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Zusammenfassung 

Schistosomen und Leberegel gehören zu den medizinisch bedeutsamsten Trematoden, 

weshalb die Kontrolle dieser Zoonose- und NTD-Erreger und die Suche nach neuen, 

effizienteren Bekämpfungsansätzen hohe Priorität hat. Die Grundlagenforschung kann 

hierzu über die Identifizierung neuer aktiver Substanzen und die Charakterisierung von 

Targets, also zellbiologischer “Achillesfersen” der Erreger, einen wichtigen Beitrag leisten. 

Im Bereich der Target-basierten Wirkstoffforschung wurden hier erstmals Autophagie-

assoziierte Proteine in Schistosoma mansoni und ausgewählte Proteinkinasen in Fasciola 

hepatica untersucht. Dazu gehört die Frage, welche Parasitenstadien diese Proteine 

exprimieren und in welchen ihrer Gewebe, und ob pharmakologische Inhibierung der 

Proteinaktivität zum Absterben des Parasiten führt. Im Bereich des Wirkstoffscreenings 

wurden ausgewählte Naturstoffe aus Insekten hinsichtlich ihres antischistosomalen 

Potentials untersucht. 

In F. hepatica wurden bioinformatisch zunächst fünf vielversprechende Proteinkinasegene 
identifiziert. In situ-Hybridisierungen und quantitative realtime-PCR (qRT-PCR) zeigten, 
dass Abl-Tyrosinkinasen in allen pathologisch relevanten Parasitenstadien hoch exprimiert 
vorliegen, v.a. in der Gastrodermis. Aufgrund der hohen Konserviertheit vieler Protein-
kinasen ist es aussichtsreich, Kinaseinhibitoren aus der Humanforschung auch gegen 
Fasciola zu testen. In der Tat zeigte der Abl-Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib eine deutliche, 
stadienübergreifende fasziolizide Wirkung in vitro. Um einen ersten Einblick in die 
Wirkungsweise von Imatinib im Leberegel zu erhalten, quantifizierten wir die Expression 
von Genen mit Beteiligung an der Regulation von oxidativem Stress, Zellzyklus und drug 

efflux aus Zellen. Die erhöhte Expression eines Superoxiddismutase-Gens deutete eine 
Induktion bzw. Abwehr oxidativen Stresses im Wurm nach Imatinib-Exposition an. Über 
hochauflösende bildgebende Atmosphärendruck-Matrix-unterstütze Laserdesorptions/-
ionisations-Massenspektrometrie (AP-sMALDI-MS Imaging) wurde die Aufnahmeroute 
und -kinetik sowie der Gewebetropismus von Imatinib in S. mansoni und F. hepatica 
untersucht. Imatinib war bereits nach wenigen Minuten vorrangig im Gastrodermisgewebe 
detektierbar, was eine orale Aufnahme vermuten ließ. Schließlich konnten wir im Gewebe 
beider Spezies eine Metabolisierung von Imatinib zu N-Demethyl-Imatinib nachweisen, 
dem Abl-Kinase inhibierenden Metabolit, welches auch im Menschen gebildet wird. Es ist 
anzunehmen, dass das Metabolit zur anthelmintischen Aktivität von Imatinib beiträgt. 

Neben Proteinkinasen stellen Autophagie-assoziierte Proteine aufgrund ihrer vielfältigen 

Rolle in der Zellbiologie attraktive Wirkstofftargets dar. Autophagie beinhaltet die 

gesteuerte Degradation zellulärer Bestandteile durch autophagolysosomalen Verdau und 

dürfte, wie für andere Eukaryoten, auch für Trematoden lebenswichtig sein. Beispielhaft für 

S. mansoni wurde untersucht, welche Proteine des Autophagiesystems in diesem Parasiten 

existieren, und welche Rolle Autophagie für dessen Zellerhalt, die Reproduktion und 

letztlich das Überleben des Parasiten spielt. Konservierte Autophagie-Gene konnten in 

S. mansoni sowohl bioinformatisch als auch über qRT-PCR und Western Blot erstmals 

nachgewiesen werden. Pharmakologische Inhibierung der Autophagie im Wurm mit 

Inhibitoren aus der Humanforschung hatte eine deutliche antischistosomale Wirkung in 

vitro. Bafilomycin A, ein Makrolidantibiotikum und V-ATPase-Inhibitor, und der Phospho-

inositid-3-kinase (PI3K)-Inhibitor Wortmannin reduzierten nicht nur die Fitness der 
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Würmer, sondern schädigten spezifisch die Keimzellen in den Gonaden und beeinträchtigten 

die Bildung von Eiern. Wir vermuten, dass Autophagie u.a. für die Reproduktion von 

Schistosomen ein essentieller Prozess ist. 

Neben dieser Target-basierten Forschung ist das Screening von Naturstoffbibliotheken ein 

wichtiger Bestandteil der Wirkstoffforschung, wobei Pflanzen die mit Abstand am 

häufigsten genutzte Quelle für Antiparasitika darstellen. Obwohl auch Insekten ein riesiges 

Arsenal bioaktiver Substanzen produzieren, wurden Naturstoffe aus Insekten in der 

Anthelmintika-Forschung bislang nahezu ignoriert. Hier wurden als Pilotstudien erstmals 

Substanzen aus der Hämolymphe des Asiatischen Marienkäfer Harmonia axyridis und dem 

Venom der Raubwanze Rhynocoris iracundus in vitro gegen S. mansoni getestet. Die 

Substanzen werden von den beiden Spezies zur Verteidigung gegen Pathogene, Konkur-

renten oder Prädatoren eingesetzt, zeigten aber auch pleiotrope antischistosomale Effekte. 

Für beide Substanzen wurde überdies eine inhibitorische Wirkung auf die Stammzell-

proliferation im Parasiten festgestellt. Da Stammzellen essentiell für Wachstum und 

Entwicklung der Parasiten sind, stellen Substanzen, die mit der Stammzellaktivität der 

Parasiten interferieren, attraktive Wirkstoffkandidaten dar. Für das Alkaloid Harmonin 

wurde ein möglicher Wirkmechanismus in der Inhibierung der enzymatischen Aktivität der 

schistosomalen Acetylcholinesterase gefunden. Eine Translation der Ergebnisse auf 

F. hepatica ist vielversprechend, denn in ersten Tests tötete Harmonin juvenile Leberegel 

innerhalb kürzester Zeit.  

Im Rahmen der Arbeiten wurden verschiedene molekular- und zellbiologische Methoden 

für die Analyse von Targets und Wirkstoffen in Trematoden optimiert bzw. etabliert. Dazu 

gehören die (1) Optimierung einer verlässlichen Genexpressionsanalyse in beiden Tremato-

denspezies durch bioinformatische und experimentelle Validierung von Referenzgenen für 

den Einsatz in qRT-PCRs, (2) die Quantifizierung von Stammzellen im Parasiten nach 

Substanzbehandlung mittels fluoreszenzbasierter 3D-Analysen, und in Kooperation (3) AP-

sMALDI-MS Imaging zum bildgebenden Nachweis von Wirkstoffen im Parasitengewebe. 

Diese Methoden werden auch in zukünftigen Studien zu S. mansoni und F. hepatica, und 

bei entsprechender Translation darüber hinaus, tiefere Einblicke in den Wirkmechanismus 

anthelmintischer Substanzen liefern.  

Die Kombination aus anwendungsorientierter Substanztestung und grundlagen-

wissenschaftlich orientierter, molekularer Target-Forschung stellt insgesamt eine 

vielversprechende Strategie zur Identifizierung neuer Bekämpfungsansätze gegen 

S. mansoni und F. hepatica dar. Zukünftig sollten Kombinationstherapien, etwa von 

Proteinkinase- und Autophagieinhibitoren, systematisch gegen Schistosomen und Leberegel 

getestet werden, um einen potenzierenden Effekt zu erzielen. Ziel internationaler Forschung 

sollte es auch sein, ein umfassenderes Wissen über das Kinom in F. hepatica zu erlangen 

und die Testung von Naturstoffen aus Insekten in den nächsten Jahren deutlich 

voranzutreiben, um neue Targets und Wirkstoffe zu identifizieren. 
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1 Einleitung  
 

1.1 Vernachlässigte Tropenerkrankungen im Fokus der Wirkstoffforschung 

Die WHO zählt aktuell 20 Krankheiten zu den sogenannten vernachlässigten 

Tropenerkrankungen (neglected tropical diseases, NTDs), unter denen vorranging 

Menschen in ressourcenarmen Ländern tropischer und subtropischer Regionen leiden. 

Weltweit sind mehr als 1,7 Milliarden Menschen betroffen (WHO 2021). Zu den NTDs 

gehören viele Infektionen mit parasitären Protozoen und Würmern (Helminthen). 

Vernachlässigt sind die endemischen Regionen auch im weiteren Sinne, denn häufig sind es 

ländliche Gegenden, wo Zugang zu medizinischer Behandlung fehlt oder stark eingeschränkt 

ist, und es an Infrastruktur und hygienischer Grundversorgung mangelt, wie Sanitäranlagen, 

Frischwasser- und Abwassersysteme (Boisson et al. 2016). Diese Faktoren tragen zu einer 

hohen Morbidität und teils Mortalität durch NTDs bei, was letztlich Armutskreisläufe in den 

betroffenen Regionen befördert (Bodimeade et al. 2019). Nicht zu vernachlässigen, auch 

unter dem globalen One Health-Aspekt, ist zudem die Relevanz vieler zoonotischer Erreger 

als Ursache für NTDs (Laing et al. 2021). Hierzu zählen auch Infektionen mit Saugwürmern 

(Trematoden), die ein breites tierisches Wirtsspektrum befallen können. Die Vielwirtigkeit 

zahlreicher NTD-Erreger, ihre komplexe Transmissionsbiologie, aber auch der 

Klimawandel, der eine Ausbreitung von Zwischenwirten in die nördliche Hemisphäre 

begünstigt, tragen zur Komplexität der Problematik entscheidend bei (Webster et al. 2016, 

El-Sayed and Kamel 2020). So tritt Schistosomiasis neuerdings in Europa (Korsika) auf, wo 

sich autochthone Infektionsherde etabliert haben (Berry et al. 2016). 

Letztlich sind NTDs auch mit Blick auf unzureichende Forschungsinitiativen und 

Finanzierung von Bekämpfungsmaßnahmen weltweit vernachlässigte Krankheiten. Ein 

Grund für die geringe Aufmerksamkeit in puncto Wirkstoffentwicklung liegt in der geringen 

Profitspanne. Die Situation wird noch verschlimmert durch die Entwicklung von Resis-

tenzen der Erreger gegen eine Vielzahl der bestehenden Chemotherapeutika, was sich in 

einem alarmierend kleinen Repertoire sicherer und wirksamer Medikamente widerspiegelt 

(Akinsolu et al. 2019). Diese weitreichende Problematik wurde von der WHO, politischen 

Entscheidungsträgern, Akademikern, und Pharmakonzernen erkannt und führte 2012 zur 

Verabschiedung der London-Deklaration zu NTDs. Der hier entwickelte Fahrplan zur 

weltweiten Bekämpfung wurde in 2021 erweitert (Balakrishnan 2021). Ausgewählte NTDs 

sollen bis 2030 global oder regional ausgerottet, eliminiert bzw. kontrolliert werden. 

