten Hamsterlebern signifikant erhéht und damit in der glei-
chen Richtung reguliert wie bei den weiblichen Hamstern (Vorarbeiten zu Hehr, 2021).
Ebenso zeigte sich in Zellkulturversuchen eine Erhéhung von p62 bei Stimulation mit
SEA. p62 bindet ubiquitinierte Proteine, um sie der selektiven Autophagie zuzufihren,
aktiviert aber u.a. ein antioxidatives Transkriptionsprogramm, den Keapl-Nrf2-Signal-
weg (Huang et al., 2023; Schneider & Cuervo, 2014). Bei nachgewiesenem, erhéhten
oxidativen Stress durch die S. mansoni-Infektion in weiblichen Tieren ware dies eine
mdogliche Erklarung fir die p62-Erhéhung (von Bilow et al., 2023). Die Expression von
Beclin war in weiblichen bisex- zu nicht-infizierten, aber auch zu monosex-infizierten
Hamsterlebern signifikant erhoht, wohingegen sich in den méannlichen keine Gruppenun-
terschiede zeigten. Durch die vermehrte Beclinexpression und damit die vermehrte Au-
tophagie in weiblichen Tieren bei S. mansoni Infektion und die protektive Rolle der Au-
tophagie konnte das bessere Outcome von Frauen nach S. mansoni-Infektion erklart wer-
den. Im Widerspruch dazu zeigte sich in ménnlichen, humanen HepG2-Zellen eine Erho-
hung von Beclin bei Stimulation mit SEA. Mdglicherweise ist die Beclinexpression dabei
durch das Immunsystem beeinflusst. Dafiir sprechen auch die oben beschriebenen Be-
obachtungen von Bai et al. (2021) im Bezug auf den Einfluss von IL-33 auf Beclin. Beclin
wirkt als Teil eines Komplexes wahrend der Initiationsphase der Autophagie, indem es
eine Doppelmembranstruktur bildet, die zytoplasmatisches Material zur Bildung des Au-
tophagosoms umschlief3t, besitzt aber ebenso weitere Funktionen in Apoptose, Angioge-
nese und Immunregulation (Ye et al., 2023). Die Expression von ATG5 scheint in weib-
lichen bisex- zu nicht-infizierten Tieren unveréndert. Im Gegensatz dazu war in méannli-
chen bisex- zu monosex-Infizierten ATG5 signifikant erniedrigt exprimiert. In mannli-
chen, humanen HepG2-Zellen zeigte sich hingegen eine Erhéhung von ATG5 bei Stimu-
lation mit SEA. Dieser Unterschied zwischen den Befunden aus dem Tiermodell und der
Zellkulturergebnisse konnte einen Hinweis auf eine Beteiligung von Immuneffekten lie-

fern.

Die Expression von LAMP2 ist sowohl tber die Gruppen der ménnlichen als auch der
weiblichen Hamster nicht signifikant veréandert. LAMP?2 ist ein wesentlicher Akteur der

Chaperon vermittelten Autophagie, deren Hochregulierung z.B. als Reaktion auf langeren
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Né&hrstoffentzug und oxidativen Stress erfolgt (Schneider & Cuervo, 2014). Die CMA
spielt auch eine Rolle im Stoffwechsel von Krebszellen, indem sie dazu beitrégt, hohe

Glykolyse-Raten in transformierten Zellen aufrechtzuerhalten (Kon et al., 2011).

Zusammenfassend werden Autophagiemarker in ménnlichen HepG2-Zellen bei Stimula-
tion mit SEA durchweg erhéht. In vivo lieR sich in weiblichen Hamsterlebern eine Stei-
gerung der Autophagiemarker p62 und Beclin, in mé&nnlichen hingegen eine Steigerung

von p62, aber Reduktion von ATGS5 bei Infektion mit S. mansoni feststellen.

