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1  Einleitung und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich anhand von Zellkultur- und
Tierversuchsmodellen mit der Frage, ob die durch den Parasiten Schistosoma mansoni
(S. mansoni) hervorgerufene Erkrankung — die Schistosomiasis mansoni — die Entstehung

von Darmkrebs begiinstigen kann.

Dass die Entstehung einiger Malignome des Menschen mit Infektionserkrankungen
assoziiert sein konnen, ist fiir bakterielle, virale und auch parasitére Erreger bekannt.
Weltweit waren im Jahr 2018 13% aller Krebsfdlle mit einer Infektion assoziiert [96].
Unter den Parasiten, die die Entstehung maligner Erkrankungen begiinstigen, sind die
Leberegel Opisthorchis viverrini und Clonorchis sinensis. Diese zdhlen wie die
Schistosomen zu den Trematoden und sind mit einem erhohten Risiko fiir
cholangiozelluldre Karzinome assoziiert [67, 134]. Fiir S. mansoni und Schistosoma
Jjaponicum ist ein Zusammenhang mit Leberzellkarzinomen bekannt [118, 142], wihrend
Schistosoma haematobium mit Blasenkarzinomen assoziiert ist [17, 151]. In unserer
Arbeitsgruppe wurden in Leberpriparaten von Hamstern mit chronischer Schistosomiasis

mansoni Aktivierungen definierter protoonkogener Signalwege nachgewiesen [118].

Die vorliegende Arbeit soll zur Kldrung der Frage beitragen, ob durch die chronische
Schistosomiasis mansoni eine kolorektale Karzinogenese begiinstigt wird. Die
wissenschaftliche Fachliteratur diskutiert diese Frage kontrovers. In einigen
Veroffentlichungen wird ein Zusammenhang zwischen intestinaler Schistosomiasis
mansoni und der Entstehung von Darmkrebs abgelehnt [44], wihrend andere einen
solchen Zusammenhang vermuten [60, 87]. Um der Forschungsfrage nach einem
Zusammenhang zwischen Schistosomiasis mansoni und kolorektalen Karzinomen
nachzugehen, wurden molekulare Marker und Signalwege untersucht, die vor allem das
frithe Stadium der kolorektalen Karzinogenese kennzeichnen, sowie Marker fiir eine

DNA-Schéidigung.



2 Literaturiibersicht

2.1  Schistosomiasis mansoni

2.1.1 Morphologie und Lebenszyklus von Schistosoma mansoni

Parasiten der Gattung Schistosoma sind zweigeschlechtliche Wiirmer, deren Endwirt der
Mensch ist [88]. Je nach Spezies befillt der Wurm in der adulten Form die intestinalen
oder paravesikulidren Venolen, in denen sie sich vom Blut des Wirts erndhren, sich paaren
und téglich einige hundert bis einige tausend Eier (Ova) ausscheiden [29]. Schistosomen
werden auch als Pirchenegel bezeichnet, da in ihrer adulten Form die Ménnchen die
Weibchen mit ihren Korperrdndern umschlieen und sich anschlieBend in Dauerkopula
befinden [29, 89]. Die Ova werden vom Menschen entweder tiber den Urin oder den Stuhl
ausgeschieden oder verbleiben im Gewebe, wo sich um diese Ova herum ein
Immunprozess entwickelt, der die Pathologie der Erkrankung maBgeblich mitverursacht
[29]. Aus ausgeschiedenen Ova, die ins SiiBwasser gelangen, schliipfen innerhalb von
Minuten die Miracidien [88]. Diese haben anschlieBend ein Zeitfenster von einigen
Stunden, um in den Zwischenwirt einzudringen [89]. Die Zwischenwirte sind
StiBwasserschnecken, in denen die Miracidien sich zu Sporozysten entwickeln und sich
asexuell vermehren [29]. Bei S mansoni ist der Zwischenwirt die
StiBwasserschneckengattung Biomphalaria (abgebildet in Abb. 1, unten rechts) [29]. Aus
den durch asexuelle Vermehrung entstandenen Tochtersporozysten entwickeln sich die
fiir den Menschen infektiosen Zerkarien [88]. Nachdem sie ausgereift sind, verlassen die
Zerkarien die Schnecken und schwimmen frei im Wasser [88]. Zerkarien sind nur fiir
wenige Stunden fiir den Menschen infektids [88]. Eine Infektion erfolgt, indem die
Zerkarien durch die Haut in den Korper eindringen, Blut- oder Lymphgeféfle erreichen
und sich in ein Schistosomulum transformieren [29, 43, 89]. Die Schistosomula migrieren
innerhalb einiger Tage mit dem Blutstrom iiber die Venen ins rechte Herz und in den
Lungenkreislauf [88, 105]. Dort nehmen sie fiir die Lungenpassage eine langliche Form
an und durchwandern anschliefend die Korperarterien bis zu der Vena portae hepatis, in
der sie sich initial niederlassen [105]. Die Schistosomula ernéhren sich von Blut, reifen
zu adulten Wiirmern und paaren sich [105]. Die adulten Pérchenegel migrieren

anschlieBend gegen den Blutfluss zu den Venolen, wo sie ihre Ova ablegen [105].



Adulte S. mansoni-Paare haben im Menschen ohne spezifische Therapie ein mittleres
Uberleben von 5-10 Jahren [149]. Bei der Art S. mansoni findet die Eiablage vornehmlich
in den mesenterialen Venolen des Kolons und Diinndarms statt [105]. Seltener kdnnen
aber auch Ova im Rektum, Magen, in der Gallenblase, der Milz und den Nebennieren
nachgewiesen werden [53]. Auch in der Harnblase, die typischerweise eher von
Schistosoma haematobium befallen wird, kdnnen in einigen Féllen S. mansoni-Ova

nachgewiesen werden [30, 53].
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Abbildung 1: Schematischer Lebenszyklus der Schistosoma mansoni

Dargestellt ist eine vereinfachte Form des Lebenszyklus des Parasiten S. mansoni. Die Grafik stellt den Lebenszyklus
als Abfolge von Infektion des Haupt- und Zwischenwirtes, asexueller und sexueller Vermehrung sowie Ausscheidung
der infektidsen Formen des Parasiten ins Siilwasser im Uhrzeigersinn dar. Zwischen der Infektion des Hauptwirtes
Mensch (links oben) und des Zwischenwirtes Siilwasserschnecke (unten rechts) befinden sich im Lebenszyklus von
S. mansoni jeweils Entwicklungsstadien des Parasiten im Siiwasser. Das fiir den Menschen infektidse
Entwicklungsstadium der Schistosomen ist das der Zerkarien (links unten). Diese konnen durch die menschliche Haut
bis in das Blut- oder Lymphsystem penetrieren. Nach der Wanderung zu den Mesenterialvenen, der Ausreifung zu
adulten Wiirmern und der sexuellen Paarung werden Eier abgelegt (links oben). Diese penetrieren die Darmwand.
Wenn sie ins SiiBwasser gelangen, schliipfen die Miracidien (rechts oben), die in die SiiSwasserschnecken eindringen
konnen (rechts unten). In diesen erfolgt eine weitere Transformation zu Sporozysten und eine asexuelle Vermehrung.
AnschlieBend werden Schistosomen in der Entwicklungsform der Zerkarien ins SiiBwasser freigesetzt (links unten),
womit sich der Lebenszyklus schliefit. Die Abbildung wurde mit Microsoft Power Point® 2019 erstellt. Anteile der
Abbildung wurden verdndert aus bestehenden Grafiken mit Creative Commons-Lizenzen von Lewis, Liang, Raghavan
und Knight (WIKIMEDIA COMMONS) beziehungsweise Servier Medical Art iibernommen. Die genauen Quellen der
Creative Commons-Grafiken sind im Bildquellenverzeichnis einzusehen.

2.1.2  Pathophysiologie der Schistosomiasis

Die Schistosomiasis, historisch auch Bilharziose genannt, ist die Erkrankung, die sich auf

Grundlage einer Infektion mit Schistosomen entwickeln kann [88]. Symptomarme oder
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asymptomatische Verldufe sind bei Menschen aus Endemiegebieten hiufig. Menschen
aus anderen Regionen, die beispielsweise als Touristen Endemiegebiete besuchen, haben
héufiger symptomatische Verldufe [121]. Die Symptome der Schistosomiasis entstehen
aufgrund der lokalen und systemischen Immunantwort des Korpers gegen die Ova [8,
29]. Die Symptomatik der Infektionen mit den verschiedenen Schistosomenarten

unterscheidet sich daher je nach den typischem Ablageorten der Ova [113].

Im Rahmen der akuten Reaktion kann sich innerhalb einiger Wochen nach der Infektion
das Katayama-Syndrom entwickeln. Hierbei handelt es sich um eine
Hypersensitivititsreaktion des Korpers auf die Schistosomen-Antigene [121]. Die
Symptome einer akuten Infektion werden iiber eine zelluldre Immunantwort durch
T-Helferzellen vom Typ 1 (Tul) vermittelt [24, 113]. Symptome sind ndchtliches Fieber,

Husten, abdominelle Beschwerden, Muskel- und Kopfschmerzen [121].

Bei der chronischen Schistosomiasis verbleiben Ova, die nicht ausgeschieden werden
konnen, im Gewebe. Um diese bilden sich im Verlauf Granulome [29]. Dieser Prozess
wird durch T-Helferzellen vom Typ2 (Tu2) vermittelt [24]. Eine chronische
Schistosomiasis mansoni betrifft vornehmlich die Leber und den Darm [120]. In der
Leber konnen die kollagenreichen Granulome zu portaler Hypertension und Leberfibrose
fiihren [22, 120, 152] und kénnen zu der Entstehung von Leberzellkarzinomen beitragen
[118]. Eine chronische Schistosomiasis im Kolon bewirkt eine chronische Entziindung
und eine vor allem im Sigma auftretende Polyposis [44, 99, 106]. Inwiefern diese Form
der Polyposis als Zwischenschritt in der Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms
(CRC) gesehen werden kann, wird kontrovers diskutiert [60]. Die chronische Entziindung
des Darms bei der chronischen Schistosomiasis ist ebenso eine Tu2-gewichtete
Immunreaktion [8, 24] wie die Entziindungsreaktion des Kolons bei einer Colitis ulcerosa
(CU) [108], welche wie unten ndher erldutert mit einem erhohten Risiko fiir ein CRC

einhergeht [40].
2.1.3 Epidemiologie der Schistosomiasis

Infektionen mit Schistosomen haben weltweit unter den parasitidren Infektionen eine der
hochsten Pravalenzen [146]. Im Jahr 2021 hétten mehr als 250 Millionen Menschen
weltweit einer praventiven Chemoprophylaxe fiir die Schistosomiasis bedurft, nur etwa

30% dieses Therapiebedarfs wurde gedeckt [151]. Schistosomen sind vor allem in



subtropischen und tropischen Regionen privalent [151]. Neben den klimatischen
Bedingungen sind soziodkonomische Faktoren und der Zugang zu sauberem Wasser
wichtige Faktoren [151]. 90% aller behandlungsbediirftigen Erkrankungsfille entfallen
auf den afrikanischen Kontinent [151]. Auch auBlerhalb dieser Regionen beschreiben
Fallberichte Infektionsfélle. Die fiir den Lebenszyklus des Parasiten als Zwischenwirte
notwendigen SiiBwasserschneckenarten wurden auf Korsika, in Portugal und auf den
Balearen entdeckt. Auf Korsika wurden bereits einzelne Infektionsfille beschrieben [15].
Im Kontext der globalen Klimaerwdrmung ldsst sich dies als Friihzeichen einer
Ausdehnung des fiir Schistosomen geeigneten Lebensraums in klimatisch gemaBigtere
Regionen interpretieren.  Zusitzlich  diirfte auch infolge der globalen
Migrationsbewegungen die Schistosomiasis eine zunehmende Bedeutung in bisher nicht
endemischen Regionen wie etwa Europa oder Nordamerika bekommen. Unter aus
Subsaharaafrika immigrierten Menschen wurde eine Prdvalenz von Schistosomeneiern

im Stuhl von 5,1% nachgewiesen [7].