Schlüssel hierzu ist neben der Impfstoffentwicklung v.a. ein ausreichend großes Portfolio 

neuer Therapeutika. Die Möglichkeit zur Massenbehandlung ganzer Bevölkerungsgruppen 

(Mass Drug Administration, MDA), die auch zur präventiven Chemotherapie genutzt wird, 

ist ein Schlüssel zum Erreichen der gesteckten Ziele (De Rycker et al. 2018). 

Somit hat die Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen Helminthen und andere NTD-Erreger 

höchste Priorität. Ein Fokus hierbei liegt auf der Suche nach günstigen und leicht 

zugänglichen Quellen für bioaktive Substanzen, wie etwa Naturstoffe oder bereits zugelas-

sene Wirkstoffe, die für drug repurposing infrage kommen. Auch die Identifizierung der 

Zielstrukturen (Targets) von Wirkstoffen im Erreger ist wünschenswert, um Wirk-

mechanismen zu verstehen und damit Resistenzbildung zuvorkommen zu können. 
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1.2 Infektionen mit Schistosomen und dem Leberegel Fasciola hepatica 

Trematoden sind parasitäre Vertreter im Stamm der Plattwürmer (Plathyhelminthes). Zwei 

der prävalentesten und medizinisch bedeutsamsten Vertreter stellen die Pärchenegel 

(Schistosomen) und Leberegel dar, deren Bekämpfung als Zoonose- und NTD-Erreger hohe 

Priorität hat. Schistosomen sind die Erreger der Bilharziose oder Schistosomiasis, einer 

durch Kontakt mit infestiertem Wasser übertragenen Krankheit, die u.a. die Leber betrifft. 

Leberegel der Gattung Fasciola sp. verursachen die Fasziolose, eine Nahrungsmittel- und 

Futter-übertragene Infektion der Leber. Die infektiösen Larvenstadien werden dabei von 

Wasserschnecken ausgeschieden, welche als Zwischenwirt dienen. Beide Parasiten befallen 

ein breites Endwirtspektrum (Mensch, Nutztiere, Wildtiere). Dabei offenbaren sie komplexe 

Lebenszyklen, eine interessante und nur in Teilen verstandene Entwicklungsbiologie sowie 

eine vielschichtige Wirt-Parasit-Interaktion, die Gegenstand vieler Forschungsansätze ist 

(De Bont and Vercruysse 1997, Standley et al. 2012). Trotz ihrer augenscheinlich niederen 

Stellung in der Phylogenie, haben Trematoden erstaunliche Anpassungsfähigkeiten 

entwickelt. So können Adultwürmer bis zu 30 Jahre in ihrem Wirt überdauern, wofür 

effiziente Adaptationsmechanismen erforderlich sind (Schmid-Hempel 2017, Maizels et al. 

2018). Beide Saugwurmgruppen stellen daher faszinierende Untersuchungsobjekte dar, 

sowohl aus veterinär- und humanmedizinischer als auch aus biologisch-grundlagen-

wissenschaftlicher Perspektive. 

Aktuellen Schätzungen zufolge leben mehr als 600 Millionen Menschen in Schistosomiasis-

endemischen Regionen, von denen mindestens 290 Millionen präventive Chemotherapie 

benötigen (WHO 2020). Zur Behandlung der Schistosomiasis existiert mit Praziquantel 

(PZQ) weltweit nur ein einziges Medikament, das gegen alle Schistosomenarten aktiv ist 

(Vale et al. 2017). Allerdings verhindert PZQ keine Reinfektion, ist subeffektiv gegen 

juvenile Würmer, und es mehren sich schon seit längerer Zeit Hinweise auf die Möglichkeit 

einer Resistenzentwicklung (Ismail et al. 1996, Vale et al. 2017). Nach Hautkontakt mit den 

infektiösen Larvenstadien (Gabelschwanzzerkarien) wandern diese über mehrere Wochen 

als Juvenilstadien (Schistosomula) über die Blutgefäße der Lunge weiter zur Pfortader, wo 

sie zu Adultwürmern reifen. Als Nahrungsgrundlage dienen u.a. Erythrozyten, was zu einer 

Anämie im Patienten beitragen kann. In der Pfortader spielt sich ein im Tierreich 

einzigartiges entwicklungsbiologisches Phänomen ab: der weibliche, noch unterentwickelte 

Wurm wird vom Körper des Männchens der Länge nach umschlossen, so dass ein Paar 

entsteht. Im sogenannten gynäkophoren Kanal des Männchens wirken derzeit noch 

unbekannte Signalfaktoren auf das Weibchen, welche dieses zur Ausreifung der 

Geschlechtsorgane anregt. Hier könnten neuronale Faktoren eine Rolle spielen (Hahnel et 

al. 2018, Lu et al. 2019). Das Schistosomenpaar wandert schließlich in die Mesenterialvenen 

(oder Venen der Harnblase im Fall von S. haematobium) als finales Ziel ein (Popiel and 

Basch 1984, Gryseels 2012). Nach der Paarung produziert das Weibchen mehrere hundert 

Eier pro Tag, die zum Großteil über den Blutstrom in den Darm einwandern und nach 

Freisetzung in die Umwelt den Fortlauf des Lebenszyklus sicherstellen. Die restlichen Eier 

landen jedoch über den Blutstrom in der Leber, wo sie pathologische Prozesse von der 

Granulombildung hin zur Leberfibrose induzieren (Gryseels 2012).  
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Leberpathologien sind ebenfalls das Hauptproblem bei der Fasziolose, die in fast der Hälfte 

aller Länder weltweit vorkommt und dort v.a. in der Nutztierhaltung, aber auch als Zoonose 

ein enormes Problem darstellt (Fürst et al. 2012). Herdenprävalenzen betragen bis zu 86% 

in einigen europäischen Ländern und sogar bis zu 91% in Ländern Afrikas (Mehmood et al. 

2017, May et al. 2020). Es überrascht nicht, dass der globale ökonomische Verlust bei Milch- 

und Fleischproduktion auf mehrere Milliarden USD pro Jahr geschätzt wird (Mehmood et 

al. 2017). Die Fasziolose wird ebenfalls zu den NTDs gezählt, die derzeit etwa 2,4-17 

Millionen Menschen betrifft (Fürst et al. 2012). Die Infektion im Menschen verläuft zumeist 

subklinisch, kann jedoch auch zu Anämie, Gewichtsverlust, Unterernährung und biliärer 

Zirrhose führen. Dadurch wird zum einen die Lebensqualität der Betroffenen eingeschränkt, 

zum anderen entstehen nicht zu vernachlässigende Entwicklungsdefizite v.a. in Kindern 

(Jonker et al. 2017) – was auch für die Folgen der Schistosomiasis gilt (Osakunor et al. 

2018). Nach oraler Aufnahme der infektiösen Dauerstadien (Metazerkarien) schlüpfen sog. 

“newly excysted juveniles” (NEJs) im Dünndarm. Diese penetrieren die Darmwand und 

migrieren – mit ihrer geringen Größe von nur 200 µm – über erstaunliche Distanzen hinweg 

zur Leberkapsel. Fortan fressen sich die juvenilen Würmer regelrecht über mehrere Wochen 

durch das Leberparenchym, während sie heranreifen (akutes Infektionsstadium). Die 

Adultwürmer siedeln sich im Gallengang an, wo sie sich vorrangig vom Epithel ernähren 

(chronisches Infektionsstadium) und bis zu 30.000 Eier täglich produzieren (Dawes and 

Hughes 1970, Mas-Coma et al. 2009). Der bevorzugt eingesetzte Wirkstoff zur Behandlung 

der Fasziolose ist Triclabendazol, da dieser sowohl juvenile als auch adulte Leberegel 

abtötet. Vermutlich als Konsequenz des großflächigen Einsatzes in der Nutztierhaltung 

entstanden jedoch Triclabendazol-resistente F. hepatica-Stämme, die auch bereits aus 

Menschen isoliert wurden (Kelley et al. 2016, Kelley et al. 2020). Unter dem One Health-

Aspekt ist die Entwicklung alternativer Wirkstoffe daher von höchster Dringlichkeit. 

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass S. mansoni und F. hepatica, trotz großer 

Unterschiede ihrer Biologie, bemerkenswerte Eigenschaften teilen, wie migrierende 

Juvenilstadien, die lange Lebensfähigkeit im Endwirt, und die Ernährung von Wirtszellen. 

Es scheint wahrscheinlich, dass auch Mechanismen der molekularen Zellbiologie, wie die 

Regulation von Zelldifferenzierung und Zelltod durch typische Signalproteine, Enzyme und 

Rezeptoren, in diesen eng verwandten Spezies gleichen Prinzipien folgt. Die 

Charakterisierung dieser Prozesse sollte es demnach ermöglichen, neue Bekämpfungs-

ansätze für beide Erreger zu schaffen. Damit besteht durchaus die Chance, dass ein neu 

gefundener Wirkstoff speziesübergreifende Effekte besitzen kann. Molekularbiologische 

Techniken zur Erforschung und experimentellen Manipulation von S. mansoni und 

F. hepatica haben in den letzten Jahren eine enorme Weiterentwicklung erfahren. Erste 

Erfolge zur Etablierung der CRISPR/Cas9-vermittelten Genomeditierung gibt es seit 

Kurzem auch für Schistosomen (Du et al. 2021, You et al. 2021). Auch die Verfügbarkeit 

von Genomdaten und postgenomischen Methoden wie RNA-Interferenz (RNAi) ist für die 

Identifizierung von Wirkstofftargets und zellbiologischer “Achillesfersen” der Erreger von 

hoher Relevanz. Vielversprechende Angriffspunkte, mit denen sich meine eigene Forschung 

befasst, sind Proteinkinasen und Autophagie-assoziierte Proteine. 
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1.3 Proteinkinasen und Autophagie-assoziierte Proteine als Wirkstofftargets 

Proteinkinasen gelten als wichtige Regulatoren fundamentaler zellulärer Prozesse, wie die 

Kontrolle von Zellzyklus und -differenzierung (Lane and Nigg 1996, Yuan et al. 1997). Eine 

Dysregulation von Proteinkinaseaktivitäten trägt zur Entstehung zahlreicher Erkrankungen 

des Menschen bei. Dementsprechend liegt ein starker Fokus der Pharmaindustrie auf der 

Entwicklung von Proteinkinaseinhibitoren zur Behandlung dieser Krankheiten, z.B. 

verschiedener Formen von Krebs. Proteinkinasen wurden ebenfalls als vielversprechende 

Targets in ganz unterschiedlichen Pathogenen identifiziert, von Bakterien über Protozoen zu 

Helminthen (Brumlik et al. 2011, Beckmann et al. 2012, Sukumar et al. 2020). Protein-

kinasen als Targets in Parasiten wie Trematoden zu studieren ist umso attraktiver, da man 

aus einem riesigen Pool niedermolekularer (small-molecule) Wirkstoffe schöpfen kann, 

welche z.B. für Krebsmedikamente entwickelt wurden. Aufgrund des hohen Grades an 

Konserviertheit (Manning 2005) ist es durchaus möglich, dass ein humaner Inhibitor auch 

das entsprechende orthologe Enzym in Trematoden inhibiert. 