Diese gegensétzlich erscheinenden Ergebnisse lassen sich in Einklang bringen mit der
Beobachtung, dass es in Mausen im Vergleich zu Menschen eine gegensétzliche Tendenz
beziiglich der Geschlechtsunterschiede bei Schistosomiasis zu geben scheint (Klein,
2004). So weisen mit S. mansoni infizierte weibliche Mause anders als Menschen eine
hohere Parasitenlast sowie eine starkere Entzlindungsreaktion auf als mannliche (Bernin
& Lotter, 2014; Boissier et al., 2003). Womdglich spielen bei der beobachteten Dysregu-
lation der Autophagie Immunreaktionen eine Rolle, die in den Zellkulturversuchen weg-
fallen. Die Unterschiede in der Expression von an der Autophagie beteiligten Proteinen
scheinen nicht ungewdhnlich, da dabei auch im physiologischen Zustand geschlechtsspe-
zifische Unterschiede bestehen. So wurde in den Lebern ménnlicher Ratten eine héhere
Anzahl von Autophagolysosomen gegentiber den weiblichen festgestellt (Campesi et al.,
2013). Auch in Mausen wurden unterschiedliche p62 und LC3 Level abhangig vom Ge-
schlecht beschrieben, wobei die mMRNA Expression in mannlichen Mausen erhéht war.
(Olivan et al., 2014)Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln dies ebenso wider. So scheint
in den nicht-infizierten, mé&nnlichen im Vergleich zu den nicht-infizierten, weiblichen
Hamstern die Basis-Expression einiger Autophagiemarker erhoht, LAMP2 sogar signifi-
kant.

Alles in allem zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine Beeinflussung der Autophagie
durch S. mansoni. Die Steigerung der Autophagie in mannlichen HepG2-Zellen durch
SEA, sowie in den weiblichen Hamstern im Zusammenhang mit dem beschriebenen, er-
hohten oxidativen Stress in weiblichen Hamsterlebern und Zellkultur unterstreichen die
Bedeutung der Autophagie als Schutzmechanismus (BuB3, 2021; von Bulow et al., 2023).
Doch es besteht auch eine enge Wechselbeziehung zwischen Autophagie und Lipidstoff-
wechsel, wobei die Autophagie den Lipidgehalt der Zellen dahingehend reguliert, dass
eine verringerte Autophagie die Lipidakkumulation fordert (Singh et al., 2009). Doch
auch umgekehrt fuhrt ein abnormer Anstieg der intrazellularen Lipide zur
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Beeintrachtigung der Autophagie (Singh et al., 2009). So kdnnte auch die beschriebene
Dysregulation des Lipidstoffwechsels mit Erschépfung der neutralen Lipide in Hepato-

zyten die Autophagie beeinflussen (von Bilow et al., 2023).

5.3 Autophagie und oxidativer Stress

Eng in Zusammenhang zur Autophagie steht der oxidative Stress. Zuletzt wurde gezeigt,
dass die metabolische Umprogrammierung durch S. mansoni oxidativen Stress in Hepato-
zyten verursacht, der zu DNA-Schaden fiihrt und hepatozelluldre Proliferation auslost
(von Bilow et al., 2023, 2024). Diese schadlichen Auswirkungen des oxidativen Stresses
konnen durch die Verabreichung von Féangern reaktiver Sauerstoffspezies wie reduzier-
tem Glutathion gemildert werden (von Bulow et al., 2023, 2024). Malondialdehyd
(MDA\) als Produkt der Lipidperoxidation wird weitlaufig als Biomarker fiir oxidativen
Stress eingesetzt (Matés et al., 1999). Die relative MDA-Konzentration in den mannli-
chen Hamsterlebern zeigte keine Veranderung bei Infektion mit S. mansoni, wohingegen
zuvor in infizierten weiblichen Hamsterlebern eine erh6hte MDA-Konzentration be-
schrieben wurde (BuB, 2021; von Bulow et al., 2023). Die Infektion mit S. mansoni
scheint in weiblichen Tieren zu oxidativem Stress zu fuhren, wohingegen in mannlichen
Tieren kein vermehrter oxidativer Stress aufzutreten scheint. In weiblichen Tieren wurde
auch eine erhdhte Expression des Autophagiemarkers Beclin beobachtet. Mdglicherweise
flhrt der erhdhte oxidative Stress in weiblichen Hamstern zu einer Steigerung der Auto-
phagie, wohingegen diese in mannlichen Hamstern ausbleibt. Es ist beschrieben, dass
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vorgelagerte Modulatoren der Autophagie sind und da-
bei auf mehreren Ebenen wirken (Filomeni et al., 2015). Eine Erklarung ist, dass Nahr-
stoffentzug zu energetischem Stress fiihrt, der zu einer Uberlastung der Mitochondrien
fuhrt, wodurch Elektronenverlust und ROS-Produktion zunehmen (Filomeni et al., 2015).
ROS wirken direkt Uber verschiedene Mechanismen auf die Autophagie, u.a. S-Gluta-
thionylierung an AMPK und Oxidation von ATG4 (Filomeni et al., 2015). Doch auch
indirekt stehen Autophagie und oxidativer Stress tber p62 und Keapl/Nrf2 in Verbin-
dung, wobei es zur Transkription von Antioxidantien-Genen kommt (Schneider &
Cuervo, 2014). Geschlechtsspezifische Unterschiede bei Krankheiten mit oxidativem
Stress sind weit verbreitet, wobei weibliche Zellen widerstandsféhiger gegen Zelltod
durch oxidativen Stress sind (Tower et al., 2020). Dies kénnte durch positive Auswirkun-
gen von Ostrogen, eine bessere Mitochondrienfunktion und verstarkte Expression von
Stressreaktionsgenen in weiblichen Zellen begriindet sein.(Tower et al., 2020) Dabei
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scheinen Apoptose und Autophagie bei der Vermittlung von Geschlechtsunterschieden in
der Stressreaktion besonders wichtig zu sein (Tower et al., 2020). In physiologischem
Zustand von Rattenlebern wurden keine Unterschiede in MDA und Proteinoxidation zwi-
schen den Geschlechtern beobachtet, bei zugleich erhéhter Bildung von Autophagolyso-
somen in der Leber von méannlichen Ratten (Campesi et al., 2013). Bei Drosophila wurden
bestimmte Anpassungen an Stress nur bei einem Geschlecht beobachtet, wobei sich bei-
spielsweise Drosophila-Weibchen, nicht aber Mé&nnchen, an Wasserstoffperoxid-Stress
anpassen konnten, wéhrend sich Drosophila-Mannchen, nicht aber Weibchen, an Para-
quat-Stress anpassen konnten (Pickering et al., 2012; Tower et al., 2020). In (Buf,
2021)zeigten mannliche HepG2-Zellen bei Stimulation mit SEA erhthte MDA-Spiegel.
Diese Tendenz zeigte sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit. Diese Erh6hung des
oxidativen Stress durch SEA-Stimulation wurde aquivalent zu der Erhéhung der Auto-
phagiemarker in stimulierten HepG2-Zellen beobachtet, was die Frage nach einem mog-
lichen Zusammenhang aufwirft.