2.1.4 Soluble Egg Antigen (SEA) und Interleukin-4-induzierendes Prinzip von

Schistosoma mansoni Eiern (IPSE)

Als Soluble Egg Antigen (SEA) bezeichnet man eine Mischung der wasserloslichen
Extrakte der S. mansoni-Ova [98]. SEA besteht vornehmlich aus den hydrophilen
Bestandteilen der Ova, die erst beim Untergang und dem Zerfall der Ova ins Gewebe
austreten. SEA beinhaltet aber auch die sekretorischen Proteine der Ova [98].

Experimentell ist SEA etabliert als ein Induktor fiir die Wirtsreaktion auf Ova [98].

Das ,Interleukin-4-induzierende Prinzip von S. mansoni Eiern“ (IPSE) ist ein
sekretorisches Glykoprotein der S. mansoni-Ova [124]. Unter den von den Ova
sekretierten Proteinen macht IPSE einen Anteil von iiber 80% aus [97] und wird von
S. mansoni ausschlieBlich im Reifungsstadium der Ova produziert und sezerniert [125].
Das Ausmalf} der IPSE-Sekretion der Ova korreliert positiv mit der GroBe der parasitar
induzierten Granulomentwicklung [79]. IPSE interagiert mit dem Immunsystem des
Wirtsorganismus, indem es beispielsweise eine Degranulation von basophilen
Granulozyten bewirkt [124]. Namensgebend fiir das Protein ist die Anregung der
Produktion und Freisetzung von Interleukin 4 (IL-4) durch IPSE in den basophilen
Granulozyten [126]. Zusétzlich enthdlt IPSE ein nukledres Lokalisationssignal (NLS),

sodass es nach Aufnahme in die Zelle nachweislich auch in den Nukleus menschlicher
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Zellen transloziert [74]. Aufgrund dieser Erkenntnis werden Funktionen des Proteins

IPSE vermutet, die iiber die beschriebenen Wirkungen hinausgehen [74].

2.2  Kolorektale Karzinome

2.2.1 Ubersicht und Epidemiologie

Als kolorektales Karzinom (CRC) bezeichnet man das Karzinom, welches aus den
Epithelzellen und insbesondere aus den kryptennahen Stammzellen des Kolons oder
Rektums mittels einer Zusammenkunft aus epigenetischen Verdnderungen und
genetischen Mutationen entsteht [75, 133]. Weltweit war das CRC im Jahr 2022 mit fast
zwei Millionen jéhrlich dokumentierten Fillen und damit etwa 18% aller bekannten
Krebsfille nach Brust- und Lungenkrebs die Krebsentitit mit der dritthdchsten Inzidenz
[50]. In der Mortalitétsstatistik stand das CRC nach dem Lungenkrebs mit etwa 900.000
Todesfillen im Jahr 2022 auf Rang zwei [50]. Die weltweite Verteilung der Inzidenz des
CRC ist ungleichmiBig [49]. Uberdurchschnittlich hiufig kommt das CRC in Lindern
mit einem hohen Lebensstandard wie in den europdischen Landern, den USA, Australien
und in Teilen Ostasiens vor. Menschen, die auf dem Kontinent Afrika leben, sind dagegen
deutlich seltener betroffen [49]. Fiir die Zukunft werden je nach Weltregionen
unterschiedliche Prognosen fiir die Entwicklung der CRC-Inzidenzen gestellt [5].
Insgesamt soll die jahrliche Inzidenz bis zum Jahr 2040 nach Prognosen um ca. 1,3
Millionen auf 3,2 Millionen jihrliche Fille ansteigen, was weltweit einer Erh6hung von
iiber 60% entspriache [102]. Allerdings ist die erwartete Zunahme global nicht gleich
verteilt. In Landern mit einem sehr niedrigen Human Development Index (HDI) wird bis
zum Jahr 2040 relativ zum gegenwdrtig niedrigen Status eine groflere Zunahme von liber
100% erwartet. In Lidndern mit sehr hohem HDI wird die Inzidenz voraussichtlich
ebenfalls steigen. Mit etwa 35% Inzidenzzuwachs relativ zum gegenwirtigen Stand
diirfte diese Zunahme aber hinter dem weltweiten Trend zurilickbleiben. In absoluten
Zahlen werden auch 2040 die hochsten CRC-Inzidenzen in den Landern mit einem hohen

oder sehr hohen HDI erwartet [5, 102].
2.2.2 Atiologie und Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

Malignome werden dem Modell der Hallmarks of cancer von Hanahan und Weinberg

zufolge durch einige Hallmarks gekennzeichnet [61]. Zu diesen z&hlt unter anderem das



Aufrechterhalten der Aktivitat proliferationsfordernder Signalwege [61]. Als Basis der
Entwicklung dieser Hallmarks bei der Karzinogenese werden zwei Ursachen genannt: 1.
eine genomische Instabilitdt mit vermehrten Mutationen und 2. Entziindungen und
Immunreaktionen [61]. Diese Hallmarks gelten fiir Malignome im Allgemeinen und

somit auch fir das CRC.

Die individuelle Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines CRC wird durch das
Zusammenwirken verschiedener Risikofaktoren moduliert. Diese lassen sich in
beeinflussbare und nicht beeinflussbare Risikofaktoren unterteilen. Zu den
beeinflussbaren Risikofaktoren gehoren die Erndhrung, der Alkoholkonsum und die
regelméBige Einnahme bestimmter Medikamentenklassen. Zu den nicht beeinflussbaren
Risikofaktoren zdhlen genetische Ursachen, eine positive Familienanamnese im Hinblick
auf CRC, das Alter und chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) [69]. Der
Zusammenhang zwischen dem CRC und CED, welcher vor beinahe einem Jahrhundert
erstmals beschrieben wurde [32], soll hier betont werden. In Ubereinstimmung mit dem
Modell nach Hanahan und Weinberg [61] beruht die Krebsentstehung im Zusammenhang
mit CED auf einer chronischen Entziindung [108]. Fiir Patientinnen und Patienten mit
Colitis ulcerosa (CU) steigt das Erkrankungsrisiko fiir ein CRC mit der Erkrankungsdauer
der CU an und erreicht nach mehreren Jahrzehnten einen Wert im niedrigen zweistelligen
Prozentbereich [40]. Die entziindliche Genese des CRC ist im Fall der CU vornehmlich
Tu2-vermittelt [108].

CRC entstehen aus gesunden Epithelzellen durch eine Ansammlung von epigenetischen
Veridnderungen [48, 133] und DNA-Schidden beziehungsweise Mutationen [72]. Einige
dieser zufdlligen Verdnderungen bewirken Aktivierungen von wachstums- und
proliferationsfordernden Protoonkogenen zu Onkogenen oder Inaktivierungen von
hemmenden Tumorsuppressorgenen. In der Summe konnen diese Verdnderungen zur
Entstehung von CRC fiihren [48, 138]. Die Entwicklung vom gesunden Epithel zum
Karzinom wird mit dem Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz des CRC beschrieben
[48]. Dieses Modell besagt, dass einem CRC klassischerweise verschiedene Vorstufen
vorausgehen [48, 138]. Diese Entwicklung beginnt mit einer epithelialen Hyperplasie,
aus der Polypen beziehungsweise Adenome entstehen [138]. Fiir diese Entwicklung vom
normalen Epithel zum CRC sind neben makro- und mikroskopischen Verdnderungen

bestimmte Mutationen kennzeichnend, die erstmalig von Fearon und Vogelstein
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beschrieben wurden [48]. Unter den Mutationen, die oft frith in der Adenom-Karzinom-
Sequenz auftreten, sind aktivierende Mutationen im Wnt-Signalweg [48] und Genom-

beziehungsweise Chromosomeninstabilitét [48, 130].

Aufgrund der Erkenntnis, dass hyperplastisches Epithel in Form von Polypen eine
prikanzerdse Zwischenstufe in der kolorektalen Karzinogenese darstellen kann, wurden
Praventionsstrategien entwickelt, die insbesondere auf Vorsorgekoloskopien beruhen
[37]. Durch das frithzeitige Erkennen und Entfernen von Vorstufen des CRC kann eine

signifikante Reduktion der Inzidenz des CRC bewirkt werden [27, 153].

Carcinoma Lokal invasives
in situ Karzinom

Zeitlicher Verlauf mit sich zunehmend ansammelnden Mutationen und
zunehmender Hyperplasie und Dysplasie bis zum Karzinom

Normales
Epithel

Hyperplasie/
flacher Polyp

Adenom/ Adenom mit
Polyp Dysplasie

Abbildung 2: Adenom-Karzinom-Sequenz

Schematische Darstellung eines eréffneten Kolonabschnitts mit Blick auf die epithelbekleidete Innenseite. Von links
nach rechts wird entlang des Kolonabschnitts der typische zeitliche Verlauf der kolorektalen Karzinogenese im Sinne
der Adenom-Karzinom-Sequenz dargestellt. Ausgehend vom gesunden Epithel entwickelt sich eine lokale Hyperplasie.
Die Hyperplasie kann in ein Adenom iibergehen. Im weiteren Verlauf nimmt die Differenzierung des Epithels ab und
an den Adenomen konnen Dysplasien auftreten. Am Ende der Entwicklung steht die Entwicklung eines Karzinoms.
Bei lokaler Begrenzung spricht man von einem Carcinoma in situ, wenn die Basalmembran durchbrochen wurde von
einem lokal invasiven Karzinom. Dem dargestellten phdnotypischen Verlauf entspricht eine Ansammlung von
(epi-)genetischen Verdanderungen (modifiziert mit Microsoft Power Point® 2019 nach Palma 2019 [109]).

2.2.3 Der Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg ist eine Proteinsignalkaskade, die proliferationsfordernd wirkt.
Wihrend der Entwicklung des intestinalen Epithels in der Embryogenese spielt diese
Kaskade eine entscheidende Rolle. Im intestinalen Epithel eines erwachsenen, gesunden
Menschen hat sich eine Homoostase des Wnt-Signalwegs eingestellt [56]. Ein
experimentelles Ausschalten des Signalwegs sorgt fiir Zellzyklusarrest [56], wihrend
eine Aktivierung desselbigen iiber verschiedene Signalwege den Zellmetabolismus zum

Wachstum und zur Vermehrung anregt [127, 140].