Einige Kinaseinhibitoren wurden in den letzten Jahren im Detail durch unsere Arbeitsgruppe 

im Hinblick auf eine mögliche antischistosomale Aktivität untersucht, wobei der 

Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib am besten studiert ist (Dissous and Grevelding 2011). 

Imatinib inhibiert im Menschen Proteinkinasen der Abl-Familie und wird als Medikament 

Glivec (Novartis, Basel, Schweiz) zur Therapie von chronisch myeloischer Leukämie und 

gastrointestinalen Stromatumoren eingesetzt (Manley et al. 2002, Knight and McLellan 

2004, Waller 2018). In vitro-Tests unserer Arbeitsgruppe demonstrierten eine 

vielversprechende Aktivität auch gegen S. mansoni und S. japonicum (Beckmann and 

Grevelding 2010, Li et al. 2019). Andere Gruppen konnten dies für den Zestoden 

Echinococcus multilocularis (Hemer and Brehm 2012) und für Filarien bestätigen 

(O'Connell et al. 2015, O'Connell et al. 2017). In S. mansoni konnten wir die Expression 

mutmaßlicher Targets nachweisen, zweier Abl-Orthologe und einer Abl/Src-Hybridkinase, 

und deren Inhibierung durch Imatinib belegen (Beckmann and Grevelding 2010, Beckmann 

et al. 2011). Für Fasciola sp. dagegen herrscht bislang ein regelrechtes Vakuum im 

Kinaseforschungsfeld. Frühere Studien befassten sich hier vorrangig mit nicht-

therapeutischen Aspekten von Kinasen als Vakzinkandidaten (Phosphoglycerat-Kinase) 

oder als Diagnostikmarker zur Unterscheidung von Hybriden (Phosphoenolpyruvat-

Carboxy-Kinase) (Shoriki et al. 2016, Wesolowska et al. 2016). Die Phosphofructokinase 

stellt die einzige bislang als mögliches chemotherapeutisches Target untersuchte Kinase für 

Fasciola sp. dar und geht auf eine Studie aus 1962 zurück (Mansour and Mansour 1962, 

Fairweather et al. 1984). Aufgrund der Konserviertheit vieler Tyrosinkinasen kann man 

vermuten, dass Inhibitoren wie Imatinib auch Aktivität gegen F. hepatica zeigen. 

Zellentwicklung und -homöostase werden, neben Proteinkinasen, auch durch einen 

fundamentalen, katabolischen Mechanismus reguliert: Autophagie (“Selbstverdau”). Dieser 

Prozess dient zum kontrollierten Abbau zellulärer Bestandteile und eliminiert zyto-

plasmatische Komponenten, wie beschädigte Zellorganellen und fehlgefaltete Proteine, 

durch autophagolysosomalen Verdau. Neben dieser zellulären “Entrümpelungsfunktion” 

liefert Autophagie auch neue Baubestandteile für anabolische Prozesse etwa während 

Nährstoffmangelsituationen (Klionsky and Emr 2000). Des Weiteren trägt zelluläre 
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Remodellierung durch Autophagie zur Morphogenese bei Entwicklungsprozessen bei (Song 

et al. 2020). Eine Dysregulation von Autophagie führt dementsprechend zu schweren 

Erkrankungen, auch im Menschen, weshalb die medikamentöse Modulation von 

Autophagieaktivität von großem pharmazeutischen Interesse ist (Kim et al. 2020). In 

Invertebraten wurden vorrangig Untersuchungen für Caenorhabditis elegans durchgeführt, 

bei welchem Autophagie ein wichtiger Regulator der Embryogenese ist (Song et al. 2020). 

Man kann davon ausgehen, dass ein funktionierendes Autophagiesystem, wie für andere 

Eukaryoten, auch für Trematoden lebenswichtig ist.  

 

1.4 Naturstoffe als vielversprechende Anthelmintika 

Neben einer Target-basierten Wirkstoffforschung wird noch häufiger, v.a. von 

Pharmakonzernen, ein non-targeted Screening von Substanzbibliotheken zur Identifizierung 

neuer Wirkstoffkandidaten durchgeführt. Naturstoffe stellen ein enormes, wenig erforschtes 

Reservoir für die Entdeckung neuer bioaktiver Substanzen zur Behandlung von Krankheiten 

dar und sind ein zentraler Teil solcher Screenings (Atanasov et al. 2021). Im Vergleich zur 

synthetischen Chemie besitzen Naturstoffe ein enormes Maß an struktureller Diversität, 

wodurch ein riesiger Pool neuer möglicher Wirkstoffkandidaten existiert. Über 33% der 

zwischen 1981 und 2010 neu zugelassenen Medikamente entstammten Naturstoffen, 

zumeist aus Pflanzen oder Pilzen (Newman and Cragg 2012). Bekannte Beispiele solcher 

aus Pflanzenstoffen stammender Wirkstoffe sind die Acetylsalicylsäure (in Aspirin) und 

Taxol (in Krebsmedikamenten) sowie im Bereich der Antiparasitika Quinin und Artemisinin 

zur Behandlung der Malaria (Phillipson 1994, Newman and Cragg 2012). 

Auch im Bereich Anthelmintika-Forschung wurde in den vergangenen Jahren das 

Naturstoff-Screening zunehmend intensiviert (Neves et al. 2015). Dies betrifft fast 

ausschließlich medizinische Heilpflanzen und deren bioaktive Metabolite wie Alkaloide, 

Terpene und Peptide. In vitro- und in vivo-Aktivität gegen Schistosomen zeigten 

beispielsweise Piplartin (Alkaloid aus einem Pfeffergewächs), Curcumin (Polyphenol aus 

der Safranwurz) sowie Artemisinin und –derivate (Keiser and Utzinger 2012, Mengarda et 

al. 2020, Mokbel et al. 2020). Eigene Studien zeigten eine antischistosomale Wirkung von 

Silvestrol, einem Rocaglat eines asiatischen Mahagonigewächses (Kooperation mit Prof. 

Grünweller, Universität Marburg; unveröffentlichte Daten). 

Im Gegensatz dazu befassten sich bislang nur sehr wenige anthelmintische Studien mit der 

Erforschung tierischer Naturstoffe (de Moraes et al. 2011). Insekten wurden als 

Wirkstoffquelle in der Anthelmintika-Forschung bislang nahezu ignoriert und das, obwohl 

sie die artenreichste Klasse im Tierreich darstellen und gemeinsam ein gigantisches 

Spektrum bioaktiver Substanzen produzieren (Mohamed et al. 2016). Diese Substanzen 

dienen u.a. zur chemischen Verteidigung gegen Fressfeinde, Pathogene und Kompetitoren 

und umfassen Stoffgruppen wie antimikrobielle Peptide sowie vielfältige sekundäre 

Metabolite. Erste Daten zur antischistosomalen Aktivität von Venom und Propolis von 

Bienen scheinen vielversprechend (Mohamed et al. 2016), zweier Produkte, die schon lange 

für ihre fungiziden und antimikrobiellen Eigenschaften bekannt sind (Hegazi et al. 2000). 

Ziel internationaler Forschung sollte sein, die Testung von Naturstoffen aus Insekten in den 
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nächsten Jahren deutlich voranzutreiben, um neue Wirkstoffe gegen Trematoden wie 

Schistosomen und Fasciola sp. zu entdecken. In diese Stoßrichtung bewegt sich der neu 

gegründete Standort „Bioressourcen“ des Fraunhofer-Instituts in Gießen (Tonk and 

Vilcinskas 2017).  

 

1.5 Fragestellungen zur Findung neuer Bekämpfungsmöglichkeiten gegen 
Schistosomen und Leberegel 

In meinen Forschungsarbeiten verfolge ich mehrere parallele Strategien zur Identifizierung 

neuer therapeutischer Optionen gegen S. mansoni und F. hepatica, die auf den vorangehend 

ausgeführten wissenschaftlichen Ansätzen basieren. 

 

Zum einen untersuche ich Naturstoffe aus Insekten in Kooperation mit dem Fraunhofer-

Institut für Molekularbiologie und Angewandte Ökologie (IME) hinsichtlich ihrer 

antischistosomalen Aktivität. Da sowohl die Naturstoffe in ihrer verfügbaren Menge, als 

auch Leberegel in ihrer für Experimente zur Verfügung stehenden Zahl limitiert sind, 

beschränken sich diese Untersuchungen zunächst auf S. mansoni. Ziel ist, neue 

anthelmintische Naturstoffe aus Insekten zu entdecken und mittelfristig auch deren 

Wirkmechanismen zu verstehen. In einem ersten Schritt hierzu wurde die antischistosomale 

Aktivität von Venom einer Raubwanze getestet sowie die eines Alkaloids aus der 

Hämolymphe des Asiatischen Marienkäfers (Harmonia axyridis), der für seine hohe 

ökologische Durchsetzungsfähigkeit gegen Konkurrenten dank „chemischer Waffen“ 

bekannt ist (Vilcinskas et al. 2013). Die Familie der Raubwanzen (Reduviidae) umfasst etwa 

6800 Spezies (Hwang and Weirauch 2012) und nutzt Venom, welches zur Paralyse in 

Beutetiere injiziert wird oder gegen Prädatoren zum Einsatz kommt, und das aus über 200 

bioaktiven Einzelsubstanzen zusammengesetzt ist (Edwards 1961, Walker et al. 2016). Ob 

diese Substanzen oder Harmonin anthelmintische Aktivität besitzen, war bis dato unbekannt.  

Zum anderen umfasst meine Forschung eine Target-orientierte Analyse von Proteinkinasen 

und Autophagie-assoziierten Proteinen. Ziel ist, ausgewählte Proteine hinsichtlich ihrer 

druggability zu charakterisieren. Dazu gehören die Fragen, welche Parasitenstadien diese 

Proteine exprimieren, in welchen Geweben dies passiert, und ob genetische Interferenz mit 

der Proteinexpression oder pharmakologische Inhibierung der Proteinaktivität zum 

Absterben des Parasiten führt. Als Inhibitoren kommen hier vorzugsweise bereits für die 

Abb. 1 Übersicht der Studieninhalte zum Themenkomplex der Wirkstoff- und Targetforschung für 
Schistosoma mansoni und Fasciola hepatica. Zahlen geben die Nummern der Publikationen wieder. 
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Behandlung anderer Erkrankungen des Menschen zugelassene Wirkstoffe zum Einsatz, was 

die Entwicklung eines Anthelmintikums im Zuge eine drug repurposings beschleunigen 

würde. Proteinkinasen wurden in der Fasciola-Forschung bislang vernachlässigt. Das 

übergeordnete Ziel ist daher, Proteinkinasen insgesamt mehr in den Fokus der Leberegel-

Forschung zu rücken. Als proof-of-concept sollte die Wirkung des etablierten 

antischistosomalen Abl-Kinaseinhibitors Imatinib und das zugehörige zelluläre Target in 

F. hepatica studiert werden. Genauso wenig wie Proteinkinasen im Leberegel erforscht sind, 

ist Autophagie für Trematoden untersucht, obwohl es sich um einen essentiellen 

Zellmechanismus handelt. Beispielhaft für S. mansoni sollte beantwortet werden, welche 

Proteine des Autophagiesystems in diesem Parasiten existieren, welche Rolle Autophagie 

für dessen Zellerhalt, die Reproduktion und letztlich das Überleben des Parasiten spielt. Ist 

eine antischistosomale und fasziolizide Substanz gefunden, so ist es zusätzlich von Interesse, 

die Aufnahmekinetik und den Gewebetropismus dieser Substanz im Parasiten aufzuklären, 

um auf mögliche Wirkmechanismen schließen zu können. 