Um die Auswirkungen einer Hemmung der Autophagie und deren mechanistische Zu-
sammenhange bei S. mansoni-Infektion zu untersuchen, wurde Chloroquin benutzt, das
die Autophagie hauptsachlich durch die Beeintrachtigung der Fusion von Autophagoso-
men mit Lysosomen hemmt (Mauthe et al., 2018). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass die relative MDA-Konzentration in mit SEA behandelten HepG2-Zellen durch die
Zugabe von Chloroquin signifikant gesenkt wurde. Die Inhibition der Autophagie mittels
Chloroquins scheint den oxidativen Stress in den Hepatozyten zu senken. Dies erscheint
widersprichlich zu der Annahme, dass die Autophagie in diesem Fall als Schutzmecha-

nismus den oxidativen Stress in den Zellen senkt.

Obwohl die Autophagie dazu neigt, schiitzend zu wirken und oxidativen Stress zu verrin-
gern, kann je nach Zell- oder Gewebeumgebung die Autophagie als Reaktion auf die
ROS-Erzeugung auch Krankheiten verschlimmern (Yun et al., 2020). Beispielsweise bei
Herz-Kreislauf-Erkrankungen spielt die Autophagie eine schadliche Rolle (Yun et al.,
2020). So verstirkte eine Uberexpression von Beclin die pathologische Umbaureaktion
in Kardiomyozyten und die Hemmung von Beclin schwéchte den Zelltod von Kardiomy-
ozyten durch Ubermélige Autophagie-Induktion ab (Valentim et al., 2006; H. Zhu et al.,
2007). Eine durch GiberméaRigen oxidativen Stress verursachte Beeintrachtigung der Au-
tophagie ist an der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen und deren Verschlim-
merung beteiligt (Yun et al., 2020). Auch in der Krebsbhiologie hat die durch ROS
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regulierte Autophagie unterschiedliche nitzliche und schéadliche Funktionen (Yun et al.,
2020). Die genetische Hemmung der Chaperon vermittelten Autophagie in menschlichen
Krebszelllinien reduziert wirksam Tumorwachstum und Metastasierung, was flr den
mdglichen antionkogenen therapeutischen Wert von negativen Modulatoren dieses Sig-
nalwegs spricht (Kon et al., 2011). Auch in Bezug auf die Schistosomiasis ist es wichtig,
die Regulierungsmechanismen der Autophagie bei der Redox-Signalgebung weiter auf-
zuklaren, um das Potential ihrer Beeinflussung als therapeutischen Angriffspunkt nutzen

zu konnen.