Grundsétzlich werden drei Wnt-Signalwege unterschieden, die alle iiber
membranstindige Rezeptoren der Frizzled-Familie (FZD) aktiviert werden [127]. Erstens
der kanonische Wnt-Signalweg, auch FZD/B-Catenin-Signalweg, zweitens der
FZD/Ca**-Signalweg und drittens der FZD/Planar cell polarity-Signalweg [127]. Die
beiden letztgenannten Signalwege werden auch als nichtkanonische Wnt-Signalwege
bezeichnet und sind in ihrem Effekt unabhingig von B-Catenin [116, 127]. In dieser

Arbeit wird der Fokus auf den zuerst genannten, kanonischen Wnt-Signalweg gelegt.
2.2.3.1 Der kanonische Wnt-Signalweg

Das Zielprotein des kanonischen Wnt-Signalwegs ist das B-Catenin. Im nichtaktivierten
Grundzustand des kanonischen Wnt-Signalwegs bewirkt der [-Catenin destruction
complex eine Phosphorylierung des [B-Catenins. Dadurch wird das Protein fiir eine
Ubiquitinylierung markiert und anschlieBend im Proteasom abgebaut [85, 86]. Somit wird
die Konzentration des -Catenins nicht durch Regulierung der Proteinsynthese und/oder
-freisetzung reguliert. Vielmehr wird die B-Catenin-Konzentration durch den im
nichtaktivierten Zustand effektiveren Abbau des Proteins in einem niedrigkonzentrierten
Gleichgewicht gehalten [85]. Der hierfiir verantwortliche 3-Catenin destruction complex
ist aus verschiedenen Proteinen zusammengesetzt. Dazu zdhlen das Adenomatous-
polyposis-coli-Protein (APC), Axin und die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3f)
[116, 123]. Das APC-Gen ist in der Karzinogenese eines CRC eine typische Lokalisation
fiir Mutationen, welche den destruction complex deaktivieren [48, 103]. Die GSK-33 ist
eine Kinase des destruction complex, die B-Catenin durch Phosphorylierung zum Abbau
markiert [18]. Um diese Funktion zu erfiillen, ist die GSK-3f auf die Interaktion mit den

weiteren Proteinen des Komplexes angewiesen [86, 104, 144].

Die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs wird durch einen FZD-Rezeptor
initiiert. In der Folge fithrt dies mittels verschiedener posttranslationaler
Proteinmodifikationen an den Proteinen des B-Catenin destruction complex zu dessen
Inaktivierung [18, 85]. Eine dieser Proteinmodifikationen ist eine inaktivierende
Phosphorylierung der GSK-3f3 an Serin 9, welche darauthin weniger effektiv 3-Catenin
phosphoryliert [63]. Infolge der geringeren Aktivitdt der phosphorylierten GSK-3[3
(p-GSK-3pB) und somit des gesamten destruction complex wird der Abbau B-Catenins
gehemmt, sodass es im Zytoplasma akkumuliert und in den Zellkern transloziert [127].

9



Dort wirkt es gemeinsam mit weiteren Proteinen als Koaktivator fiir
Transkriptionsfaktoren der T-Zellfaktorgruppe (TCF) [18, 80, 145]. In der Folge werden
zahlreiche Proteine vermehrt transkribiert und aktiviert. Zu diesen zéhlen unter anderem

Cyclin D1 [140] sowie c-Jun, ein Anteil des AP1-Transkriptionsfaktors [94].

In aktiV %ﬂ A Inaktiver Aktivierter AktiV

FZD-Rezeptor FZD-Rezeptor _[(|() ﬂ
= uyu UUu) i
= o
a U@ |
, #]
Inaktiver 8-Catenin @ ‘?’
Aktiver B-Catenin 4 . destruction complex —
g B-Catenin an Ser9

destruction complex _|3

phosphoryliert @

Ubiquitinylierung und

proteasomaler Abbau n Stabilisiertes B-Catenin akkumuliert, transloziert in
@ = den Nukleus und wirkt als Kotranskriptionsfaktor
@
@ =
m =, @ .
o * Cyclin D1
(] e c-Jun
M *  weitere

Abbildung 3: Der kanonische Wnt-Signalweg

Schematischer Aufbau einer Zelle mit Zytoplasma und Nukleus. Die linke Hélfte der Zelle zeigt den nichtaktivierten
kanonischen Wnt-Signalweg. An dem membranstindigen, G-Protein gekoppelten FZD-Rezeptor hat kein Ligand
gebunden. In diesem Zustand ist der B-Catenin destruction complex aktiv und B-Catenin akkumuliert nicht. Die von
B-Catenin abhéngige Transkription ist somit unterbrochen. Die rechte Hailfte der Zelle zeigt den aktivierten
kanonischen Wnt-Signalweg. Die Aktivierung erfolgt, indem der membranstéindige FZD-Rezeptor einen Liganden
bindet. Infolgedessen lagert sich der destruction complex an die Zellmembran. Die Proteinbestandteile des destruction
complex werden posttranslational modifiziert und hierdurch inaktiviert. Ein Beispiel hierfiir ist die GSK-38, die
phosphoryliert wird. Infolge dieser Inaktivierung akkumuliert 3-Catenin im Zytoplasma, transloziert in den Nukleus
und wirkt als Kofaktor fiir die Gentranskription (modifiziert mit Microsoft Power Point® 2019 nach Patel 2019 [111]).

2.2.3.2 Der Wnt-Signalweg in der kolorektalen Karzinogenese

Im Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz sind unter den friith eintretenden
Verdnderungen typischerweise Mutationen im kanonischen Wnt-Signalweg [48, 68].
Diese Mutationen betreffen meist das APC-Gen, wodurch der B-Catenin destruction
complex konstant inaktiviert oder ineffektiv wird [48]. Das fiihrt zu einer konstitutiv
hoheren B-Catenin-Konzentration und zu einer verstiarkten Wirkung des Signalwegs [48].
Ebenfalls bekannt sind Mutationen von p-Catenin, welche der Phosphorylierung
entgegenwirken und B-Catenin so vor dem Abbau schiitzen [68, 103]. Neben den

erworbenen Mutationen bei sporadischen CRC gibt es eine Anzahl hereditirer Syndrome,
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in denen das APC-Gen mutiert ist [52]. Zu diesen z&hlt die autosomal-dominant vererbte
familidre adenomatdse Polyposis (FAP) [52]. Die Bedeutung des kanonischen Wnt-
Signalwegs fiir die kolorektale Karzinogenese wird dadurch unterstrichen, dass mit der

FAP ein einhundertprozentiges Lebenszeitrisiko fiir ein CRC einhergeht [52].
2.2.3.3 Experimentelle Hemmung des kanonischen Wnt-Signalwegs

Der kanonische Wnt-Signalweg kann experimentell gehemmt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde dazu das Enzym Tankyrase inhibiert [66]. Die Tankyrase
wirkt regulierend auf den kanonischen Wnt-Signalweg ein, indem sie das Protein Axin
poly-ADP-ribosyliert (PARyliert). Dadurch wird Axin destabilisiert und vermehrt
degradiert [95]. Da Axin Teil des destruction complex ist, fithrt diese Degradierung zu
einer Steigerung der kanonischen Wnt-Aktivitdt [77, 111]. Zur Hemmung der Tankyrase
wurde in der vorliegenden Arbeit das Molekiil XAV939 genutzt [95].

2.2.4 c-Jun/AP1-Signalweg und Cyclin D1 in der Tumorentwicklung

In der vorliegenden Dissertationsschrift werden neben Auswertungen einiger Faktoren
des kanonischen Wnt-Signalwegs auch Auswertungen fiir die protoonkogenen Proteine

c-Jun und Cyclin D1 gezeigt. Diese sollen im Folgenden vorgestellt werden.

c-Jun ist ein Protein, welches einen Anteil des Transkriptionsfaktors Activator Protein 1
(AP-1) bildet [42]. Die AP-1-Aktivitit spielt eine wichtige Rolle bei Prozessen des
Zellwachstums und -iiberlebens, der Apoptose und der Genregulation [129] und wird
unter anderem durch posttranslationale Modifikationen reguliert [42]. Eine dieser
Modifikationen ist die aktivierende, N-terminale Phosphorylierung c-Juns zu p-c-Jun
durch die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) [10]. Das Protein c-Jun ist ein Protoonkogen
[16, 42]. Verschiedene Tumorentititen sind assoziiert mit iibernormal aktivem c-Jun [41,

122]. Dies gilt auch fiir die CRC-Entstehung [62, 147].

Cyclin D1 ist ein Protein, das im Zellzyklus fiir die Progression der G1- in die S-Phase
benoétigt wird [35]. Cyclin D1 ist ein Protoonkogen und es ist in einer Reihe maligner
Neubildungen [35] wie auch dem CRC [4] {iberexprimiert. Cyclin D1 wird durch eine
Vielzahl an Signalwegen reguliert, zu denen auch der kanonische Wnt-Signalweg [131]

und der c-Jun/AP-1-Signalweg [42] gehoren.
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2.2.4.1 Experimentelle Hemmung der c-Jun-Aktivierung

Die aktivierende Phosphorylierung von c-Jun durch die JNK kann experimentell inhibiert
werden [12]. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete JNK-Inhibitor ist SP600125.
Dieser inhibiert selektiv und reversibel die verschiedenen Isoformen von JNK und

vermindert die JNK-abhiangige Phosphorylierung von c-Jun [12].
2.2.4.2 c-Jun Aktivierung und Cyclin D1-Induktion bei Schistosomiasis mansoni

Durch unsere Arbeitsgruppe wurde in Leberbiopsien von mit S. mansoni infizierten
Menschen eine Aktivierung c-Juns in rdumlicher Nidhe zu den Ova beobachtet [118].
Diese c-Jun-Aktivierung lieB sich auch in Zellkultur mit priméren Leberzellen durch
Stimulation mit SEA und IPSE reproduzieren [118]. Weiterhin wurde in unserer
Arbeitsgruppe parallel zu den hier vorgestellten Ergebnissen an Kolonbiopsien von mit
S. mansoni infizierten Hamstern gezeigt, dass in rdumlicher Néhe zu den S. mansoni-Ova
vermehrt (p-)c-Jun und Cyclin D1 induziert werden [150]. In der humanen
Darmkrebszelllinie SW620 fiihrte eine Stimulation mit SEA zu einer Induktion von c-Jun
und p-c-Jun, die durch eine Hemmung der JNK vermindert werden konnte [150]. In
Leberbiopsien von mit S. mansoni infizierten Hamstern sowie in mit SEA stimulierten

Hepatozyten konnte ebenfalls eine Induktion von Cyclin D1 nachgewiesen werden [21].
2.2.5 DNA-Schidigung in der kolorektalen Karzinogenese

Fiir die Entstehung sporadischer CRC sind Mutationen und epigenetische Verdnderungen
ursichlich [72, 130]. Zu dieser Aussage passen Beobachtungen, dass CRC-Zelllinien
zumeist entweder eine Chromosomen- oder Mikrosatelliteninstabilitdt aufweisen [84].
Genetische Instabilitit tritt typischerweise friih in der kolorektalen Karzinogenese auf,
was zu einer allgemein hoheren Mutations- und DNA-Schidigungsrate fiihrt [130].
Folglich ist auch die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Mutationen héher, die
Protoonkogene zu Onkogenen aktivieren oder Tumorsuppressorgene inaktivieren.
Deswegen ist fiir die Erkennung einer beginnenden kolorektalen Karzinogenese auch eine
Einschitzung der DNA-Schidigung sinnvoll. In der vorliegenden Arbeit wurden mit
PARP-1 und yH2a.X zwei Proteine untersucht, die als Markerproteine fiir DNA-
Schadigung gelten [14, 31].