Einige dieser Forschungsfragen benötigten zunächst die Etablierung grundlegender 

Analysemethoden. Hierzu gehört der Nachweis und die Quantifizierung der Genexpression 

eines möglichen therapeutischen Targets. Proteomstudien ergaben deutliche Unterschiede in 

der globalen Genexpression zwischen den verschiedenen im Endwirt vorkommenden 

Lebensstadien von S. mansoni und F. hepatica (Robinson et al. 2009, Di Maggio et al. 2016, 

Wangwiwatsin et al. 2020). Dies hat wichtige praktische Implikationen für die 

Wirkstofftarget-Forschung, denn ein neues Chemotherapeutikum soll möglichst alle 

Parasitenstadien eliminieren können, d.h. das Target muss in allen Lebensstadien 

gleichermaßen exprimiert sein. Auch in vitro-Kulturbedingungen können Genexpressionen 

in den Parasiten global verändern (Jeremias et al. 2017), jedoch sind in vitro-Experimente, 

etwa zur genetischen Manipulation der Parasiten, unerlässlich. Daher war es zunächst Ziel, 

eine verlässliche Methode zur Quantifizierung der Genexpression in verschiedenen 

Lebensstadien beider Trematodenspezies und während in vitro-Kultur zu finden. Als 

Methode zur Analyse von Aufnahme und Verteilung von anthelmintischen Substanzen in 

S. mansoni und F. hepatica habe ich an der Etablierung bildgebender Verfahren mit 

Kooperationspartnern aus der pharmazeutischen sowie analytisch-anorganischen Chemie 

gearbeitet. 

Die Kombination aus anwendungsorientierter Substanztestung und grundlagen-

wissenschaftlich orientierter, molekularer Target-Forschung stellt für mich eine viel-

versprechende Strategie zur Beantwortung der hier oben ausgeführten Fragestellungen und 

zur Identifizierung neuer Bekämpfungsansätze gegen S. mansoni und F. hepatica dar. 
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2 Methodische Ansätze und Ergebnisse zur Charakterisierung  
aktiver Substanzen und Wirkstofftargets  

Die sieben vorgelegten Publikationen umfassen in internationalen Fachzeitschriften 

publizierte Originalartikel, wovon ich eine Erstautorenschaft und sechs Letztautorenschaften 

innehalte. Die Publikationen befassen sich mit dem Themenkomplex der Wirkstoff- und 

Targetforschung für zwei wichtige Vertreter parasitischer Saugwürmer, S. mansoni und 

F. hepatica, sowie dafür notwendige Methoden der molekularen Grundlagenforschung. Die 

methodischen Ansätze und daraus erhaltene Erkenntnisse sind im Folgenden kurz 

zusammengefasst. 

In den Publikationen 1 und 2 wurden die methodischen Grundlagen für aussagekräftige 

Genexpressionsanalysen in S. mansoni und F. hepatica gelegt, indem Referenzgene für diese 

Parasiten identifiziert und experimentell validiert wurden. Für die relative Quantifizierung 

von Transkripten (im Folgenden wird vereinfacht von „Genexpression“ gesprochen) mittels 

quantitativer realtime-PCR (qRT-PCR) müssen Referenzgene im Untersuchungsorganismus 

bekannt sein, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen stabil, d.h. unveränderlich 

exprimiert sind und somit zur Normalisierung von qRT-PCR-Daten herangezogen werden 

können. Zur Identifizierung solcher Referenzgene wurden vergleichende qRT-PCR-

Analysen einer Vielzahl von Kandidatengenen mit zunächst quantitativer Transkript-

bestimmung ausgeführt. Die Auswertung, das Ranking der Kandidatengene nach höchsten 

Stabilitätswerten, erfolgte durch mehrere bioinformatische Algorithmen. Ein besonderer 

Fokus lag darauf, Referenzgene für Genexpressionsanalysen in vitro-kultivierter Würmer zu 

finden, da in vitro-Manipulation von Würmern mit Inhibitoren oder durch RNAi eine 

Hauptmethode der Wirkstoffforschung darstellt. Meine eigenen Untersuchungen 

identifizierten das in Mitochondrien exprimierte Gen letm-1 (LETM1 and EF hand domain 

containing protein 1) sowie das Proteasom-Gen psmb7 (proteasome subunit beta type 7) als 

neue Referenzgene für S. mansoni. Wir nutzten diese beispielhaft zum Nachweis, dass 

bestimmte neuronale Gene im Männchen paarungsabhängig exprimiert werden. Die Studie 

zum Leberegel wurde unter meiner Betreuung von meinem Doktoranden Hicham Houhou 

angefertigt. Für F. hepatica wurden das Chaperon-Gen tbcd (tubulin-specific chaperone D) 

und ebenfalls psmb7 als geeignete Referenzgene gefunden (Haeberlein et al. 2019, Houhou 

et al. 2019). Als ein Anwendungsbeispiel wurde in derselben Studie die Expression von fünf 

Kinasegenen (abl1, abl2, pkc, akt1, plk1) quantifiziert, die als mögliche Wirkstofftargets in 

anderen Parasiten beschrieben worden sind (Beckmann and Grevelding 2010, Long et al. 

2010, Morel et al. 2014, Ressurreicao et al. 2014, Guidi et al. 2015). Die Analyse wurde 

dabei für drei verschiedene Lebensstadien des Leberegels erfasst, die pathologisch relevant 

sind. Dies offenbarte stadienabhängige Expressionsmuster dieser Kinasegene. 

In den Publikationen 3 und 4 wurde in einer interdisziplinären Kooperation mit Prof. 

Bernhard Spengler (Institut für Anorganische und Analytische Chemie, Justus-Liebig-

Universität Gießen) eine weitere Methodik der Wirkstoffforschung in Trematoden etabliert: 

die hochauflösende bildgebende Atmosphärendruck-Matrix-unterstütze Laserdesorptions/-

ionisations-Massenspektrometrie (AP-sMALDI-MS Imaging) (Rompp et al. 2011). Hierbei 

werden die Moleküle im Gewebeschnitt mit einem Laser ionisiert, was durch voriges 
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Besprühen des Schnitts mit einer geeigneten organischen Matrix ermöglicht wird. Das 

gesamte Gewebe wird mit dem Laser abgerastert, wobei eine punktförmige Ionisierung im 

Abstand weniger Mikrometer stattfindet, so dass eine hohe Auflösung erzielt wird. Nach 

massenspektrometrischer Analyse werden die gefundenen Molekülfragmente rückwirkend 

mit der Positionsinformation des Ionisierungsschrittes überlagert, so dass eine 2D-

Information zur Verteilung der Moleküle im Gewebe erhalten wird (Abb. 2 A,B).  

 

 
 

Wir nutzten AP-sMALDI-MS Imaging zur Beantwortung der Fragen: Über welche Route 

wird eine Substanz vom Wurm aufgenommen - oral oder tegumental? In welchem Zeitraum 

findet dies statt? Lagert sich die Substanz bevorzugt in bestimmten Geweben ab, und 

korreliert dies mit beobachteten Gewebeschädigungen? Wird die Substanz zu bioaktiven 

Metaboliten im Wurm umgesetzt? Exemplarisch wurden diese Fragestellungen für 

S. mansoni und F. hepatica beantwortet, welche in vitro mit dem Abl-Kinaseinhibitor 

Imatinib behandelt worden sind (Mokosch et al. 2021, Morawietz et al. 2020). Für 

F. hepatica wurden in diesem Zusammenhang detaillierte Analysen des mutmaßlichen 

Targets von Imatinib angestellt. Neben in situ-Hybridisierungen wurden anhand der zuvor 

Abb. 2 Bildgebende Methoden in der Wirkstoff- und Targetanalyse am Beispiel Fasciola hepatica. 
Gezeigt sind Querschnitte eines adulten Wurms. (A) AP-sMALDI massenspektrometrische Bildgebung 
(AP-sMALDI-MSI) zeigt die Masseverteilung zweier Lipide des Wurms (blau und rot) und des Kinase-
inhibitors Imatinib (grün) nach (B) rasterförmiger Laserdesorption von Gewebepunkten (weiße Stellen in 
histologischer Färbung). (C) In situ-Hybridisierung zum Nachweis von Target-Transkripten im Gewebe 
(hier eine Abl-Kinase, ein mutmaßliches Imatinib-Target, in hellrot). 
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validierten qRT-PCR-Referenzgene Expressionsanalysen zu Abl-Kinasegenen durch-

geführt. Abl-Kinasen waren in allen pathologisch relevanten Parasitenstadien hoch 

exprimiert, v.a. in der Gastrodermis (Abb. 2 C). Die erhöhte Expression eines Superoxid-

dismutase-Gens deutete überdies eine Induktion bzw. Abwehr oxidativen Stresses im Wurm 

nach Imatinib-Exposition an (Morawietz et al. 2020). Die Ergebnisse zur Target-

charakterisierung wurden von zwei meiner Doktoranden beigesteuert, Hicham Houhou und 

Oliver Puckelwaldt. 

Nicht nur Proteinkinasen stellen aufgrund ihrer vielfältigen Rolle in der Zellbiologie, auch 

von Parasiten, attraktive Wirkstofftargets dar. Die gesteuerte Degradation zellulärer 

Bestandteile durch Autophagie ist ein weiterer fundamentaler Zellprozess (Klionsky and 

Emr 2000), dessen Inhibierung wahrscheinlich fatale Folgen für das Überleben von Zellen 

und damit des Parasiten hat. Diese Hypothese wurde in Publikation 5 untersucht. Mit 

diesem Thema habe ich ein DAAD-Stipendium für einen Doktoranden der Veterinärmedizin 

eingeworben, Mudassar Mughal. Zunächst identifizierten wir bioinformatisch etliche 

konservierte Autophagiegene in S. mansoni. Anschließend wurde deren Expression mittels 

qRT-PCR und z.T. Western Blot untersucht. Pharmakologische Inhibierung der Autophagie 

im Wurm mit Inhibitoren aus der Humanforschung zeigten deutliche anthelmintische 

Wirkungen in vitro. U.a. war die Zellreifung in den Gonaden des Parasiten deutlich gestört; 

teilweise kam es zu Degradation von Zellen und ganzer Gewebe (Mughal et al. 2021). 

Autophagie-assoziierte Proteine stellen demnach mögliche Targets in der Wirkstoff-

forschung gegen S. mansoni dar. 