Zahlreiche praklinische Studien haben gezeigt, dass mit Chloroquin eine wirksame Au-
tophagiehemmung erreicht und es bei Krebserkrankungen therapeutisch eingesetzt wer-
den kann (Pasquier, 2016). Obwohl Chloroquin als etablierter Inhibitor der Autophagie
haufig genutzt wird, besitzt es neben dieser Eigenschaft noch weitere Funktionen, sodass
eine Interpretation der Ergebnisse der Inhibitionsversuche mit Chloroquin mit Vorsicht
geschehen sollte (Mauthe et al., 2018). Dass Chloroquin den durch SEA erzeugten oxi-
dativen Stress in Hepatozyten senkt, ist auch deshalb tberraschend, da mehrere in vivo
Studien gezeigt haben, dass Chloroquin oxidativen Stress induziert und dadurch hepato-
toxisch wirkt (Kumar Mishra et al., 2013). Chloroquin kann oxidativen Stress fordern,
indem es die antioxidative Abwehr verringert, was oxidative DNA-Schéden im Gehirn
und in den Nieren von Ratten verursacht (Giovanella et al., 2015). Weiterhin ruft Chlo-
roquin durch die lysosomale Dysfunktion und oxidativen Stress Endothelschéden hervor
(Gregorio et al., 2021). Die Behandlung von Mausadipozyten mit Chloroquin fiihrte zu
oxidativem Stress, was mit einer beeintrachtigten mitochondrialen Qualitat in Verbin-
dung mit der Hemmung der Autophagie einherging (Javaid et al., 2022). Chloroquin ver-
ursacht auch systemischen oxidativen Stress, wobei es die Art der vorhandenen ROS und
die Fahigkeit der ROS, Zellen und subzellul&re Organellen zu schadigen, verandert sowie
zu einer systemischen Abnahme des GSH-Spiegels fiihrt (Klouda & Stone, 2020). Auch
wenn die oben genannten klinischen und tierexperimentellen Belege darauf hindeuten,
dass Chloroquin oxidativen Stress ausldsen kann, weisen einige neuere Forschungsarbei-
ten auf die Bedeutung von Chloroquin bei der Verringerung des oxidativen Stresses in
der Nierenpathologie hin (Brki¢ et al., 2022). So wurde kirzlich zum ersten Mal gezeigt,
dass Chloroquin in niedrigen Dosen eine schiitzende Wirkung auf biochemische und oxi-
dative Stressparameter in einem experimentellen Modell der Gentamicin-induzierten Ne-

phrotoxizitdt besitzt (Brki¢ et al, 2022). Weiterhin wurde gezeigt, dass
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Hydroxychloroquin unter bestimmten Umsténden eine ROS-induzierte Entziindung ver-
hindern kann (Klouda & Stone, 2020). Chloroquin hat zahlreiche Wirkungen neben der
Hemmung der Autophagie und des lysosomalen Proteinabbaus, wie Makrophagenakti-
vierung, und eine von der Autophagie unabhéngige schwere Desorganisation des Golgi-
und des endolysosomalen Systems (Mauthe et al., 2018; Ouyang et al., 2014). AulRerdem
senkt es den Gehalt an proinflammatorischen Zytokinen und anderen Mediatoren (Ou-
yang et al., 2014). Daher sollte die Interpretation der Ergebnisse, die durch Blockierung
der Autophagie mit diesem Medikament erzielt werden, mit Vorsicht erfolgen (Mauthe
etal., 2018).

Zusammenfassend werfen die geschlechtsspezifische Expression von Autophagiemar-
kern und MDA, sowie der durch Chloroquin verminderte MDA-Spiegel ein neues Licht
auf das Zusammenspiel von oxidativem Stress und Autophagie bzw. Chloroquin - auch
im Hinblick auf eine mogliche Beteiligung des Geschlechts, die allerdings noch weiterer
Aufklarung bedarf. Die weitere Analyse der molekularbiologischen Zusammenhénge tra-
gen zum Krankheitsverstandnis der Schistosomiasis bei und kénnten in der Zukunft der

Detektion neuer therapeutischer Targets dienen.