12



2.2.5.1 PARP-1

Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) ist ein Protein, das mittels mehrerer
Zinkfingerdoménen DNA-Schiden erkennen kann [11, 55, 81]. Bei DNA-Schidigung
steigt die intrazellulire PARP-1-Konzentration an [70]. PARP-1 modifiziert verschiedene
andere Proteine [115] und sich selbst [26, 36] posttranslational durch
Poly-ADP-Ribosylierung (PARylierung). PARP-1 reagiert auf DNA-Doppelstrang- [11]
und -Einzelstrangbriiche [55]. Zusitzlich ist PARP-1 auch an verschiedenen DNA-
Reparaturwegen beteiligt [90, 93, 117]. Auf molekularer Ebene katalysiert aktiviertes
PARP-1 die Umsetzung des fiir den Citratzyklus bendtigten Coenzyms
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD") zu Poly-ADP-Ribose (PAR) [14, 139]. Der
NAD"-Umsatz ist abhéngig vom Ausmall des DNA-Schadens [14]. Durch den Wegfall
von NAD" als Coenzym im Energiestoffwechsel kann es bis zu einem Abfall des
zelluldren Energietrdgers Adenosintriphosphat (ATP) auf unphysiologisch niedrige
Konzentrationen kommen [132, 154]. Eine starke DNA-Schéadigung kann auf diesem
Weg zu einem Zelluntergang fithren [139], was auch als Suizid-Hypothese der Funktion
von PARP-1 bezeichnet wird [13]. In einer Reihe von Tumorentititen wird PARP-1
iiberexprimiert [107]. Auch in kolorektalen Karzinomen und Adenomen wurde ein

erhohtes PARP-1 gezeigt [65, 107].

Es ergibt sich ein zwiespiltiges Bild der Wirkung von PARP-1 [38, 112]. Einerseits
iiberwacht das Protein die DNA und initiiert bei einer Schidigung je nach Ausmal des
Schadens die Reparatur oder den Zelltod [11, 13, 93]. Andererseits ist PARP-1 auch mit
Malignomen assoziiert [107, 112]. Die DNA-reparierende Eigenschaft von PARP-1
hemmt die Entstehung kolorektaler Karzinome. Bereits entstandene CRC werden aber

durch die Wirkung von PARP-1 in ihrem Fortschreiten und Wachstum gefordert [38].
2.2.5.2yH2a.X

H2a.X ist eine Variante des Histons H2a [119]. H2a.X wird bei Auftreten von DNA-
Doppelstrangbriichen (DSB) am  Serin 139 phosphoryliert [78]. In diesem
phosphorylierten Zustand wird es als yH2a.X bezeichnet und partizipiert an der
Reparaturantwort auf die DNA-Schiadigung [31, 128]. Die posttranslationale
Modifikation von H2a.X zu yH2a.X geschieht innerhalb von Sekunden nach einem DSB
[119]. Aufgrund dieses Umstandes ist yH2a.X ein etablierter Marker fiir DSB [31, 78].
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yH2a.X nimmt eine regulierende Rolle in DSB-Reparaturmechanismen ein [128],
weswegen YH2a.X auch als Tumorsuppressor bezeichnet werden kann [31].
Tierexperimente mit yH2a.X-Knockout ergaben Phénotypen mit einer erhohten
Genominstabilitdt [25]. Im Doppelknockout von yH2a.X mit P53 zeigte sich eine erhdhte
Tumorneigung [9, 128]. Andererseits gilt ein erhohtes yH2a.X als prognostisch
ungiinstiger Biomarker fiir das CRC [83]. yH2a.X korreliert mit Aggressivitdt und

Progress von Tumoren [31, 83].

2.3 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Dissertationsschrift beschiftigt sich mit dem iibergeordneten Thema, ob
und auf welche Weise eine Infektion mit S. mansoni vermittelt durch die Ova und die
Ova-Antigene eine Karzinogenese-fordernde Wirkung auf Kolonenterozyten hat. Im
Speziellen wird die Wirkung der Ova-Antigene bei einer Infektion auf folgende an das

Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz angelehnte Faktoren untersucht:

1. Protoonkogene im kanonischen Wnt-Signalweg, Downstream-Faktoren und
JNK-/c-Jun-Aktivitit und
2. Proteinmarker fiir das Ausmal} der auftretenden DNA-Schidigung.

3  Material und Methoden

3.1 Material

Das fiir die Experimente der vorliegenden Dissertationsschrift verwendete Material wird

in den nachfolgenden Abschnitten aufgefiihrt.

3.1.1 Gerite

Tabelle 1: Material - Geriite
Geriite Hersteller
ChemoStar ECL & Fluorescence Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Imager Gottingen
Electrophoresis Power Supply Fisher Bioblock Scientific, Villeneuve-d'Ascq
Consort (Frankreich)
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Gerite

Hersteller

Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr®-Werk Biberach, Biberach

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Fisher Scientific®, Waltham,

Massachusetts (USA)
HERACELL 150 i CO2 Incubator Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
Massachusetts (USA)
Kamera CoolHx540 Nikon®, Minato, Japan
Kiihlschrank Profi Line Liebherr®, Ochsenhausen
LaminAir HBB Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Lichtmikroskop DMIL Leica® Microsystems, Wetzlar
Lichtmikroskop DMRB Leica® Microsystems, Wetzlar
Magnetrithrer RCTB IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Microliter Syringe Model 805

Hamilton Company, Reno, Nevada (USA)

MIKRO 120 (Zentrifuge)

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast
Systems

BIO-RAD® Laboratories, Inc., Hercules,
Kalifornien (USA)

Pipette serologisch 10 mL

Greiner Bio-One® International GmbH,
Kremsmiinster (Osterreich)

Pipette serologische 5 mL

Greiner Bio-One® International GmbH,
Kremsmiinster (Osterreich)

Pipetten Abimed International Labmate Ltd, St Albans
(Vereinigtes Konigreich)
Pipetten Research plus Eppendorf® SE, Hamburg

Pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerdate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

UltraRocker™ Rocking Plattform

BIO-RAD™ Laboratories, Inc., Hercules,
Kalifornien (USA)
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Geriite Hersteller
Westernblotkammer Biometra® Analytik Jena GmbH+Co.KG, Jena (ehem.
Fastblot™ B44 Biometra®)
3.1.2  Software
Tabelle 2: Material - Software
Software Entwickler

Image]®, Version 1.4.3.67

Wayne Rasband (NIH), Bethesda USA

Microsoft Excel ®2019

Microsoft® Corporation, Redmond USA

Microsoft PowerPoint ® 2019

Microsoft® Corporation, Redmond USA

SPSS®, Version 26.0

IBM ®, Armonk USA

3.1.3 Zelllinien

In den Stimulations- und Inhibitionsversuchen wurde die Zelllinie SW620 verwendet.

Wichtige Eigenschaften konnen der nachfolgenden Tabelle entnommen werden.

Tabelle 3: Material - Zelllinie

Firma CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim

Bezeichnung SW620

Produktnummer 300466

Organismus Homo sapiens (humane Zelllinie)

Gewebe Dickdarm

Morphologie Epithelial

Patienteninformation 51-jéhriger, kaukasischer Mann

Zelltyp Kolorektales Adenokarzinom, Dukes ‘ type C

Wachstumseigenschaften | Adhirent

Beschreibung SW620 entstammt einer Lymphknotenmetastase bei
Rezidiv der Krebserkrankung.
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3.1.3.1 Medien und Zusétze

Tabelle 4: Material — Medien und Zusitze Zellkultur

Medien und Zusitze Hersteller
DPBS Lonza Group AG, Basel (Schweiz)
FBS Good (Filtrated Bovine Serum) PAN™_Biotech GmbH, Aidenbach

Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B PAN™.Biotech GmbH, Aidenbach
Mix

RPMI 1640 PAN™.Bjotech GmbH, Aidenbach
Trypan Blue Stain 0.4 % Gibco™, Carlsbad, (Kalifornien, USA)
Trypsin/EDTA PAN™.Biotech GmbH, Aidenbach

3.1.3.2 Schistosoma mansoni-Ova Antigene als Zellkulturstimulanzien

Die Stimulanzien wurden von der Kooperationspartnerin Dr. Gabriele Schramm (Borstel)

zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 5: Material - Zellkulturstimulanzien

Zellkulturstimulanzien

In human embryonic kidney cells (HEK-Zellen) rekombinant hergestelltes
Interleukin-4-induzierendes Prinzip von Schistosoma mansoni Eiern (HEK-IPSE)
(0,46 mg/ml)

Phosphate-Buffered Saline (PBS-Puffer): Derselbe Puffer, in dem HEK-IPSE und
SEA geldst vorliegen

S. mansoni soluble egg antigens (SEA) (1,52 mg/mL)

3.1.3.3 Inhibitoren der JNK und des kanonischen Wnt-Signalwegs

Tabelle 6: Material - Proteininhibitoren

Proteininhibitor Hersteller

JNK-Inhibitor IT SP600125 Calbiochem® (Merck® KGaA), Darmstadt
Tankyrase-Inhibitor XAV939 Sigma-Aldrich® Corporation,
(Wnt-Hemmung) (Merck® KGaA), St. Louis (USA)
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3.1.4 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 7: Material — Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien und Chemikalien

Hersteller

Ammoniumperoxodisulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Bovines Serumalbumin (BSA) pH 7

Merck® KGaA, Darmstadt

Bromphenolblau

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Dimethylsulfoxid ROTIPURAN®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Dodecylsulfate-Na-salt in pellets

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Ethanol ROTIPURAN®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Glycin PUFFERAN®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hydrochloric acid (HCI)

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,

Isopropanol Snp e
: Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Luminol ma-/
Steinheim
Methanol Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,

Steinheim

Milchpulver (Blotting grade)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

N, N, N', N'-Tetramethylethylenediamine
(TEMED)

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Neo Mount Wasserfreies Eindeckmittel

Merck® KGaA, Darmstadt

Neo-Clear (Xylol-Ersatz)

Merck® KGaA, Darmstadt

Nuclear Fast Red Counterstain

Vector Laboratories® Inc., Newark
USA

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
Massachusetts (USA)
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Reagenzien und Chemikalien

Hersteller

p-Cumarsaure

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Steinheim

Polyoxyethylenesorbitan

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Steinheim

Proteome Profiler™ Human Phospho-
Kinase Array Kit

R&D Systems, Inc., Minneapolis USA

Rotiphorese® Gel 30 (37, 5: 1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Trinatriumcitrat-Dihydrat

Merck® KGaA, Darmstadt

Tris Base

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Steinheim

TRIS PUFFERAN®

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Vector® Blue Substrate Kit, Alkaline
Phosphatase (AP)

Vector Laboratories® Inc., Newark
USA

Wasserstoffperoxid 30%

Merck® KGaA, Darmstadt

Xylol

VWR International GmbH, Darmstadt

Zitronensiure

Merck® KGaA, Darmstadt

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH,
Steinheim

3.1.4.1 Puffer und Losungen

Tabelle 8: Material — Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen

Rezept

Citratpuffer:
Stammldsung A pH 2,1:

Stammldsung B pH 8,4:

Gebrauchsfertiger Citratpuffer
pH 6,0:

21,01 g Zitronensdure 0,1 M
mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt

29,41 g Trinatriumcitrat-Dihydrat 0,1 M
mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt

9 mL Stammldsung A
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Puffer und Losungen

Rezept

41 mL Stammlésung B
mit Aqua dest. auf 500 mL aufgefiillt

ECL-Entwicklungslésung

950 uL Aqua dest.