Neben der Untersuchung synthetischer Wirkstoffe aus der Humanforschung gegen 

Trematoden (drug repurposing) und der Charakterisierung assoziierter Wirkstofftargets, 

liegt ein zweiter Forschungsfokus auf der Identifizierung anthelmintisch aktiver Naturstoffe 

aus Insekten. In den Publikationen 6 und 7 wurden Substanzen aus dem Asiatischen 

Marienkäfer Harmonia axyridis und der Raubwanze Rhynocoris iracundus in vitro gegen 

Adultwürmer von S. mansoni getestet. Diese Ansätze stellen die ersten Untersuchungen 

dieser Art für Trematoden dar. Die Substanzen werden von den beiden Insektenspezies zur 

Verteidigung gegen Konkurrenten oder Prädatoren eingesetzt (Vilcinskas et al. 2013, 

Walker et al. 2016). Darüber hinaus offenbarten sie auch vielfältige antischistosomale 

Effekte: Reduktion der Vitalität, der Eiproduktion, z.T. Gewebeschädigungen von Darm, 

Gonaden und Tegument. Für die Substanzen beider Insektenspezies wurde überdies eine 

inhibitorische Wirkung auf die Stammzellproliferation im Parasiten festgestellt (Kellershohn 

et al. 2019, Tonk et al. 2020). Zur Quantifizierung solcher Stammzelleffekte wurde eine 

Fluoreszenzmikroskopie-basierte 3D-Analyse von Parasitenorganen etabliert (Abb. 3). Ein 

Großteil der Ergebnisse der beiden Studien wurde von zwei Studierenden, Zainab Waad 

Zadiq und Josina Kellershohn, im Rahmen ihrer Bachelor- bzw. Masterarbeiten erhalten, 

welche durch mich betreut wurden. 
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Zusammenfassend beinhaltet meine Forschungsarbeit verschiedenste interdisziplinäre 

methodische Ansätze, von in vitro-Kultursystemen verschiedener Parasitenstadien, 

genomischen und postgenomischen Methoden wie qRT-PCR und RNAi, bioinformatische 

Analysen, konfokale Laserscanningmikroskopie und in Kooperation AP-sMALDI-MS 

Imaging. 

Abb. 3 Fluoreszenzmikrosko-
pische Analyse von Stammzell-
proliferation in Schistosoma 

mansoni. (A) Das Basenanalogon 
EdU wird in neu gebildete DNA 
proliferierender Zellen (hier: 
Stammzellen, grün) des Parasiten 
integriert und über konfokale 
Laserscanning-Mikroskopie nach-
gewiesen. (B) 3D-Organrekon-
struktionen erlauben die Quanti-
fizierung der Stammzellzahl, um 
z.B. antiproliferative Effekte von 
Inhibitoren zu charakterisieren. 
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4 Zusammenfassende Diskussion 

4.1 Drug Repurposing gegen Trematoden 

Unter drug repurposing versteht man den Einsatz bereits zugelassener Wirkstoffe für einen 

anderen Behandlungszweck. Repurposing hat zwei entscheidende Vorteile im Vergleich zur 

de novo-Wirkstoffentwicklung. Da eine Substanz essentielle präklinische und klinische 

Tests bereits erfolgreich absolviert hat, wird zum einen die Medikamentenzulassung 

erheblich beschleunigt, und zum anderen sind die Erfolgsaussichten bzgl. Aktivität und 

ausreichender Bioverfügbarkeit höher (Ashburn and Thor 2004). Damit einher gehen 

niedrigere Entwicklungskosten bis zum marktreifen Medikament, was speziell für im NTD-

Bereich zum Einsatz kommende Präparate mit ihrer relativ geringen Gewinnspanne 

Relevanz besitzt. Die auf diese Weise erzielte Anwendungserweiterung von Wirkstoffen 

birgt jedoch eine Gefahr, wenn Zielproteine des Parasiten mit denen des Säugers in hohem 

Maße übereinstimmen. Targetprotein können evolutionär stark konserviert sein und daher in 

ähnlicher Form in den Erregern vorkommen. Es ist aber möglich, dass Zielmoleküle des 

Parasiten ausreichende Unterschiede zu den Orthologen infizierter Menschen oder Tiere 

aufweisen, was das Risiko möglicher Nebenwirkungen reduziert oder eine Basis für 

Wirkstoffmodifikation über chemische Derivatisierung darstellt. Schließlich können auch 

Behandlungszeiträume eine Rolle spielen, da antiparasitäre Wirkstoffapplikationen im 

Vergleich zu z.B. Tumor- oder Diabetestherapien deutlich kürzere Zeiträume umfassen. 

Daher kann drug repurposing auch in der Anthelmintika-Forschung eine nützliche Strategie 

sein (Panic et al. 2014). 

Seit der Etablierung von in vitro-Kultursystemen für larvale und adulte Schistosomen 

können phänotypische Screenings in vitro durchgeführt werden, entweder für ausgewählte 

Wirkstoffe oder sogar ganze Wirkstoffbibliotheken. In einem library screening von 1600 

Substanzen mit FDA-Zulassung wurden zwei im Tiermodel aktive Wirkstoffe gefunden 

(Panic et al. 2015). Insgesamt zeigten zugelassene Wirkstoffe aus der Krebs- und Malaria-

forschung bislang die vielversprechendsten Ergebnisse (Panic et al. 2014). Bekannte 

Beispiele sind Tamoxifen, welches zur Therapie von Brustkrebs eingesetzt wird, oder die 

Antimalaria-Wirkstoffe Artesunat und Mefloquin (Pérez del Villar et al. 2012, Oliveira et 

al. 2019). Eine alternative Teststrategie ist das in silico-Screening von Substanzbibliotheken 

gegen Kristallstrukturen von im Erreger exprimierten möglichen Targetproteinen. In einer 

umfangreichen Studie wurden 97 von der FDA zugelassene Wirkstoffe virtuell gegen mehr 

als 500 schistosomale Proteine gescreent (Giuliani et al. 2018). Trotz der vielversprechenden 

Screeningergebnisse ist von einem Einsatz von Malariamedikamenten als Teil von 

Entwurmungsprogrammen insgesamt jedoch eher abzuraten, da bei vorhandenen 

Koinfektionen eine Ausbreitung bereits existierender Resistenzen gegen Plasmodium sp. zu 

befürchten ist (Keiser and Utzinger 2012). 

In meinen eigenen Arbeiten konnte ich mittels phänotypischer Tests erstmals die 

antischistosomale Aktivität von Autophagieinhibitoren nachweisen (Mughal et al. 2021). 

Bafilomycin A, ein Makrolidantibiotikum und V-ATPase-Inhibitor, und der Phospho-

inositid-3-kinase (PI3K)-Inhibitor Wortmannin reduzierten nicht nur die Fitness der 

Würmer, sondern schädigten spezifisch die Keimzellen in den Gonaden und beeinträchtigten 
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somit die Bildung von Eiern. Eine ähnliche Zellschädigung und Inhibierung der Proliferation 

wurde auch für gonadale Krebszellinien beschrieben (Peng et al. 2017, Wang et al. 2018). 

Wir vermuten, dass Autophagie u.a. für die Reproduktion von Schistosomen ein essentieller 

Prozess ist. Bafilomycin und Wortmannin sind zwar noch nicht als zugelassene Medika-

mente im Einsatz, aber präklinische Tests gegen Tumore waren vielversprechend (Ng et al. 

2001, Yuan et al. 2015). Zukünftige antischistosomale Studien sollten z.B. Duvelisib testen, 

ein mittlerweile von der FDA zugelassener PI3K-Inhibitor (Rodrigues et al. 2019). 

Kombinationsbehandlung von Imatinib und Autophagieinhibitoren könnte außerdem einen 

potenzierenden Effekt gegen Schistosomen haben, ähnlich wie für die starke Antitumor-

wirkung dieser Kombination mehrfach gezeigt wurde (Aveic et al. 2018, Zheng et al. 2020). 

Für F. hepatica fehlen bislang systematische Studien zum Potenzial des drug repurposing. 

Lediglich einige wenige, für andere Krankheiten zugelassene Wirkstoffe wurden getestet, 

wie Malaria-Medikamente, die sich jedoch aufgrund von Embryotoxizität im Schaf als 

unbrauchbar erwiesen (Keiser et al. 2006, Keiser et al. 2008). Mein Hauptfokus für 

F. hepatica liegt auf der Untersuchung von Proteinkinasen als mögliche therapeutische 

Targets. Durch das große Engagement der Pharmaindustrie bei der Etablierung von 

Kinaseinhibitoren als Chemotherapeutika gegen verschiedene Krebsformen wurden 

umfangreiche Substanzbibliotheken generiert, von denen die Fasciola-Forschung im 

Rahmen eines drug repurposings profitieren kann. Während mehrere Kinasen und 

Kinaseinhibitoren gegen Schistosomen bereits im Detail studiert wurden (Beckmann and 

Grevelding 2010, Long et al. 2010, Gelmedin et al. 2015), wurde für F. hepatica in der 

Vergangenheit nur eine einzige Kinase, eine Phosphofructokinase, als mögliches 

therapeutisches Target untersucht (Mansour and Mansour 1962, Fairweather et al. 1984). 

Die Untersuchungen mit einem Phosphofructokinaseinhibitor wurden jedoch aufgrund von 

geringer Effektivität im Tiermodel eingestellt (Schulman et al. 1982). Der Protein-

kinasenhibitor Imatinib kam noch nie gegen F. hepatica zum Einsatz, trotz nachgewiesener 

in vitro-Aktivität gegen mehrere Helminthen (Beckmann and Grevelding 2010, Hemer and 

Brehm 2012, Li et al. 2019). Abl-Kinasen sind wichtige Regulatoren der Zelldifferenzierung 

und des zellulären Zytoskeletts in Eukaryoten (Yuan et al. 1997, Wang 2014). Aufgrund der 

hohen Konserviertheit von Abl-Kinasen und anderer Proteinkinasen ist es vielversprechend, 

Kinaseinhibitoren aus der Humanforschung auch gegen Fasciola zu testen. In der Tat konnte 

ich die Expression zweier Abl-Kinasen und drei weiterer Proteinkinasen in F. hepatica 

nachweisen, welche bereits als vielversprechende Targets in anderen Helminthenspezies 

diskutiert wurden. Die Expression der Abl1-Kinase war in F. hepatica stadienübergreifend 

ähnlich hoch (Houhou et al. 2019). Für den Abl-Kinaseinhibitor Imatinib zeigten wir 

nachfolgend eine deutliche, ebenfalls stadienübergreifende fasziolizide Wirkung in vitro 

(Morawietz et al. 2020). Über AP-sMALDI Imaging, in situ-Hybridisierung und qRT-PCR-

Analysen wurden in der gleichen Studie Details zur Aufnahmeroute des Wirkstoffs, zur 

Gewebeexpression des vermuteten Targets sowie zu möglichen Wirkmechanismen erhalten 

werden (siehe Kapitel 4.3). Dies kann als Anreiz für zukünftige Studien zum systematischen 

Screening von Kinaseinhibitoren gegen F. hepatica dienen.  

Im Hinblick auf eine mögliche Translation in die klinische Anwendung ist interessant, dass 

Imatinib adulte F. hepatica in vitro in einer Konzentration von 100-150 µM tötete. Dies 
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entspricht einer 2-3mal höheren Konzentration von Triclabendazol und weiterer 

fasziolizider Wirkstoffe wie Clorsulon und Closantel, für die wir letale Konzentrationen von 

50 µM in unserem in vitro-Kultursystem erhielten, bei vergleichbarer Zytotoxizität gegen 

humane Zelllinien. Die Selektivität von Imatinib ist somit relativ vergleichbar zu den bereits 

zugelassenen Wirkstoffen, was eine in vivo Testung im Tier als nächsten Schritt motiviert. 