5.4 Translationale Anwendbarkeit

Es wurde bereits beschrieben, dass oxidativer Stress zur Pathogenese der S. mansoni-In-
fektion beitragt und eine hepatozelluldre Proliferation fordert, sodass eine Senkung des
oxidativen Stresses einen wichtigen therapeutischen Ansatz darstellt (von Bulow et al.,
2024). Obwonhl die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsarbeit zeigen, dass Chloro-
quin oxidativen Stress in Zellkulturversuchen hemmen kann, ist aufgrund der beschrie-
benen schadlichen Erh6hung des systemischen, oxidativen Stresses dessen Eignung als
potentielles Therapeutikum fraglich. Die gleichzeitige Gabe von Chloroquin kann die
Bioverfligbarkeit von Praziquantel herabsetzen (Deutsche Gesellschaft fur Tropenmedi-
zin und Internationale Gesundheit, 2017). Chloroquin hemmt allerdings die Bildung von
Hamozoin, das fiir das Uberleben der adulten Parasiten wichtig ist (EI-Saadi et al., 2021).
Kurzlich wurde im Mausmodell gezeigt, dass die kombinierte Verabreichung von Chlo-
roquin und Praziquantel zu einer Verringerung der Parasitenlast sowie der mittleren An-
zahl der Lebergranulome fiihrt (EI-Saadi et al., 2021).

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede der Au-

tophagie-Marker Beclin und ATG5 sowie der MDA-Konzentration und deren
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Verminderung durch Chloroquin in Zellkultur kénnten hierbei durch weitere Aufklarung
nutzbare, potentielle, protektive Mechanismen offenbaren. Auch im Hinblick auf VVerbes-
serung von Therapien fur Typ-2-Diabetes und Metabolisches Syndrom kann die Aufkla-
rung metabolischer Veranderungen des Lebergewebes bei Schistosomiasis einen wert-

vollen Beitrag leisten.

Die Autophagie mit Wechselwirkung zu Metabolismus und oxidativem Stress konnte als
Angriffspunkt neuer therapeutischer Interventionen dienen. Die Entwicklung krank-
heitsspezifischer Autophagie-Modulatoren erfordert ein umfassendes Verstandnis der
verschiedenen Signalwege, die auf die Autophagie einwirken (Schneider & Cuervo,
2014). Obwohl sich die Blockade der Autophagie bei verschiedenen Krankheiten als
wirksam zur Verringerung von Leberschaden erwiesen hat, wirde sich eine vollstandige
und langanhaltende Hemmung der Autophagie letztendlich nachteilig auf die Leber aus-
wirken (Schneider & Cuervo, 2014). Die gezielte Beeinflussung der mit der Autophagie
zusammenhangenden Stoffwechselwege stellt dartiber hinaus ein vielversprechendes In-
strument fir die Entwicklung neuartiger Krebstherapeutika dar (Kocaturk et al., 2019).
Besonders als Ergdnzung zu anderen therapeutischen Ansédtzen konnte die Modulation

der Autophagie daher bei der Behandlung der S. mansoni-Infektion eine Rolle spielen.

5.5 Limitationen der Arbeit

Die geringe Anzahl an Versuchstieren stellt eine Limitation dieser Arbeit dar. Dabei wur-
den aus ethischen Grunden jeweils nur drei nicht-infizierte mannliche und weibliche
Tiere als Super-Kontrollgruppe verwendet. Es konnte daher nicht von einer Normalver-
teilung ausgegangen werden. Trotzdem waren unsere Daten unter strenger Testauswahl
statistisch auswertbar. Die Untersuchung und Auswertung erfolgten dabei rein explorativ.
Durch die Anwendung der Bonferroni-Korrektur zur Adjustierung der Signifikanzni-
veaus bei multiplem Testen verfehlen einige Vergleiche das Erreichen der Signifikanz.
Bei neuer und groRerer Stichprobe kdnnten Gruppenunterschiede vermutet werden. Der
rein explorative Charakter dieser Arbeit dient vor allem dem Uberblick, um die Richtung

flr fokussierende, konfirmatorische Folgestudien aufzuzeigen.