500 pL Tris Puffer 2 M pH 8,5
50 pL Luminol (250 mM)

25 pL p-Cumarsédure (90 mM)
2,6 uL H202

Lammli-Puffer (1x)

1500 uL Aqua dest.

500 pL Lammli-Puffer-Stammlésung pH
6,8 (4x)

Lammli-Puffer-Stammlésung pH 6,8 (4x)

40 % Glycerin

20 % B-Mercaptoethanol

8 % SDS

20 % 1 M Tris HCI pH 6,8

0,02 % Bromphenolblau

auf 100% mit Aqua dest. aufgefiillt

Laufpufter (1x) 100 mL Laufpuffer-Stammlosung
900 mL Aqua dest.
Laufpuffer-Stammlosung pH 8,6 (10x) 10 g SDS
30 g Tris
144 g Glycin

mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt

PBS-Puffer pH 7,4 (1x) (Waschen THC)

100 mL PBS-Puffer pH Stamml6sung
(10x)

mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt
Titration mit HCL bis pH 7,4

PBS-Puffer pH Stammlésung (10x)
(Waschen IHC)

80 g NaCl

2 g KClI

11,5 g NaaHPOq4

2,45 g KHoHPO4

mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt
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Puffer und Losungen

Rezept

SDS-PAGE Sammelgellosung (3%
Polyacrylamid)

330 uL Polyacrylamid Gel 30
2130 uL Aqua dest.

830 pL Tris Puffer pH 6,8

40 uL APS

4 uL TEMED

SDS-PAGE Sammelgelpuffer pH 6,8 (4x)

365 mL Aqua dest.
125 mL 2 M Tris pH 6,8
10 mL 20 % SDS

SDS-PAGE Trenngel-Losung (10%
Polyacrylamid)

3400 pL Polyacrylamid Gel 30
100 uL SDS 10 %

1950 pL Tris Puffer 2 M pH 8,8
4550 uL Aqua dest.

100 uL. APS

10 uL. TEMED

TBS-T-Puffer

250 mL 10 x TBS-Stammldsung
2,5 mL Tween 20
2250 mL Aqua dest.

Transferpuffer pH 9,2

5,82 g Tris (48 mM)

2,93 g Glycin (39 mM)

200 mL Methanol (20 %)

mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt

Trenngel-Puffer pH 8,8 (4x) fiir SDS-
PAGE

375 mL 2 M Tris/HCI
10 mL SDS
115 mL Aqua dest.

Tris-Buffered Saline-Stammldsung 10x
(TBS-Stammlosung 10x) pH 7,5

24,2 g Tris pH 7 (200 mM)
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Puffer und Losungen

Rezept

80 g NaCl (1,37 M)
mit Aqua dest. auf 1 L aufgefiillt

Tris-HCI/SDS pH 6,8 fiir SDS-PAGE

6,05 g Tris base (=0,5 M) in 40 mL Aqua
dest. gelost; mit 1 M HCI auf pH 6,8
eingestellt

100 mL Aqua dest.
Losung filtriert (0,45 pm)
0,4 g SDS (=0,4 %)

3.1.5 Antikorper

3.1.5.1 Primérantikorper Western Blot

Tabelle 9: Material - Primiirantikérper Western Blot

Primérantikorper

Technische Angaben und Hersteller

c-Jun (60A8)
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 43,48 kDa

Gewinnung: Rabbit (monoclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #9165

Cyclin D1 (DCS-6)
Verdiinnung 1:500

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 37 kDa

Gewinnung: Mouse (monoclonal
antibody)

Firma: Santa Cruz Biotechnology® Inc.,
Dallas, Texas (USA)

Art. Nr.: sc-20044

GAPDH
Verdiinnung: 1:10.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 36 kDa

Gewinnung: Mouse (monoclonal IgG2b)

Firma: ProteinTech® Group Inc.,
Rosemont (USA)

Art. Nr.: 60004-1-Ig

PARP-1
Verdiinnung: 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 116 kDa (ganzes Protein) und
89 kDa (grof3es Fragment)

Gewinnung: Rabbit (polyclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #9542
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Primérantikorper

Technische Angaben und Hersteller

Phospho-c-Jun (Ser63) (54B3)
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 48 kDa

Gewinnung: Rabbit (monoclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #3270

Phospho-GSK-3f (Ser9) (5B3)
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 46 kDa

Gewinnung: Rabbit (monoclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #9323

Phospho-Histone H2A.X (Ser139) (20E3)
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 15 kDa

Gewinnung: Rabbit (monoclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #9718

Phospho-B-Catenin (Ser33/37/Thr41)
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 92 kDa

Gewinnung: Rabbit (monoclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #9561

a-Tubulin
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 52 kDa

Gewinnung: Rabbit (polyclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #2144

B-Catenin (Aminoterminales Antigen)
Verdiinnung 1:1.000

Molekulargewicht des nachzuweisenden
Proteins: 92 kDa

Gewinnung: Rabbit (polyclonal
antibody)

Firma: Cell Signaling Technology® Inc.,
Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

Art. Nr.: #9581
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3.1.5.2 Sekundirantikorper Western Blot

Tabelle 10: Material - Sekundérantikorper Western Blot

Sekundirantikorper Technische Angaben und Hersteller

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Gewinnung: Goat
Cross-Adsorbed Secondary Reaktiv auf: Mousc-IgG

Antibody, HRP
Verdiinnung 1:5.000 Firma: Invitrogen®, Carlsbad, Kalifornien (USA)
Art. Nr.: A16072

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Gewinnung: Goat

Cross-Adsorbed Secondary . ! .
Antibody, HRP Reaktiv auf: Rabbit-IgG

Verdiinnung 1:5.000 Firma: Invitrogen®, Carlsbad, Kalifornien (USA)

Art. Nr.: A16104

3.1.5.3 Primérantikdrper Immunhistochemie

Tabelle 11: Material - Priméirantikérper Immunhistochemie

Primérantikorper Technische Angaben und Hersteller

ChromPure Rabbit IgG Gewinnung: Rabbit (Ganzes, unkonjugiertes Protein IgG)

(whole molecule) Firma: Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.,

Verdiinnung 1:22.400 Cambridge (Vereinigtes Konigreich)

011-000-003
B-Catenin Gewinnung: Rabbit (polyclonal antibody)
l(frtl?lnot)ermmales Firma: Cell Signaling Technology® Inc., Cambridge
ntigen

(Vereinigtes Konigreich)

Verdiinnung 1:2.000 Art. Nr.: #9581

3.1.5.4 Detektionssystem Immunhistochemie

Genutzt wurde zur Entwicklung der immunhistochemischen Schnitte das
Detektionssystem ImmPRESS® -AP Horse Anti-Rabbit IgG Polymer Detection Kit,
Alkaline Phosphatase der Firma Vector Laboratories®, Inc., Burlingame, Kalifornien
(USA) mit der Artikelnummer MP-5401. Die beinhalteten Produkte werden in der
nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Material - Detektionssystem Immunhistochemie

Bezeichnung

Ubersetzung/Technische Angaben

ImmPRESS®-AP
(alkaline phosphatase)
Polymer Anti-Rabbit IgG
Reagent (ready-to-use)

Alkalische Phosphatase-gekoppelter Antikorper gegen
Kaninchen-IgG-Antikdrper.

Gewinnung: Pferd

2.5% Normal Horse Serum
for blocking (ready-to-use)

2,5% gebrauchsfertiges, normales Pferdeserum zur
Blockierung

3.1.6 Verbrauchsmaterial

Folgende Verbrauchsmaterialien kamen in den Experimenten zum Einsatz:

Tabelle 13: Material - Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Biosphere Filter Tips

SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

Biosphere Filter Tips 100

SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

CELLSTAR® 24 Well Cell Culture
Plate

Greiner Bio-One® International GmbH,

Kremsmiinster (Osterreich)

CELLSTAR® TUBES, 15 mL

Greiner Bio-One® International GmbH,

Kremsmiinster (Osterreich)

CELLSTAR® TUBES, 50 mL

Greiner Bio-One® International GmbH,

Kremsmiinster (Osterreich)

CELLSTAR® Zellkultur Schale

Greiner Bio-One® International GmbH,

Kremsmiinster (Osterreich)

Disposable Glass Pasteur Pipettes 230
mm

VWR International GmbH, Darmstadt

Eppendorf®-Reaktionsgefdfie 0,5 ml /
1,5ml/2ml

Eppendorf® SE, Hamburg

Férbeeinsatz aus Hiittenglas fiir
Farbekiivetten

R. Langenbrink, Emmendingen

Fiarbekuvette mit Falzdeckel aus
Hiittenglas

R. Langenbrink, Emmendingen

Filterpapier

IKA-Werke, Staufen
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Immobilon-P Transfer Membrane

Merck Millipore® Limited, Tullagreen,
Carrigtohill ED (Irland)

Micro-Touch

Ansell, Richmond (Australien)

Neubauer Zahlkammer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Objekttrager Super Frost Ultraplus

R. Langenbrink, Emmendingen

Objekttragerkiivette Coplin Staining Jar
with Cover, Glass

DWK Life Sciences (Wheaton),
Grof3britannien

Pipettenspitzen 1000 uL, blau SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

Pipettenspitzen 10 pL, farblos SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

Pipettenspitzen 200 pL, gelb SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

Reagiergefd3 1,5 mL SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

Reagiergefd3 2,0 mL SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

Vernichtungsbeutel SARSTEDT® AG & Co. KG, Niimbrecht

3.2 Methoden

3.2.1 Hamstermodell der Schistosoma mansoni-Infektion

Die Tierversuche wurden wie von Roderfeld et al. beschrieben [118] von unserem
Kooperationspartner — der Arbeitsgruppe von Professor Christoph Grevelding,
Parasitologie der JLU GieBen — durchgefiihrt. Als Zwischenwirte des Parasiten
S. mansoni dienten Frischwasserschnecken (Biomphalaria glabrata), als Endwirte
weibliche, syrische Goldhamster (Mesocricetus auratus). Die S. mansoni-Stimme
wurden von der Bayer AG (Monheim) bezogen. Die Tierversuche wurden in
Ubereinstimmung mit dem europiischen Ubereinkommen zum Schutz der fiir Versuche
und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere (ETS Nr. 123;
iiberarbeiteter Anhang A) durchgefiihrt und vom Regierungsprésidium Gie3en genehmigt
(Aktenzeichen V54-19 ¢ 20/15 ¢ GI 18/10 Nr. A1/2014). Die Proben stammen entweder
von Hamstern, die nur mit einem Parasitengeschlecht infiziert wurden, genannt
,monosexuell infiziert“ (ms) oder von gemischtgeschlechtlich infizierten Hamstern,
genannt ,,bisexuell infiziert™ (bs). Es wurden Gewebeproben aus dem Kolon der Hamster

verwendet.
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Tabelle 14: Ubersicht Infektionsstatus der Hamster

Zugeordnete Nummern der Hamster Gruppenzugehorigkeit

58761, 62770, 62771, 62772, 62773, 62774, 62775, Bisexuell infiziert
63673, 63674, 63675, 63676

58212, 59827, 59828, 59836 Monosexuell infiziert

3.2.2 Zellkultur

Im Folgenden wird beschrieben, welche Schritte zur Etablierung der SW620-Zellkultur
sowie zur Durchfiihrung der Stimulations- und Inhibitionsexperimente durchgefiihrt

wurden.
3.2.2.1 Auftauen, Kultivierung und Passage der Zellen

Bei der Kulturaussaat der SW620-Zellen wurden die im fliissigen Stickstoff gelagerten
Zellen aus dem Stickstoffbehilter entnommen und in einem Wasserbad bei 37 °C fast
vollstdndig aufgetaut. Als noch ein kleiner Rest Eis im Rohrchen zu sehen war, wurden
die Zellen in eine Zellkulturschale von 100 mm x 20 mm mit 10 mL frischem Medium
gegeben. Als Medium diente RPMI mit 10% fetalem Kaélberserum und 1%
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin. Die Zellen wurden bei 37 °C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO; kultiviert.