Ein bekanntes Problem besteht allerdings in der hohen Affinität von Imatinib für 

Serumproteine, was in vorangegangenen Studien die Aktivität im Schistosomen-Maus-

modell stark beeinträchtigte (Beckmann et al. 2014). Bei der Planung von zukünftigen 

Experimenten ist daher zu beachten, dass die Plasmaproteinbindung, wie etwa des sauren 

α1-Glycoproteins (AGP), speziesspezifische Unterschiede aufweist (Eckersall et al. 2007, 

Filip et al. 2013, Smith and Waters 2018). Im Fall von Schaf-AGP wurde für mehrere 

Wirkstoffe gezeigt, dass diese mit geringerer Affinität banden verglichen mit AGP aus 

anderen Spezies (Hill et al. 1989, Son et al. 1998). Somit könnte das Schaf ein geeignetes 

Tiermodell für zukünftige Tests mit Imatinib sein. Da Imatinib zudem bei oraler Gabe 

Aktivität gegen Filarien im Menschen zeigte (O'Connell and Nutman 2017), ist auch die 

Behandlung der humanen Fasziolose im Bereich des Möglichen. 

 

4.2 Insekten als innovative Quelle für neue anthelmintische Substanzen 

Das Screening von Naturstoffbibliotheken ist wichtiger Bestandteil in der Wirkstoff-

forschung, wobei Pflanzen die mit Abstand am häufigsten genutzte Quelle für Antiparasitika 

darstellen (Tagboto and Townson 2001). Die Antimalaria-Wirkstoffe Artemisinin und 

Chloroquin sind einige der bekanntesten Beispiele solcher Naturstoffe. Auch Bakterien, wie 

Streptomyces sp., sind Quellen wichtiger Antiparasitika wie Ivermectin und 

Amphotericin B. Die Untersuchung von Naturstoffen aus Tieren, im Speziellen aus Insekten, 

steckt dagegen noch in den Anfängen (de Moraes 2015). 

Nur sehr wenige Naturstoffe tierischen Ursprungs wurden bislang mit Hinblick auf eine 

anthelmintische Eigenschaft untersucht. Hierzu gehören Venome aus Skorpionen, Fröschen 

und Schlangen (El-Asmar et al. 1980, Stábeli et al. 2006, de Moraes et al. 2011, Hassan et 

al. 2016). Venome sind komplexe Gemische aus einer Vielzahl bioaktiver Produkte wie 

proteolytischer Enzyme, biogener Amine, neurotoxischer Peptide und Neurotransmitter 

(Walker et al. 2016). Unter den insektenstämmigen Naturstoffen sind bislang nur für Venom 

und Propolis der Honigbiene Apis mellifera antischistosomale Eigenschaften beschrieben 

worden. Propolis ist ein komplexes Bienenprodukt bestehend aus Steroiden, Terpenoiden, 

Polyphenolen und etlichen anorganischen Komponenten und wird in der Alternativmedizin 

aufgrund seiner antioxidativen, antibakteriellen und entzündungshemmenden Eigenschaften 

für verschiedene Leiden eingesetzt. Allerdings sind wissenschaftliche Studien bei Menschen 

rar (Daleprane and Abdalla 2013). Studienergebnisse zur Effektivität von Propolis gegen 

Schistosomen im Mausmodell sind widersprüchlich, was mit Unterschieden in der 

Komposition des Bienenprodukts je nach geographischer Lage korrelieren könnte 

(Mahmoud et al. 2014, Mohamed et al. 2016). Neben Propolis wurde auch für Bienenvenom 

eine gewisse anthelmintische Aktivität gezeigt (Mohamed et al. 2016). Bienenvenom ist ein 

komplexes Gemisch von Enzymen, biogenen Aminen und Peptiden und wird aufgrund 
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seiner antiinflammatorischen Eigenschaften in der Alternativmedizin zur Behandlung von 

Krebserkrankungen und inflammatorischen Erkrankungen eingesetzt (Oršolić 2012, Lee et 

al. 2015). Welche Einzelsubstanzen der Bienenprodukte für anthelmintische Effekte 

verantwortlich sind, ist bislang ungeklärt. 

Wir konnten nun erstmals in vitro-Aktivität des Venoms einer Raubwanze, R. iracundus, 

gegen S. mansoni zeigen und so das Spektrum antischistosomaler Insektenvenome erweitern 

(Tonk et al. 2020). Raubwanzen (Reduviidae) sind eine Familie prädatorischer Insekten mit 

äußerst potenten Venomen, welche in Beutetiere – andere Invertebraten – injiziert werden, 

um diese zu paralysieren und zu verdauen (Edwards 1961, Hwang and Weirauch 2012, 

Walker et al. 2016). Die beobachtete Reduktion der Motilität bei Schistosomen erinnerte an 

diese paralytische Wirkung, während die Zellschädigung im Gewebe der Würmer durch 

proteolytische und zytolytische Verdauungsaktivität des Venoms erklärt werden könnte. Bei 

der Testung von Venomen ist auch deren mögliche unspezifische Zytotoxizität zu 

berücksichtigen, die ein Ausschlusskriterium für einen therapeutischen Einsatz wäre. 

Venom von R. iracundus zeigte eine vernachlässigbar geringe hämolytische Aktivität 

gegenüber Erythrozyten, jedoch müssen weitere Tests z.B. gegen Leberzelllinien durch-

geführt werden, um auch hepatotoxische Effekte auszuschließen. Zu klären bleibt , welche 

der über 200 bioaktiven Einzelsubstanzen in Raubwanzenvenomen (Edwards 1961, Walker 

et al. 2016) für die antischistosomale Aktivität verantwortlich sind. Aktuell laufende 

Proteomanalysen des Venoms von R. iracundus (Dr. Miray Tonk, mündliche Mitteilung) 

und die Aufreinigung von Einzelsubstanzen werden eine Basis zur Identifizierung dieser 

Substanzen liefern. 

Neben diesen Substanzgemischen wurden bislang nur sehr wenige definierte 

Einzelsubstanzen tierischen Ursprungs mit Hinblick auf antischistosomale Eigenschaften 

untersucht. In vitro-Aktivität zeigten bestimmte Glycoside (Echinoside und Holothurine) aus 

Seegurken und das antimikrobielle Peptid Dermaseptin 01 aus Hautsekreten von 

südamerikanischen Baumfröschen (de Moraes et al. 2011, Melek et al. 2012, Mona et al. 

2012). Bislang war keine Einzelsubstanz aus Insekten mit antischistosomaler Wirkung 

bekannt. Wir konnten für das Alkaloid Harmonin aus dem Asiatischen Marienkäfer 

H. axyridis pleiotrope Effekte auf S. mansoni in vitro zeigen (Kellershohn et al. 2019). Eine 

Translation der Ergebnisse auf F. hepatica scheint vielversprechend, denn in ersten Tests 

tötete Harmonin NEJs innerhalb kürzester Zeit. Anhand unserer Daten kann man auf 

mehrere mögliche Wirkmechanismen des Harmonins schließen. Zum einen fanden wir eine 

reduzierte Zahl proliferierender Stammzellen in behandelten Würmern, was eine Inhibierung 

von am Zellzyklus beteiligten Targets nahelegt. Zum anderen inhibierte Harmonin die 

enzymatische Aktivität von Acetylcholinesterase (AChE) in Proteinextrakten der Würmer. 

Bestimmte Alkaloide aus Marienkäfern inhibierten nikotinische ACh-Rezeptoren bei 

Wirbeltieren (Leong et al. 2015) und könnten daher den Käfern zum Schutz vor Prädatoren 

dienen. Da Marienkäfer zudem von Nematoden befallen werden (Shapiro-Ilan and Cottrell 

2005) ist anzunehmen, dass die Käfer ebenfalls ein Repertoire anthelmintischer Substanzen 

synthetisieren. Daher erscheint es wahrscheinlich, dass Marienkäfer der Gattung Harmonia 

sp. neben Harmonin noch weitere antischistosomale Substanzen besitzen. Alleine mehr als 

500 antimikrobielle Peptide wurden in H. axyridis gefunden (Vogel et al. 2017).  
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Ein systematisches Screening von Naturstoffen aus Insekten ist momentan nur schwer 

möglich, denn es gibt keine frei zugänglichen Substanzbibliotheken, wie dies für andere 

Substanzgruppen der Fall ist (Panic et al. 2015). Auch ein in silico-Screening wäre nur mit 

großem Aufwand durchführbar, da keine für chemische Docking-Analysen aufbereitete 

Strukturbibliotheken existieren. In Kooperation mit dem Institut für Pharmazeutische 

Chemie der Universität Marburg habe ich kürzlich begonnen, über 3000 aufbereitete 

Molekülstrukturen aus Insekten mittels in silico-Docking gegen die Kristallstruktur der 

schistosomalen Thioredoxin-Glutathionreduktase (TGR) zu screenen, einem dokumen-

tierten Target in Schistosomen (Kuntz et al. 2007). Hiervon erhoffen wir uns, neue TGR-

Inhibitoren zu finden. Insgesamt demonstrieren die vorgestellten Pilotstudien, dass Insekten 

eine Fundgrube für Substanzen mit antischistosomaler Aktivität darstellen. Die 

Anthelmintika-Forschung sollte zukünftig ein integraler Bestandteil der Insekten-

biotechnologie werden.  

 

4.3 Neue Methoden in der Wirkstoffforschung gegen Trematoden 

In meinen Arbeiten wurden verschiedene Methoden erstmalig für die Analyse von 

Wirkstoffen in Trematoden und deren anthelmintischer Effekte etabliert und eingesetzt. 

Dazu gehören AP-sMALDI MSI zum bildgebenden Nachweis von Wirkstoffen im 

Parasitengewebe, die Etablierung einer verlässlichen Genexpressionsanalyse durch 

bioinformatische und experimentelle Validierung von Referenzgenen, sowie die Quantifi-

zierung von Stammzellen im Parasiten mittels 3D-Analysen nach Substanzbehandlung. 