Die Verwendung eines Hamstermodells stellt die Frage nach der Ubertragbarkeit der Er-
gebnisse dieser Arbeit auf den Menschen. Beim Hamster handelt es sich um ein etablier-
tes Modell fur die S. mansoni-Infektion. Das Modell wurde eingefiihrt, da es im Vergleich

zum Mausmodell gemaR des Reduktionsprinzips der 3R weniger Tiere erfordert

65



Diskussion

(Wiedemann et al., 2022). Die meisten der beobachteten biochemischen Wirkungen bei
einer S. japonicum-Infektion im Hamster waren mit denen identisch, die zuvor in einem
Mauswirt beschrieben wurden (Wang et al., 2006). Obwohl beim Menschen ein Bias zum
mannlichen Geschlecht bei Schistosomiasis zu beobachten ist, weisen mit S. mansoni-
infizierte weibliche M&use eine hohere Parasitenlast auf und entwickeln stérkere entziin-
dungsfordernde Immunreaktionen als mannliche Mause (Bernin & Lotter, 2014). In die-
sem Zusammenhang sind Mausmodelle flr S. mansoni-Infektionen in Bezug auf Studien
am Menschen schwer zu interpretieren, da sich der Geschlechtsunterschied umkehrt
(Bernin & Lotter, 2014). Zur besseren Ubertragbarkeit auf den Menschen sind in unserer
Arbeitsgruppe Farbungen humaner Lebergewebeschnitte geplant bzw. im Rahmen der
Studie zur metabolischen Umprogrammierung durch S. mansoni bereits erfolgt (von
Bulow et al., 2023).

In Bezug auf geschlechtsspezifische Unterschiede gilt es auBerdem zu beachten, dass
GAPDH als Ladekontrolle fir die Western Blot Analysen in Lebern weiblicher Ratten im
Vergleich zu mannlichem Gewebe deutlich starker exprimiert wird (Campesi et al.,
2013). Auch alternative Ladekontrollen wie a-Actin oder B-Tubulin weisen dahingehend
geschlechtsspezifische Unterschiede auf (Campesi et al., 2013). Die Aussagen der Wes-
tern Blot Analysen lassen daher keinen absoluten direkten Vergleich zwischen mannli-
chen und weiblichen Organismen zu. Es kann ausschlieRlich die Richtung der Regulation

verglichen werden.

Beziiglich der untersuchten Gebiete Kohlenhydrat-, Lipidstoffwechsel, Autophagie und
oxidativer Stress wurden jeweils nur eine begrenzte Auswahl an Proteinen und Markern
bestimmt. Offen bleibt, ob auRerhalb dieser untersuchten Faktoren Geschlechtsunter-
schiede in der Beeinflussung der Regulation des hepatischen Metabolismus durch S. man-
soni bestehen. AuBerdem wurden die Hamsterlebern ausschlieBlich mittels Western Blot
analysiert, was Aufschluss tber die jeweiligen Proteinmengen der gesamten Leber ver-
schafft, wohingegen rdumliche Zusammenhange zu Eiern und Granulomen mit dieser
Methode nicht aufgeklart werden. In Folgestudien wurden daher immunhistochemische
Farbungen mit raumlicher Zuordnung der metabolischen Veréanderungen zu den Ei-Gra-
nulomen geplant. Eine Doppelfarbung von LC3B/LAMP wirde den Autophagienachweis

zusétzlich komplettieren.
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Weiterhin wurde gezeigt, dass bei Geschlechtsunterschieden bezliglich der Autophagie
auch das Alter der Tiere eine Rolle spielt (Olivan et al., 2014). Fir diese Studie wurden

jedoch nur Hamster einer Altersgruppe untersucht.

Die Autophagie und oxidativen Stress betreffenden Geschlechtsunterschiede wurden bis-
lang nur in vivo untersucht. Die Analyse einer hormonellen Beteiligung der beobachteten
Gender-assoziierten Unterschiede durch Zellkultur-Stimulationsversuche oder Zell-Or-
ganoide konnte die zellularen und molekularen Ursachen der beobachteten Effekte auf-

klaren.

Trotz der Limitationen konnten die Ergebnisse der Arbeit geschlechtsspezifische Unter-
schiede in der Expression der Autophagiemarker Beclin und ATG5 sowie der MDA-
Konzentration zeigen. Die Inhibition der Autophagie in HepG2 Zellen mittels Chloro-
quins fuhrte in HepG2 Zellen zu einer Verminderung des durch SEA tendenziell erhéhten
MDA-Spiegels. In der Expression der untersuchten Enzyme aus Kohlenhydrat- und Lip-
idstoffwechsel wurden keine geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestelit.
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6 Zusammenfassung