Abhidngig von der lichtmikroskopisch kontrollierten Bewachsung der Platte wurden die
Zellen ein- bis zweimal pro Woche passagiert. Dazu wurde eine neue Zellkulturschale
mit 10 mL frischem Medium vorbereitet und das Medium der Vorgédngerschale mithilfe
einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt. Die Zellen wurden dreimal mit jeweils 10 mL
PBS gewaschen und der PBS-Puffer jeweils abgesaugt. AnschlieBend wurde auf die
Zellen 1 mL Trypsin-EDTA gegeben. Die Zellen wurden so fiir etwa fiinf Minuten
inkubiert, bis lichtmikroskopisch eine Abldsung der Zellen zu sehen war. Auf die gelosten
Zellen wurden 4 mL frischen Mediums gegeben und das Gemisch wurde sorgfiltig
resuspendiert. Zuletzt wurde 1 mL der Zellsuspension in die vorbereitete, neue
Zellkulturschale gegeben und unter den zuvor genannten Bedingungen im Brutschrank

weiter inkubiert.
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3.2.2.2 Aussaat bestimmter Zellzahlen fiir Stimulationsversuche

Fiir die Stimulationsversuche wurden 24-Well Platten vorbereitet, indem in jedes Well
500 pL serumhaltiges, zellfreies Medium gegeben wurden. AnschlieBend wurden wie
oben beschrieben die sich in Kultur befindlichen SW620-Zellen mit 1 mL Trypsin-EDTA
von der Zellkulturschale abgelost und in 4 mL serumhaltigem Medium sorgfiltig
resuspendiert. Das Gesamtvolumen der Suspension betrug 5 mL. Von diesem
Gesamtvolumen wurden 50 pL entnommen und im Verhéltnis 1:2 mit Trypanblau
gemischt. Mithilfe einer Pipette wurde eine ausreichende Menge davon in eine Neubauer
Zahlkammer gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen der Gebrauchsanweisung dieser
Zahlkammer folgend unter dem Lichtmikroskop gezédhlt. Die in der urspriinglichen
Zellsuspension vorliegende Zellzahlgesam: wurde nach der untenstehenden Formel
berechnet. Dabei entsprach das Volumensuspension 5 mL und der Verdiinnungsfaktor bei
der gewéhlten Verdiinnung 2. Der weitere Faktor 2,5 ist vom Hersteller der Zdhlkammer

vorgegeben.

Zellzahlyesqme = 2,5 * Volumengyspension * Verdinnungsfaktor « Zellenge,ape

Mithilfe der nun erhaltenen Zellzahlgesamt lie sich das fiir ein Well der 24-Well Platte
benoétigte Volumenaussaat berechnen. Aulerdem wurde die Anzahl der Zellen benétigt, die

pro Well ausgesit werden sollte (Zellzahlgewiinschi).

Zellzahl ey inscht
Zellzahl

Volumen,ycsqar = * Volumengyspension

gesamt

In die vorbereitete 24-Well Platte wurde in jedes Well nun das gleiche, berechnete
Volumenaussaar pipettiert. Die 24-Well Platte wurde in den Brutschrank gestellt. Das
Wachstum der Zellen wurde téglich lichtmikroskopisch iiberpriift und das serumhaltige
Medium ebenfalls tdglich gewechselt. Von der restlichen Zellsuspension wurde zur
Aufrechterhaltung der Zellkultur 1 mL in eine neue, 10 mL frisches Medium enthaltene

Zellkulturschale liberfiihrt. Diese wurde ebenfalls in den Brutschrank gestellt.
3.2.2.3 Stimulationsversuche der Zelllinien

Die Stimulationsversuche mit den SW620-Zellen wurden in den wie oben beschrieben
vorbereiteten 24-Well Platten durchgefiihrt. Einen Tag vor dem Stimulationsversuch

wurde das Medium gegen ein serumfreies und Penicillin/Streptomycin/Amphotericin-
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freies RPMI ausgewechselt. Vor der Stimulation folgte eine weitere lichtmikroskopische
Kontrolle. Verwendung fanden nur Wells, in denen die Zellen gleichmiBig gewachsen

waren und eine Konfluenz zwischen 70% und 90% aufwiesen.

Zur Stimulation wurde das alte RPMI mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und
zligig durch 200 pL frisches RPMI ersetzt, welches der Versuchsplanung folgend je nach
Well SEA, HEK-IPSE oder PBS enthielt. Verwendet wurde dasselbe PBS, in welchem
die SEA- und IPSE-Proben gelost waren. Ein beispielhaftes Pipettierschema findet sich
im Anhang. Die so bestiickten 24-Well-Platten kamen fiir vier Stunden in den Inkubator.
Die Konzentrationen, mit denen die Zellen in den Stimulationsversuchen inkubiert

wurden, kénnen der Tabelle 15 entnommen werden.

Tabelle 15 — Konzentrationen der zur Stimulation in Zellkultur verwendeten Antigene der S. mansoni-Ova

S. mansoni- Konzentration der | Verdiinnung | Konzentration der
Ova-Antigen Stammlosung Stimulationslosung
SEA 1,52 pg/uL 2:207 14,7 pg/mL
HEK-IPSE 0,46 pg/puL 4,5:209,5 9,9 ng/mL
0,5:205,5 1,1 pg/mL

3.2.2.4 Kombinierte Stimulations- und Inhibitionsversuche der Zelllinien

Die kombinierten Stimulations- und Inhibitionsversuche erforderten neben der unter
3.2.2.3 beschriebenen Stimulation eine zusdtzliche Inhibition. Zum einen wurde der
Tankyraseinhibitor XAV939 eingesetzt, um den kanonischen Wnt-Signalweg zu
inhibieren. Zum anderen wurde der JNK-Inhibitor SP600125, um die Kinase JNK zu
inhibieren. Zu diesem Zweck wurden die Zellen jeweils vor dem Stimulationsbeginn und
wihrend der Stimulation mit dem jeweilig genutzten Inhibitor beziehungsweise DMSO
(als Kontrolle), in welchem die Inhibitoren geldst vorlagen, in der gleichen Verdiinnung
inkubiert. Die genutzten Verdiinnungen und Inkubationszeiten lassen sich der Tabelle 16
entnehmen. Im Anschluss an die Vorinkubation erfolgte ein Stimulationsexperiment wie

oben beschrieben unter Ergidnzung des jeweiligen Inhibitors beziehungsweise DMSO.
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Tabelle 16: Inhibitorverwendung in Zellkultur

Inhibitor . . .
(Bezeichnung) (Vor-)Inkubationszeit Verdiinnung
JNK-Inhibitor 30 Minuten vor Stammlosung (20 mM)
(SP600125) Stimulationsbeginn und wihrend | 1:2000 verdiinnt (10 uM)
der Stimulation.
Tankyrase-Inhibitor | 15 Stunden vor Stammldsung (5 mg/ml)
(XAV939) Stimulationsbeginn und wéhrend | 1:2000 verdiinnt
der Stimulation. (2,5 pg/ml)

3.2.2.5 Herstellung der Zelllysate der SW620-Zellen

Nach abgelaufener Stimulationsdauer wurden die fiir den Stimulationsversuch
beziehungsweise den kombinierten Stimulations- und Inhibitionsversuch auf einer
24-Well Platte befindlichen SW620-Zellen lysiert. Dazu wurde Limmli-Puffer (1x)
angesetzt. Das sich in jedem Well befindende Medium mit den jeweiligen Stimulanzien
wurde mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt. Anschlieend wurden 60 pL. Limmli-
Puffer (1x) in jedes Well gegeben. Zu diesem Zweck wurde eine 200 pL Pipettenspitze
genutzt, deren Spitze mit einer Schere ein wenig abgeschnitten worden war, sodass die
Offnung groBer wurde. Mit der Pipettenspitze wurde griindlich iiber den Well-Boden
geschabt, um weitere Zellen abzuldsen. Die Zelllysate wurde vor dem Uberfiihren in
jeweils ein beschriftetes 500 uL. Eppendorf®-Gefa noch flinfmal auf- und abpipettiert.
Anschliefend wurden die Lysate fiir zehn Minuten bei 95 °C auf der Heizplatte erwarmt.
Zum Zweck des Druckausgleichs wurden nach einer Minute die Deckel der Gefille
gedffnet und wieder verschlossen. Zuletzt wurden die Lysate zur Lagerung in den

Gefrierschrank bei -20 °C einsortiert.
3.2.3 Western Blot und Phosphokinase Proteome Profiler™ Array

Im Folgenden werden die verwendeten proteinbiochemischen Analysemethoden des

Western Blots und des Phosphokinase Proteome Profiler™ Arrays beschrieben.
3.2.3.1 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse besteht zusammengefasst aus drei Schritten. Zuerst wird das
Proteingemisch in einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE) aufgetrennt, dann werden die aufgetrennten Proteine auf eine
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Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran) iibertragen und anschlieBend wird das

Zielprotein immunchemisch nachgewiesen.

Der erste Schritt, die SDS-PAGE, ist ein Verfahren zur Auftrennung der Proteine nach
ihrer Molekularmasse in einem elektrischen Feld. Das dazu genutzte Gel bestand aus zwei
unterschiedlichen Anteilen, dem Sammel- und dem Trenngel (Tabelle 8). Bei dem
Ansetzen der Gele war entscheidend, dass TEMED und APS als letzte Anteile direkt vor
dem GieBen hinzugegeben wurden, um die Polymerisation zu starten. Das Gel wurde
zwischen zwei Glasplatten gegossen, die in einem Gel-Gielrahmen eingespannt wurden.
Die Glasplatten waren zuvor mit 70%igem Ethanol gereinigt worden. In diese
Vorrichtung wurde in einem ersten Schritt bis zur Markierung Trenngel gefiillt. Zur
Vermeidung von Blasen wurde das freibleibende Volumen mit Ethanol gefiillt. Nach etwa
zwanzigminiitiger Wartezeit war das Trenngel ausreichend polymerisiert. Das Ethanol
wurde abgegossen und mit Filterpapier wurden dessen Riickstinde vorsichtig
aufgenommen. Danach wurde das frisch angesetzte Sammelgel in den verbleibenden
Raum tiber dem Trenngel gegossen und ein Probenkamm mit zehn Taschen eingefiihrt.
Nach weiteren 20 Minuten war auch das Sammelgel polymerisiert und der Probenkamm
wurde entfernt. Die entstandenen Probentaschen wurden mit destilliertem Wasser
gespiilt, sodass sich keine Luft mehr darin befand. Die mit Gel befiillten Glasplatten
wurden in den Elektrodenrahmen und dieser in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die
Elektrophoresekammer wurde bis zur Markierung ,,2 Gele* mit Laufpuffer (1x, Tabelle

8) und der Elektrodenrahmen mit den Glasplatten bis zum Oberrand befiillt.