 

4.3.1  AP-sMALDI-MS Imaging zur Wirkstoffanalyse in Trematoden 

Mit der Methode des AP-sMALDI-MS Imaging kann die Aufnahmeroute eines Wirkstoffs, 

dessen Metabolismus und Gewebetropismus in Trematoden aber auch anderen Pathogenen 

bildgebend untersucht werden. Diese Methodik stellt somit eine wertvolle Neuentwicklung 

in der Wirkstoffforschung dar. Die bislang gängigen Methoden zur Untersuchung der 

genannten Aspekte involvieren die radioaktive Markierung oder Fluoreszenzmarkierung 

einer Substanz (Ding et al. 2013). Beide Ansätze sind suboptimal, da radioaktives Arbeiten 

nur unter strengen Auflagen möglich ist, und das chemische Anfügen eines Fluorophors 

oftmals die chemische Struktur der Substanz grundlegend verändert, so dass deren Funktion 

und damit Aufnahme und Metabolisierung verändert werden können. Massenspektrometrie-

Bildgebung hat dagegen den Vorteil, dass Moleküle in ihrem nativen Zustand ohne weitere 

chemische Markierung analysiert werden können (Rompp et al. 2011). Außerdem können 

hunderte Moleküle parallel im selben Gewebeschnitt detektiert werden. Für gewöhnlich 

wird MALDI-MSI für die Analyse von Phospholipiden oder kleineren Metaboliten genutzt, 

aber auch Peptide und exogene Moleküle wie Wirkstoffe sind detektierbar (Karlsson and 

Hanrieder 2017). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte in der Vergangenheit gemeinsam mit Kooperationspartnern 

AP-sMALDI MSI für die Visualisierung von endogenen Lipidverteilungen in S. mansoni 

etablieren (Kadesch et al. 2019). Im Rahmen meiner Arbeiten konnte die Methode 
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erfolgreich auf die Detektion eines Wirkstoffs (Imatinib) ausgeweitet und für einen weiteren 

Erreger, F. hepatica, etabliert werden (Morawietz et al. 2020, Mokosch et al. 2021). Unsere 

Ergebnisse zum drug imaging in S. mansoni und F. hepatica zeigten, dass Imatinib oral von 

den Würmern aufgenommen wird, da bereits zu einem sehr frühen Behandlungszeitpunkt 

deutliche Mengen der Substanz vorrangig im Gastrodermisgewebe detektiert wurden. Die 

intestinale Lokalisierung korrelierte zudem mit einer starken Schädigung von Darmgewebe 

in S. mansoni. Beide Befunde stimmen auch mit der gastrodermalen Lokalisierung von Abl-

Kinasen als mutmaßlichen Targets überein, wie ich für F. hepatica bzw. frühere Studien 

unserer Arbeitsgruppe für S. mansoni zeigen konnten (Beckmann and Grevelding 2010). 

Gepaarte S. mansoni-Weibchen wiesen eine verzögerte Kinetik der Imatinibaufnahme auf. 

Eine Erklärung könnte die geschützte Lage des Weibchens im gynäkophoren Kanal des 

Männchens sein. Auch zwischen den beiden Parasitenspezies bestand eine unterschiedliche 

Kinetik bei derselben Imatinib-Konzentration. In männlichen Schistosomen war die 

Substanz bereits nach zwanzig Minuten im gesamten Gewebe der Würmer nachweisbar, 

während Imatinib im Leberegel erst nach einer Stunde deutlich detektierbar war. Eine 

Erklärung hierfür könnte die ausgedehnte Größe des Leberegels und stark verzweigte 

Darmstruktur im Vergleich zu Schistosomen sein, was die Wirkstoffverteilung beeinflusst. 

Schließlich haben wir im Gewebe beider Spezies eine Metabolisierung von Imatinib zu N-

Demethyl-Imatinib nachgewiesen, dem Abl-Kinase-inhibierenden Metabolit, welches auch 

im Menschen gebildet wird (Mlejnek et al. 2011). Unsere bioinformatische Analysen zeigten 

die Expression von Cytochrom p450 2C8 im Parasiten, welches im Menschen für die 

Metabolisierung verantwortlich ist (Nebot et al. 2010). Es ist anzunehmen, dass das 

Metabolit zur anthelmintischen Aktivität von Imatinib beiträgt. 

 

4.3.2 Genexpressionsanalysen in Trematoden mittels qRT-PCR 

Genexpressionsanalysen sind in der Wirkstoffforschung gegen Trematoden in dreierlei 

Hinsicht von Interesse: (1) Genexpressionen, welche nach Substanzbehandlung im Parasiten 

verändert sind, lassen Rückschlüsse auf mögliche Wirkmechanismen zu; (2) Kenntnisse 

über stadienübergreifende Expression eines Wirkstofftargets sind nützlich zur Abschätzung, 

ob ein Wirkstoff gegen alle pathologisch relevanten Parasitenstadien (Juvenile, Adulte) aktiv 

sein kann; und (3) RNAi wird in Trematoden immer häufiger zur genetischen 

Targetvalidierung eingesetzt (Wang et al. 2020), was eine Genexpressionsanalyse zur 

Überprüfung des erfolgreichen Knockdowns des Zielgenes einschließt. Als Goldstandard für 

die Quantifizierung von Genexpression gilt die qRT-PCR (Endrullat et al. 2016, Costa-Silva 

et al. 2017). Auch globale Transkriptomanalysen Substanz-behandelter Würmer z.B. über 

RNAseq werden durchgeführt (Buro et al. 2014). Ausgewählte Expressionsunterschiede 

sollten aber im Sinne guter wissenschaftlicher Praxis anschließend ebenfalls über qRT-PCR 

validiert werden. Allzu häufig wird für die relative Quantifizierung in qRT-PCR 

Experimenten auf housekeeping-Gene wie ß-actin, tubulin oder gapdh zurückgegriffen, bei 

welchen davon ausgegangen wird, dass diese unveränderlich in Zellen exprimiert werden, 

so auch in etlichen Helminthen-Studien (Rinaldi et al. 2008, Hahnel et al. 2014, McVeigh et 

al. 2014, Cwiklinski et al. 2018). Diese Wahl geschieht häufig mehr aus Tradition als auf 

auf Basis experimentell validierter Daten. Sehr häufig sind diese Gene tatsächlich 
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differentiell exprimiert - in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium, dem Alter, dem 

Gewebetyp oder experimentellen Bedingungen (Chapman and Waldenström 2015). Auch 

unsere eigenen Analysen zeigten dies für die housekeeper-Gene gapdh und actin in 

Schistosomen und dem Leberegel (Haeberlein et al. 2019, Houhou et al. 2019). Da mit einem 

differentiell regulierten Referenzgen die relativen Expressionswerte sämtlicher Zielgene bei 

qRT-PCR-Analysen zu falschen Ergebnissen führen, ist eine vorherige Validierung von 

Referenzgenen elementar. Dies wird über bioinformatische Analysen von qRT-PCR-Daten 

mehrerer Referenzgenkandidaten erzielt (Vandesompele et al. 2002, Hayes et al. 2011). Mit 

diesem Vorgehen identifizierten und validierten wir jeweils zwei Referenzgene für 

S. mansoni und F. hepatica, die zukünftig in qRT-PCR-Analysen im Kontext von in vitro-

Kultur der Parasiten oder eines Stadienvergleichs zum Einsatz kommen können. 

Ein Anspruch heutiger Wirkstoffforschung ist es, den Wirkmechanismus einer Substanz zu 

verstehen. Genexpressionsanalysen von substanzbehandelten Erregern können hier 

aufschlussreich sein. Um einen ersten Einblick in die Wirkungsweise von Imatinib in 

F. hepatica zu erhalten, quantifizierten wir die Expression von Genen mit Beteiligung an der 

Regulation von oxidativem Stress, Zellzyklus und drug efflux aus Zellen (Morawietz et al. 

2020). Ein multi-drug-resistance (mdr)-Gen, das für eine Efflux-Pumpe kodiert, sowie 

Superoxiddismutase-Gene waren nach Imatinib-Behandlung transkriptionell hochreguliert. 

Beides könnte auf eine „Verteidigungsstrategie“ des Parasiten gegen den Wirkstoff und 

durch ihn entstandenen oxidativen Stress hinweisen. Eine Ko-Behandlung mit Imatinib und 

einem Inhibitor dieser regulatorischen Prozesse könnte demnach eine verstärkende faszioli-

zide Aktivität haben. Reaktive Sauerstoffspezies verursachen DNA-Schäden (Slupphaug et 

al. 2003), was zum beobachteten anthelmintischen Effekt von Imatinib beitragen könnte.  

Genexpressionsanalysen durch qRT-PCR können überdies Aufschluss über 

stadienspezifische versus –übergreifende Expression von Targetgenen geben. Gerade für 

Trematoden mit ihren verschiedenen, pathologisch relevanten Stadien von Juvenilen zu 

Adulten ist es relevant, zu wissen, ob ein Wirkstofftarget in all diesen Stadien exprimiert ist. 

Dies ist nicht selbstverständlich, denn so wie sich metabolische Bedürfnisse im Laufe der 

Entwicklung ändern, so verändert sich auch das Transkriptom wie u.a. für F. hepatica 

gezeigt wurde (Robinson et al. 2009, Di Maggio et al. 2016). Nur bei stadienübergreifender 

Expression eines Targets ist gewährleistet, dass ein entsprechender Inhibitor gegen alle 

untersuchten Stadien aktiv ist. Auch für derartige Expressionsanalysen ist die Kenntnis über 

stadienunabhängig, stabil exprimierte Referenzgene essentiell. Meine Referenzgen-

basierten Expressionsanalysen für F. hepatica gaben hilfreiche Hinweise auf Expressions-

muster für fünf verschiedene Kinasegene, wobei eine Abl-Kinase sehr hoch in allen 

pathologisch relevanten Stadien exprimiert war. Hingegen dominierte die Expression einer 

Polo-Kinase in Adulten, was für eine Rolle bei der Reproduktion sprechen könnte. 
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4.3.3 Quantifizierung von Stammzellaktivität nach Substanzbehandlung 

Die Wichtigkeit von Stammzellen für Wachstum und Entwicklung wurde bereits für 

verschiedene Helminthen gezeigt, einschließlich S. mansoni und F. hepatica (Koziol et al. 

2014, McCusker et al. 2016, Wendt and Collins 2016). Substanzen, die mit der 

Stammzellaktivität der Parasiten interferieren, sind daher attraktive Wirkstoffkandidaten. 

Um Substanzeffekte auf Stammzellen in Trematoden quantitativ zu erfassen, wurden eine 

bildgebende und eine molekularbiologische Methode etabliert. Das Basenanalogon EdU (5-

Ethynyl-2-deoxyuridin) wird während der S-Phase des Zellzyklus in neu gebildete DNA 

eingebaut (Buck et al. 2008) und nach Fluoreszenzmarkierung über konfokale 

Laserscanning-Mikroskopie im Parasiten nachgewiesen. Durch 3D-Rekonstruktion 

ausgewählter Gewebebereiche basierend auf über hundert fluoreszenzmikroskopischen 

Einzelbildern erzielten wir eine Quantifizierung teilungsaktiver Zellen. Da in Trematoden 

Stammzellen die einzigen proliferierenden Zellen sind (Collins et al. 2013), kann mittels der 

EdU-Methode eine Aussage über die absolute Zahl teilungsaktiver Stammzellen pro 

Gewebevolumen, pro Organ (z.B. Gonade) oder pro Gesamtzellzahl (bezogen auf die Zahl 

Hoechst-positiver Zellkerne) getroffen werden. Neben der bildgebenden Quantifizierung 

von Stammzelleffekten haben wir die Quantifizierung von Stammzellmarkergenen mittels 

qRT-PCR als weitere Methode eingeführt. Sind Stammzellen in ihrer Transkriptionsaktivität 

global betroffen, oder sinkt deren Zahl im Gewebe durch Blockade der Proliferation bzw. 

Zelltod, so sinkt auch die relative Menge solcher Stammzell-assoziierten Transkripte im 

Gewebe. Als Markergene nutzten wir nanos-1 und nanos-2 (Collins et al. 2013), die für 

RNA-Bindeproteine kodieren und für den Erhalt des Stammzellpools in Metazoen wichtig 

sind (Wang et al. 2007, Giri et al. 2017). 

Für die Substanzen zweier Insektenspezies zeigten wir eine inhibitorische Wirkung auf die 

Stammzellproliferation und die –markergenexpression im Parasiten (Kellershohn et al. 