Schistosomiasis betrifft Gber 250 Millionen Menschen und ist damit eine der haufigsten
parasitaren Infektionskrankheiten weltweit. Die Krankheit steht in engem Zusammen-
hang zu Armut und stellt auch sozio6konomisch eine groRe Herausforderung dar. Die
Erkrankung kommt v.a. in tropischen und subtropischen Gebieten vor, doch das Risiko
einer Ausbreitung in gemaRigten Breitengraden hat sich bereits manifestiert. Die intesti-
nale Form, die u.a. von S. mansoni ausgeldst wird, fihrt nicht selten zu einer chronischen
Erkrankung mit zunehmender fokaler Leberfibrose und portaler Hypertension, welche
vor allem durch die Schistosomen-Eier initiiert wird. Derzeit ist kein Medikament ver-
fligbar, das effektiv gegen diese Eier und die unreifen VVorstufen der Schistosomen wirkt.
Durch Aufklarung mechanistischer Zusammenhange konnten neue Ansétze fir
Chemotherapeutika im Sinne einer zielgerichteten und personalisierten Medizin identifi-
ziert werden. Diese Dissertationsarbeit fokussiert sich dabei auf geschlechtsspezifische
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Beeinflussung des Leberstoffwechsels, des oxi-

dativen Stresses und der Autophagie durch S. mansoni.

Im Rahmen von Vorarbeiten zu den hier vorgestellten Studien (BuB, 2021; Hehr, 2021;
von Bulow et al., 2023) wurden in weiblichen Hamsterlebern Schlisselenzyme des Koh-
lenhydrat- und Lipidstoffwechsels, sowie Marker des oxidativen Stresses untersucht. Ge-
schlechtsunterschiede im hepatischen Stoffwechsel sowie bei Infektion mit S. mansoni
sind in der Literatur beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher zundchst die
betreffenden Schliisselenzyme mittels Western Blot Analyse in méannlichen mit S. man-
soni infizierten Hamstern untersucht. Als Kontrollen dienten nicht-infizierte Hamster und
Hamster, die nur mit Zerkarien eines Geschlechts (ohne Eiproduktion) infiziert wurden.
Die Auswirkungen der Infektion auf die Regulation des Leberstoffwechsels in mannli-
chen Wirten wurde mit den vorbekannten Werten bei weiblichem Wirt verglichen. In
Hamstern beider Geschlechter sowie in HepG2 Zellen die mit l16slichen Ei-Antigenen von
S. mansoni (SEA) versetzt waren, wurden zudem Marker der Autophagie untersucht. Als
Marker fir oxidativen Stress wurde Malondialdehyd (MDA) mittels eines quantitativen
Assays in mannlichen Hamsterlebern und den mit SEA und dem Autophagieinhibitor

Chloroquin stimulierten HepG2-Zellen bestimmit.

Die Regulation der Schliisselenzyme des Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels im Le-
bergewebe zeigte keine Unterschiede zwischen den mannlichen und weiblichen mit S.

mansoni infizierten Hamstern. In der Expression der Autophagie-Marker Beclin und
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ATGS5 zeigten sich geschlechtsspezifische Unterschiede. Nach Infektion wiesen weibli-
che Tiere in der Leber eine Erh6hung von Beclin auf und der ATG5 Gehalt blieb stabil,
wohingegen Beclin in méannlichen Tieren unverandert blieb und ATG5 im Lebergewebe
nach Infektion absank. In mannlichen Tieren zeigte sich auch keine Erhéhung der MDA-
Konzentration nach Infektion. In Zellkulturversuchen wiesen ménnliche HepG2-Zellen
erhdhte Autophagiemarker auf. Nach SEA-Stimulation fand sich auch hier keine erhéhte
MDA-Konzentration. Die Inhibition der Autophagie in HepG2 Zellen mittels Chloro-
quins fuhrte allerdings in HepG2 Zellen zu einer Verminderung des durch SEA tenden-

ziell erhohten MDA-Spiegels.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schliel3en, dass die S. mansoni-In-
fektion zu einer wirtsgeschlechtsunabhéngigen Umprogrammierung des hepatischen
Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsels fuhrt. Die metabolischen Verdnderungen scheinen
nur in weiblichen Hamstern oxidativen Stress auszulésen, was auch mit einer Steigerung
der Autophagiemarker vornehmlich in den weiblichen Tieren einhergeht. Weiterhin wer-
fen die Ergebnisse dieser Arbeit ein neues Licht auf das Zusammenspiel von oxidativem
Stress und Autophagie bzw. deren Hemmung durch Chloroquin. Die weitere Aufklarung
der molekularbiologischen Zusammenhénge tragen zum weiteren Krankheitsverstandnis

bei und konnten in der Zukunft der Findung neuer therapeutischer Angriffsziele dienen.