Vor der Probenauftragung wurden die Proben aus dem Gefrierschrank genommen und
fir fiinf Minuten im Heizblock bei 95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben
zentrifugiert, geschiittelt und erneut zentrifugiert, um eine gute Durchmischung der
ganzen Probe zu gewihrleisten. Als ndchstes wurde eine Microliter-Spritze genutzt, um
die Proben in die Geltaschen zu fiillen. Eine der Geltaschen wurde statt mit einer Probe
mit einem Proteingewichtsmarker (PAGE Ruler) befiillt. Die Elektrophoresekammer
wurde mit dem Deckel verschlossen und an den Power supply angeschlossen. Dieser
wurde zuerst fiir zehn Minuten auf 100 V und danach auf 130 V eingestellt. Letztere

Einstellung wurde fiir etwa eine Stunde gehalten.

Der zweite groB3e Schritt ist der Proteintransfer auf die PVDF-Membran. Dazu wurde die

PVDF-Membran mit einem Bleistift beschriftet und fiir jeweils ca. fiinf Sekunden
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nacheinander in Ethanol, destilliertem Wasser und in dem Transferpuffer (Tabelle 8)
geschwenkt. Zuséatzlich wurden pro Membran und Gel sechs in Transferpuffer getrénkte
Filterpapiere benotigt. Zuerst wurden drei von diesen in den Biometra® Fastblot™ gelegt
und auf die Filterpapiere moglichst blasenfrei die vorbereitete PVDF-Membran.
Anschliefend wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer entfernt, indem mit einem
Plastikkeil die Deckglasplatte abgeldst, das Sammelgel mit einem Papiertuch vorsichtig
entfernt und das Trenngel mit dem Keil von der Glasplatte abgeldst wurde. Das Gel wurde
kurz im Transferpuffer gebadet und anschlieBend auf die Membran im Biometra®
Fastblot™ gelegt. AnschlieBend wurde das Gel moglichst blasenfrei von den drei
verbliebenen, getrdnkten Filterpapieren abgedeckt und der so gebildete Stapel unter
leichtem, mit einem sauberen Rohrchen appliziertem Druck von verbleibenden
Luftbldschen befreit. AnschlieBend wurde der Biometra® Fastblot™ mit seinem Deckel
verschlossen und an das Stromgerét angeschlossen. Dies wurde auf eine Stromstérke von

60 mA pro PVDF-Membran und auf eine Laufzeit von einer Stunde eingestellt.

Der dritte Schritt ist der immunchemische Nachweis der jeweiligen Zielproteine nach
abgeschlossenem Proteintransfer auf die PVDF-Membran. Dazu wurde die Membran zur
Blockierung unspezifischer Bindungen fiir eine Stunde in 10 mL Tris Buffered Saline
(TBS)-Tween-Puffer (TBS-T-Puffer) mit 5% gelostem Milchpulver in einer Plastikbox
auf der Schiittelplatte gebadet (Tabelle 8). Nun folgte die Vorbereitung der
Primérantikorper, welche in TBS-T-Puffer mit 5% Milchpulver verdiinnt wurden
(Tabelle 9). Nach dem Blockieren der unspezifischen Bindungen folgten zwei
zehnminiitige Waschschritte mit TBS-T-Puffer auf der Schiittelplatte. Danach wurde der
vorbereitete Primérantikdrper tiber die Membran gegeben und in der Plastikbox bei 4 °C
auf einer Schiittelplatte iiber Nacht gelagert. Am nichsten Tag folgten drei zehnminiitige
Waschschritte auf der Schiittelplatte mit je etwa 10 mL TBS-T-Puffer. Anschlieend
wurde die Membran mit einem passenden horseradish peroxidase-(HRP)-gekoppelten
Sekundirantikorper (Tabelle 10) in Kontakt gebracht, welcher gegen die Antikorper der
Spezies des Primdrantikorpers reaktiv war. Dieser Sekundérantikdrper war im Verhéltnis
von 1:5000 in TBS-T-Puffer mit 5% Milchpulver verdiinnt worden und diese
Verdiinnung blieb auf der Membran fiir eine Stunde unter stindigem, sanftem Schiitteln
auf der Schiittelplatte. Es folgten drei weitere, zehnminiitige Waschschritte mit TBS-T-

Puffer auf der Schiittelplatte. Zur Detektion wurde die Membran wenige Sekunden in der
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ECL-Entwicklerlosung geschwenkt, blasenfrei auf eine zuvor mit 70%igem Ethanol
gesduberte Glasplatte gelegt und im ChemoStar ECL & Fluorescence Imager positioniert.
Die  Chemilumineszenzaufnahmen erfolgten der Gebrauchsanweisung des

Geréteherstellers folgend.
3.2.3.2 Phosphokinase Proteome Profiler™ Array

Der kommerziell erhéltliche Phosphokinase Proteome Profiler™ Array wurde der
beiliegenden Gebrauchsanweisung folgend durchgefiihrt. In dem mehrschrittigen Prozess
wurden unter Verwendung der beiliegenden Puffer und Reagenzien Lysate von SW620-
Zellen aus  Zellkulturstimulationsexperimenten mit SEA  beziehungsweise
Kontrollinkubation mit PBS angefertigt. Diese Zelllysate wurden anschliefend als

Versuchs- und Kontrollgruppen verwendet.
3.2.4 Histologische Methoden

In den nachfolgenden Kapiteln wird erldutert, welche Schritte flir die

immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt wurden.
3.2.4.1 Paraffineinbettung

Die Hamsterkolonproben (Tabelle 14) wurden fiir 16 Stunden bei 4 °C in 4% neutral
gepuffertem Paraformaldehyd fixiert und fiir die histologischen Untersuchungen in

Paraffin eingebettet.
3.2.4.2 Immunhistochemie

Jeder Objekttriger wurde mit zwei benachbarten histologischen Paraffinschnitten
desselben Hamsterkolons bestiickt. Der zu farbende Objekttrager wurde beschriftet und
in den Farbeeinsatz aus Glas eingesetzt. AnschlieBend wurde der Farbeeinsatz
nacheinander in sieben, verschiedene Losungsmittel enthaltende Farbekiivetten getaucht.
Der Objekttriager war dabei ganz von der jeweiligen Fliissigkeit bedeckt. Die ersten drei
Farbekiivetten, in denen der Objekttrager nacheinander zehn, zehn und fiinf Minuten
badete, enthielten Xylol. Danach kamen zwei Firbekiivetten mit 99,6%igem Ethanol fiir
jeweils fiinf Minuten, eine Kiivette mit 96%igem Ethanol fiir wenige Sekunden und
anschlieBend eine Kiivette mit 70%igem Ethanol fiir fiinf Minuten. AnschlieBend wurde
der Objekttriger in eine Objekttrigerkiivette iiberfiihrt und fiir flinf Minuten unter sanft

flieBendes Leitungswasser gestellt.
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Zur Antigendemaskierung wurde die Objekttriagerkiivette mit Citratpuffer (Tabelle 8)
gefiillt und fiir insgesamt zehn Minuten bei 750 W in die Mikrowelle gestellt. Alle zwei
Minuten wurde {berpriift, ob sich noch genug Citratpuffer in der Kiivette befand.
Nachdem die Kiivette auf Raumtemperatur abgekiihlt war, wurde die Kiivette erneut fiir
fiinf Minuten unter flieBendes Leitungswasser gestellt. Es folgten drei zweiminiitige
Waschschritte mit PBS-Puffer (1x) auf einer sich sanft bewegenden Schiittelplatte.
Anschliefend wurde der Objekttriger der Objekttragerkiivette entnommen und vorsichtig
mit einem Papiertuch abgetrocknet. Mit den Ecken des Papiertuchs wurden vorsichtig die
beiden histologischen Schnitte umfahren, sodass sich nur noch wenig Fliissigkeit darauf
befand. Um zu verhindern, dass die Schnitte langer trocken lagen, wurde anschlieend
ziigig auf beide Schnitte 40 pL Blocking Solution aus einer Mischung aus 10%igem BSA
und 2,5%igem Serum in gleichen Anteilen aus dem ImmPRESS®-Kit gegeben. Sollten
noch Teile der Schnitte trocken gelegen haben, wurde mit der langen Seite einer sauberen
Pipettenspitze der sich auf dem jeweiligen Schnitt befindende Tropfen auf die trocken
liegenden Anteile des Schnitts gezogen ohne ihn dabei zu beriihren. Die Schnitte wurden
in einer feuchten Kammer waagerecht fiir eine Stunde gelagert. AnschlieBend folgten drei
zweiminiitige Waschschritte mit PBS-Puffer in einer Objekttrigerkiivette. Nach dem
dritten Waschschritt wurde der Objekttriger erneut mit einem Papiertuch abgetrocknet
und die Schnitte wurden vorsichtig mit einer Ecke des Tuchs umfahren. Anschlie3end
wurde auf einen der beiden Schnitte jedes Objekttragers 50 pL des verdiinnten
Primérantikdrpers (Tabelle 11) gegeben und bei Bedarf erneut mit der flachen Seite einer
Pipettenspitze liber dem Schnitt verteilt ohne diesen zu beriihren. Der andere Schnitt
diente zur Isotypkontrolle. Auf diesen Schnitt wurden 50 pL so verdiinnten IgGs der
gleichen Spezies des Primérantikdrpers gegeben, dass die Proteinkonzentrationen in
Isotypkontroll- und Primirantikdrperverdiinnung gleich waren. Uber Nacht wurde der
waagerecht in einer feuchten Kammer liegende Objekttriger im Kiihlschrank bei 6 °C

gelagert.

Am néchsten Tag folgten vier flinfminiitige Waschschritte mit PBS-Puffer in einer
Objekttragerkiivette. AnschlieBend wurde der Objekttriger mit einem Papiertuch
abgetrocknet und die Schnitte wurden mit einer Ecke des Tuchs vorsichtig umfahren. Auf
beide Schnitte wurde der jeweilige, gegen die Spezies des Primdrantikorpers gerichtete

und AP-gekoppelte Sekundirantikérper aus dem ImmPRESS® Kit getropft. Der
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Objekttrager wurde fiir eine halbe Stunde waagerecht in einer feuchten Kammer gelagert.
Anschliefend folgten weitere vier fiinfminiitige Waschschritte mit PBS-Puffer in einer
Objekttragerkiivette. Die Entwicklerlosung Vector® AP blue wurde nach der
beiliegenden Anleitung frisch angesetzt. Erneut wurde der Objekttrager mit einem
Papiertuch abgetrocknet und die Schnitte wurden mit einer Ecke des Tuchs vorsichtig
umfahren. Dann wurden 40 pL der Entwicklerldsung auf beide Schnitte pipettiert, der
Tropfen bei Bedarf noch mit der flachen Seite einer Pipettenspitze iiber die Rinder des
Schnitts gezogen und eine Stoppuhr gestartet, um die Entwicklungsdauer zu messen.
Unter dem Lichtmikroskop wurde regelméBig der Farbegrad der Schnitte kontrolliert.
Sobald der gewlinschte Féarbegrad erreicht war, wurde die Stoppuhr angehalten, der
Objekttrager mit der langen Kante auf ein Papiertuch abgeklopft, um die
Entwicklerlosung zu entfernen, und der Objekttriger fiir fiinf Minuten in eine
Objekttragerkiivette mit Leitungswasser gestellt. Anschlieend folgte die Kernfarbung,
wofiir das Wasser in der Objekttragerkiivette durch die Kernfarbelosung Nuclear FAST
Red Counterstain® ersetzt wurde und einige Sekunden zum Einwirken in der Kiivette
belassen wurde. Danach wurde die Objekttragerkiivette fiir fiinf Minuten unter sanft

flieBendes Leitungswasser gestellt.