2019, Tonk et al. 2020). Unklar ist, ob die reduzierte Zahl teilungsaktiver Stammzellen im 

Gewebe auf eine (reversible) Blockade des Zellzyklus oder alternativ auf den Tod der 

Stammzellen zurückzuführen ist – beides kann mit der EdU-Methode nicht unterschieden 

werden. In zukünftigen Studien sollte auch die Frage nach der Reversibilität von Effekten 

adressiert werden, indem die Testsubstanz nach einer gewissen Zeit wieder vom Parasiten 

entfernt und dieser weiterkultiviert wird („wash-out“). Liegt ein reversibler Effekt auf 

Stammzellen vor, würde die Zahl EdU-positiver Zellen in diesem Fall wieder steigen. Auch 

bleibt zu klären, ob die Substanzen als spezifische Inhibitoren von zellteilungsrelevanten 

Stammzellproteinen agieren, oder ob die Reduktion von Zellteilungsaktivität eine 

unspezifische Reaktion des Parasiten bei der Reduktion der Fitness ist. Das könnte z.B. 

durch die stressbedingte Bildung reaktiver Sauerstoffradikale induziert sein, welche sich 

negativ auf den Zellzyklus auswirken (Shenberger and Dixon 1999, Carrasco-Torres et al. 

2017). Im Fall von Imatinib liegt wahrscheinlich letzteres vor, denn die Beeinträchtigung 

der Proliferationsaktivität in Würmern (unveröffentlichte Daten) ging mit einer erhöhten 

Expression von Superoxiddismutasegenen einher (Morawietz et al. 2020), die für die 

Bewältigung von oxidativem Stress in diesem Parasiten wichtig sind (Aragon et al. 2008).  
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4.4 Perspektiven in der Target- und Wirkstoffforschung gegen Schistosomen und 
Leberegel 

4.4.1  Zukünftige Innovationen in der Wirkstoffforschung 

Sowohl im Bereich der Wirkstofftestung und -charakterisierung als auch der Target-

identifizierung soll in den nächsten Jahren weitere Etablierungsarbeit für S. mansoni und 

F. hepatica geleistet werden. Auf Seite der Wirkstoffe stellte sich heraus, dass 

antischistosomale Aktivität von Substanzen häufig mit einer Inhibierung von Stammzellen 

im Parasiten einherzugehen scheint, wie ich für zwei Naturstoffe aus Insekten nachweisen 

konnte. Noch nicht publizierte Daten zeigten ebenfalls eine Reduktion der Stammzell-

proliferation in S. mansoni nach Behandlung mit dem Krebswirkstoff Imatinib und dem 

Aldehyddehydrogenase-Inhibitor Disulfiram, der seit einigen Jahren als vielversprechender 

Antitumor-Wirkstoff untersucht wird (Lu et al. 2021). Dass viele antitumorale Wirkstoffe 

gegen Schistosomen und andere Trematoden aktiv sind, ist vermutlich kein Zufall, denn 

Wirkstoffe, die Tumorstammzellen inhibieren (Shibata and Hoque 2019, Lernoux et al. 

2020), könnten auch proliferativ hochaktive Stammzellen in Trematoden schädigen. 

Zukünftige phänotypische Screenings von Substanzbibliotheken gegen Schistosomen 

könnten daher einen besonderen Fokus auf bekanntermaßen Tumorstammzell-inhibierende 

Wirkstoffe legen.  

Ähnlich wie in der Krebstherapie könnten außerdem Kombinationstherapien (Bayat 

Mokhtari et al. 2017) eines Erregers mit zwei Wirkstoffen bei der Behandlung von 

Trematodeninfektionen vielversprechend sein. Die Hauptvorteile einer Kombination zweier 

Wirkstoffe sind die Minimierung des Risikos von Resistenzentwicklung, da gleich mehrere 

Targets attackiert werden, und natürlich additive oder gar synergistische Effekte gegen den 

Erreger. Letzteres ermöglicht den Einsatz geringerer Dosen und minimiert dadurch 

Nebenwirkungen (Cheng et al. 2019). Eine erste klinische Studie zur Therapie von 

S. mansoni-Infektion ergab eine höhere Wirksamkeit bei gleichzeitiger Behandlung mit 

Praziquantel und einem Artemisinin-Kombinationspräparat im Vergleich zu alleiniger Gabe 

von Praziquantel (Mnkugwe et al. 2020). Im Schaf reduzierte eine Kombinationsbehandlung 

mit den beiden Standardmedikamenten Triclabendazol und Clorsulon die Zahl 

Triclabendazol-resistenter Leberegel um 95% und damit deutlich mehr als bei Monotherapie 

(Fairweather and Boray 1999). Im Bereich der Grundlagenforschung wurden kürzlich 

synergistische Effekte gegen S. mansoni bei Kombination von Praziquantel mit 

ausgewählten Kinaseinhibitoren gezeigt (Nawaratna et al. 2020). Die Wirkstoffe Imatinib 

und Disulfiram, für die ich jeweils antischistosomale und fasziolizide Aktivität gezeigt habe, 

sollten ebenfalls in einem nächsten Schritt in vitro kombiniert getestet werden. Dasselbe gilt 

für Imatinib plus Autophagieinhibitoren. Für beide Kombinationen wurden bereits 

synergistische Wirkungen gegen Tumorzellen erzielt (Aveic et al. 2018, Hassan et al. 2018, 

Zheng et al. 2020). Daher könnten Kombinationstherapien zukünftig systematisch gegen 

Schistosomen und Leberegel getestet werden. 
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4.4.2  Zukünftige Innovationen in der Targetforschung 

Auf Seite der Targetforschung wurden sowohl für Schistosomen als auch für F. gigantica in 

den vergangenen Jahren umfangreiche Kinomdatensätze erstellt, welche als Basis für 

in silico-Substanzscreenings und zur Priorisierung von Kinasen für experimentelle 

Targetanalysen dienen (Giuliani et al. 2018, Das et al. 2020). Ich möchte in einem nächsten 

Schritt das Kinom von F. hepatica analysieren, um letztlich therapeutisch relevante 

Proteinkinasen zu identifizieren. Darüber hinaus ist eine Validierung von Targets im 

Leberegel wünschenswert, wie Abl-Kinasen und Aldehyddehydrogenasen, um deren 

biologische Funktion und Bedeutung für die Überlebensfähigkeit des Parasiten zu 

untersuchen. Zu diesem Zweck soll RNAi als Methode der Genfunktionsanalyse für adulte 

Leberegel etabliert werden, die momentan einzige in Trematoden praktikable Methode zur 

Modulation von Genexpression. 

Um schließlich weitere Einblicke in zelltypspezifische Targets, wie etwa Stammzellgene, zu 

erhalten, wären organ- und zelltypspezifische Transkriptomdaten für F. hepatica ideal. In 

einem aktuellen DFG-geförderten Projekt möchte ich zu diesem Zweck Einzelzell-

Transkriptom-Datensätze für F. hepatica mittels der 10X single cell RNAseq-Methodik 

erstellen. Ein ähnlicher Datensatz wurde kürzlich für S. mansoni generiert – ein Meilenstein 

der Trematodenforschung (Wendt et al. 2020). Die Einzelzellanalysen werden neue 

mögliche zellspezifische Targets sowie deren Gewebezugehörigkeit in F. hepatica 

aufzeigen. Beides kann für zukünftige Wirkstoffentwicklungen bedeutend sein. 
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5 Vorgelegte Publikationen 

5.1 Identifizierung von Referenzgenen zur Analyse paarungsabhängiger 

Genexpression in Schistosoma mansoni 

 

 

 

 

 

 

 

Identification of a new panel of reference genes to study pairing-

dependent gene expression in Schistosoma mansoni  

Haeberlein S, Angrisano A, Quack T, Lu Z, Kellershohn J, Blohm A, 

Grevelding CG, Hahnel SR  

International Journal of Parasitology (2019) 49(8):615-624 

 

 

 

Publikation online: doi: 10.1016/j.ijpara.2019.01.006 

 

 

 

 

 

 

 

Eigener Anteil an der Entstehung der Publikation 

 Leitung des Gesamtprojektes:   30% 

 Durchführung/Auswertung der Experimente: 70% 

 Anfertigung des Manuskripts:   10% 
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5.2 Referenzgen-Analyse und der Einsatz zur Expressionsanalyse von Kinasen im 

Leberegel Fasciola hepatica 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reference gene analysis and its use for kinase expression profiling in 

Fasciola hepatica 

Houhou H, Puckelwaldt O, Strube C, Haeberlein S 

Scientific Reports (2019) 9(1):15867 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eigener Anteil an der Entstehung der Publikation 

 Leitung des Gesamtprojektes:   100% 

 Durchführung/Auswertung der Experimente: 10% 

 Anfertigung des Manuskripts:   80% 
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5.3 Bildgebende AP-sMALDI-Massenspektrometrie als neue Methodik zur 

Wirkstoffanalyse in Schistosoma mansoni 

 

 

 

 

 

 

 

 

High-resolution AP-SMALDI MSI as a new tool for drug imaging in 

Schistosoma mansoni 

Mokosch A, Gerbig S, Grevelding CG, Haeberlein S*, Spengler B* 

Analytical and Bioanalytical Chemistry (2021) 413(10):2755-2766 
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 Anfertigung des Manuskripts:   50% 
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5.4 Kinasen in Fasciola hepatica: anthelmintische Effekte und Gewebetropismus 

von Kinaseinhibitoren 

 

 

 

 

 

 

 

 

Targeting kinases in Fasciola hepatica: anthelminthic effects and 

tissue distribution of selected kinase inhibitors 

Morawietz CM, Houhou H, Puckelwaldt O, Hehr L, Dreisbach D, 

Mokosch A, Roeb E, Roderfeld M, Spengler B*, Haeberlein S* 

Frontiers in Veterinary Science (2020) 7:611270 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eigener Anteil an der Entstehung der Publikation 

 Leitung des Gesamtprojektes:   90% 

 Durchführung/Auswertung der Experimente: 20% 

 Anfertigung des Manuskripts:   90% 
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5.5 Erste Charakterisierung von Autophagie-assoziierten Genen in 

Schistosoma mansoni 

 

 

 

 

 

 

 

 

First characterization of autophagy-related genes in Schistosoma 

mansoni 

Mughal MN, Grevelding CG, Haeberlein S  

International Journal of Parasitology (2021) S0020-7519:00092-8 
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 Durchführung/Auswertung der Experimente: 10% 

 Anfertigung des Manuskripts:   50% 
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5.6 Insekten in der Wirkstoffforschung: Harmonin aus dem Marienkäfer 

reduziert Vitalität, Reproduktion und Stammzellproliferation in Schistosoma 

mansoni 

 

 

 

 

 

 

 

 

Insects in anthelminthics research: Lady beetle-derived harmonine 

affects survival, reproduction and stem cell proliferation of 

Schistosoma mansoni 

Kellershohn J, Thomas L, Grünweller A, Hartmann RK, Hardt M, 

Vilcinskas A, Grevelding CG, Haeberlein S 

PLoS Neglected Tropical Diseases (2019) 13(3):e0007240 
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5.7 Anthelmintische Effekte des Venoms einer Raubwanze gegen Schistosoma 

mansoni 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anthelminthic activity of assassin bug venom against the blood fluke Schistosoma mansoni 
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Antibiotics (2020) 9(10):664 
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