/7 Summary

Schistosomiasis affects over 250 million people, making it one of the most common par-
asitic infectious diseases worldwide. The disease is closely connected to poverty and rep-
resents a major socio-economic challenge. The disease occurs mainly in tropical and sub-
tropical regions, but the risk of spreading to moderate climate zones has already mani-
fested itself. The intestinal form, which is caused by S. mansoni among others, often leads
to chronic disease with increasing focal liver fibrosis and portal hypertension, which is
mainly initiated by the schistosome eggs. There is currently no drug available that is ef-
fective against these eggs and immature forms of schistosomes. By investigating mecha-
nistic connections, new approaches for chemotherapeutics could be identified in the sense
of targeted and personalized medicine. This dissertation focuses on gender-specific sim-
ilarities and differences in the influence of S. mansoni on liver metabolism, oxidative

stress and autophagy.
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Zusammenfassung

As part of the preliminary work for studies presented here (Bul, 2021; Hehr, 2021; von
Bulow et al., 2023), key enzymes of carbohydrate and lipid metabolism as well as markers
of oxidative stress have been investigated in female hamster livers. Sex differences in
hepatic metabolism and in S. mansoni infection have been described in the literature. In
this study, therefore, the relevant key enzymes were first analyzed by Western blot anal-
ysis in male hamsters infected with S. mansoni. Uninfected hamsters and hamsters in-
fected only with cercariae of one sex without egg production served as controls. The ef-
fects of the infection on the regulation of liver metabolism in male hosts were compared
with the previously known values in female hosts. In hamsters of both sexes and in HepG2
cells spiked with soluble egg antigens of S. mansoni (SEA), markers of autophagy were
also investigated. As a marker for oxidative stress, malondialdehyde (MDA) was deter-
mined by a quantitative assay in male hamster livers and HepG2 cells stimulated with

SEA and the autophagy inhibitor chloroquine.

The regulation of key enzymes of carbohydrate and lipid metabolism in liver tissue
showed no differences between male and female hamsters infected with S. mansoni.
There were sex-specific differences in the expression of the autophagy markers Beclin
and ATG5. After infection, female animals showed an increase in Beclin in the liver and
ATGS5 levels remained stable, whereas Beclin remained unchanged in male animals and
ATGS5 decreased in liver tissue after infection. In male animals, there was also no increase
in MDA concentration after infection. In cell culture experiments, male HepG2 cells
showed increased autophagy markers. After SEA stimulation, no increased MDA con-
centration was found here either. However, the inhibition of autophagy in HepG2 cells
using chloroquine led to a reduction in the MDA level in HepG2 cells, which tended to
be increased by SEA. The results of the present study suggest that S. mansoni infection
leads to a host-sex-independent reprogramming of hepatic carbohydrate and lipid metab-
olism. The metabolic changes appear to induce oxidative stress only in female hamsters,
which is also associated with an increase in autophagy markers mainly in the female an-
imals. Furthermore, the results of this study shed new light on the interplay between oxi-
dative stress and autophagy and its inhibition by chloroquine. This further clarification of
the molecular-biological relationships contributes to a better understanding of the disease
and could help to find new therapeutic targets in the future.
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12 Anhang

Protein Funktion 4 Q ZK
Kohlenhydrat- PKM1 Glykolyse 1 1 )
stoffwechsel GS Glykogensynthese ! ! !
G6PD Pentosephosphatweg 1 1 1
PCK2 Glukoneogenese o | o
Lipidstoffwechsel | FAS Fettsauresynthese ! ! l
ACC1 Lol |
ACS TAG-Synthese ! ! !
ATGL TAG-Abbau o | o
(P)AMPK | Regulator ) ! !
Autophagie (p)mTOR | Regulator ! ! !
p62 Frachtprotein 1 ) )
Beclin Initiation o 1 0
ATG5 Autophagosombildung | | — 0

LAMP2 | CMA o | o

Oxidativer Stress | MDA Oxidativer Stress o |1 0

Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse. Dargestellt ist jeweils die Richtung der Regulierung
des Proteins der bisex-infizierten (bzw. SEA-stimulierten) Gruppe im Vergleich zu mindestens einer Kon-
trollgruppe. 1 Hochregulation, | Herabregulation, < keine signifikante Regulation, & méannliche Hamster-
leberlysate, @ weibliche Hamsterleberlysate, ZK ménnliche HepG2-Zellen, hellgrau hinterlegt: Ergebnisse
aus Vorstudien der Arbeitsgruppe Prof. Roeb.
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