Der Objekttrager wurde in den Firbeeinsatz einer Farbekiivette gesetzt und fiir jeweils
wenige Sekunden nacheinander in Férbekiivetten mit 96%igem Ethanol, zweimal
Isopropanol und zweimal Neo Clear® gestellt, wobei der Objekttrager stets mit der
jeweiligen Fliissigkeit bedeckt sein musste. AnschlieBend wurden die Schnitte mit

Abdeckplittchen und Neo Mount® blédschenfrei eingedeckt.
3.2.4.3 Fotoaufnahmetechnik der immunhistochemischen Farbungen

Der Objekttrager wurde unter dem Lichtmikroskop betrachtet und bestimmte Areale in
den gewiinschten VergroBerungen eingestellt. AnschlieBend wurde die Kamera
eingeschaltet und am damit verbundenen Computer gestartet. Uber die Auslosefunktion

wurde eine Aufnahme gemacht und gespeichert.
3.2.5 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die Western Blots wurden densitometrisch mithilfe der Software ImagelJ®, Version
1.4.3.67 vermessen. Die so entstandenen Daten wurden im Programm Microsoft Excel®

2019 erfasst. In Microsoft Excel® wurden Berechnungen zur Normierung der Werte

35



durchgefiihrt. Um den unterschiedlichen optischen Hintergrunddichten und
Entwicklungsstirken Rechnung zu tragen, wurden die in ImageJ® bestimmten optischen
Dichten der Banden einer Western Blot-Membran geteilt durch die Summe aller auf ihr

gemessenen optischen Dichten.

Optische Dichte(Musterprotein)ormiert

Optische Dichte(Musterprotein) gemessen

- Y. Optische Dichte(Musterprotein) jemessen

Diese Normierung der optischen Dichten wurde jeweils fiir das Zielprotein und fiir das
als Ladekontrolle genutzte Protein durchgefiihrt. AnschlieBend wurde fiir jedes so
entstandene Datenpaar eine relative optische Dichte als Quotient der normierten

optischen Dichten des Zielproteins und des Proteins der Ladekontrolle gebildet.

Relative optische Dichte(Zielprotein)
Optische Dichte(Zielprotein)ormiert

- Optische Dichte(Ladekontrolle), ,rmiert

Die so bestimmten, relativen optischen Dichten wurden filir die statistischen
Berechnungen in die Software SPSS® Version 26.0 eingepflegt. Zur Uberpriifung, ob die
verschiedenen Gruppen Stichproben aus einer gemeinsamen Grundgesamtheit sein
konnten, wurden auf Rangplatzsummen basierende, statistische Tests angewendet. Wenn
mehr als zwei Stichproben miteinander verglichen werden sollten, wurde der Kruskal-
Wallis-Test (H-Test) fiir unabhéingige, nicht normalverteile Stichproben angewendet. In
diesem Test wurde zum einen die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der die Stichproben
insgesamt zu einer gemeinsamen Grundgesamtheit gehdren. Zum anderen wurden
paarweise Vergleiche zwischen den einzelnen Versuchsgruppen durchgefiihrt. Die
Zufallswahrscheinlichkeiten der paarweisen Vergleiche wurden einer Bonferroni-
Korrektur unterzogen. Der Mann-Whitney-U-Test wurde angewendet, um zwei nicht
normalverteilte, unabhéngige Stichproben miteinander zu vergleichen. Die im
Ergebnisteil genannten Zufallswahrscheinlichkeiten p sind jeweils exakte, zweiseitige

Zufallswahrscheinlichkeiten.

Aufgrund des explorativen Ansatzes der Studie wurde darauf verzichtet, ein
Signifikanzniveau festzulegen und aus den errechneten Zufallswahrscheinlichkeiten ,,p*

Signifikanzen abzuleiten. Die berechneten Zufallswahrscheinlichkeiten werden im
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Ergebnisteil als Zahlenwerte angegeben. AnschlieBend werden die p-Werte zur
Einordnung der Ergebnisse an dem p-Niveau p<0,05 gemessen. Unterschreitet eine
Zufallswahrscheinlichkeit das p-Niveau von p<0,05, wird davon ausgegangen, dass zwei

Versuchsgruppen sich in Bezug auf die Zielvariable voneinander unterscheiden.

Zur graphischen Darstellung wurde im Programm SPSS® die Option der Box- and
Whisker-Plots gewihlt. In dieser Art Diagramm beinhaltet die Ordinatenausdehnung der
Box jene 50% der Daten, die das obere und untere Quartil aussparen. Diese
Ordinatenausdehnung entspricht also dem Interquartilabstand. Der waagerechte Strich in
der Box stellt den Median dar. Die von der Box ausgehenden Whisker markieren den
kleinsten und den grofften Wert der Messreihe. Zudem wurden zur besseren
Ubersichtlichkeit aus den Western Blot-Aufnahmen nur Ausschnitte mit den jeweiligen

Western Blot-Banden eingefiigt.

Die abschlieende Erstellung aller Graphiken erfolgte in Microsoft Power Point ® 2019.
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4  Ergebnisteil

4.1  Induktion protoonkogener Faktoren in SEA-stimulierten

SW620-Zellen

Als erster Schritt in der Untersuchung der Wirkung von Antigenen der S. mansoni-Ova
auf Enterozyten des Kolons wurden Enterozyten-dhnliche SW620-Zellen in Zellkultur
mit SEA stimuliert oder zur Kontrolle mit PBS-Puffer inkubiert. SW620-Zellen stellen
ein in Zellkultur etabliertes Modell fiir kolorektale Enterozyten dar [23] und wurden
ausgewdhlt, um eine Kontinuitdt zu den in unserer Arbeitsgruppe bereits durchgefiihrten
Zellkulturexperimenten zu bieten. Nach der Zellkulturstimulation wurde, um einen
Uberblick iiber die Aktivitit proliferationsfordernder und aktivierender Signalwege zu
gewinnen, die Aktivierung von 37 Kinasen und zwei assoziierten Proteinen durch einen
Phosphokinase Proteome Profiler™ Array analysiert. Hierbei handelt es sich um eine
Analysemethode, mithilfe welcher kosteneffizient und probensparsam ein Einstieg in die

Aktivitit proliferationsfordernder und aktivierender Signalwege gewonnen werden kann.

Die proteinbiochemische Auswertung durch den Array (Abb. 4a) wurde durch eine
densitometrische Auswertung ergéinzt (Abb. 4b). Hierbei wurden die ermittelten Signale
der phosphorylierten Kinasen und assoziierten Proteine der SEA-stimulierten Zellen und

der PBS-inkubierten Zellen zueinander ins Verhéltnis gesetzt.
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Abbildung 4 - Wnt-Aktivierung in SEA-stimulierten SW620-Zellen

Mittels Phosphokinase Proteome Profiler™ Array wurde die Regulation verschiedener Phosphokinasen in mit
S. mansoni-Eierantigenen (SEA) stimulierten SW620-Zellen untersucht. In diesem Array werden die relativen
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Konzentrationen von 37 phosphorylierten Kinasen und zwei assoziierten Proteinen untersucht. Auf der linken Seite (a)
der Abbildung sind Aufnahmen zweier reprisentativ ausgewéhlter Membranen des Arrays zu sehen. Die obere
Membran zeigt die Ergebnisse der mit PBS-Puffer inkubierten Zellen (a, oben), die untere die der SEA-stimulierten
Zellen (a, unten). Jede phosphorylierte Kinase beziehungsweise jedes assoziierte Protein wurde pro Membran jeweils doppelt
proteinbiochemisch analysiert (je zwei Punkte). Die Proteinkonzentrationen korrelieren mit der GroB3e und optischen Dichte
der Signale. Unterschiedliche GroBen und Farbdichten der immunochemisch analysierten Parameter deuten auf
Unterschiede in Expression beziehungsweise. Phosphorylierung zwischen den Gruppen hin. Die Stimulation mit SEA
induzierte in den SW620-Zellen die phosphorylierte Kinase GSK-3f (roter Kasten) und B-Catenin (griiner Kasten).
Auf der rechten Seite (b) ist eine grafische Ubersicht der densitometrischen Auswertung des Arrays zu sehen. Auf der
Ordinate sind die Mittelwerte der relativen Signalintensitéten als Balkendiagramm mit Standardfehlern dargestellt. Auf
der Abszisse sind die jeweiligen phosphorylierten Kinasen und assoziierten Proteine aufgelistet. Die SEA-Stimulation
in SW620-Zellen fiihrte zu einer Induktion von 3-Catenin (griin) und der phosphorylierten GSK-3f (rot). Dies weist
darauf hin, dass in der Zellkultur durch SEA, also durch Antigene der S. mansoni-Ova, der kanonische Wnt-Signalweg
induziert wurde. Das Zellkulturexperiment sowie die Auswertung wurden zweifach durchgefiihrt.

Einige Faktoren, wie CREB, AMPKal oder HSP27, wurden durch die SEA-Stimulation
induziert, andere wurden supprimiert. Zu den induzierten Faktoren gehdren sowohl die
phosphorylierte GSK-3 (in Abbildung 4 rot markiert) als auch -Catenin (in Abbildung
4 griin markiert). Beide Proteine sind wichtige Akteure im kanonischen Wnt-Signalweg
[123]. Die weiteren induzierten oder supprimierten Faktoren wurden in dieser
Forschungsarbeit nicht weiter untersucht. Mit dem kanonischen Wnt-Signalweg sollte
insbesondere ein Fokus auf Faktoren gelegt werden, die im Modell der Adenom-
Karzinom-Sequenz typischerweise frith in der kolorektalen Karzinogenese

Veranderungen der Aktivitdt entwickeln [48].

4.2 Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs und von Downstream-

Faktoren durch Antigene der Schistosoma mansoni-Ova

Im oben beschriebenen Zellkulturstimulationsversuch mit SEA an SW620-Zellen zeigte
sich in der Auswertung durch den Array eine Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalwegs in Form einer erhdhten Expression von -Catenin und einer Induktion der
p-GSK-3B. Diesem Ergebnis wurde weiter nachgegangen und durch weitere
Stimulationsversuche und Auswertungen durch Western Blot-Analysen niher tiberpriift.
Neben der Stimulation mit SEA wurde nun auch mit einer rekombinant hergestellten

Variante des sekretorischen Proteins IPSE der S. mansoni-Ova stimuliert.

Zusitzlich zu den Zellkulturexperimenten wurde die Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalwegs auch im Tiermodell untersucht. Hierfiir wurden syrische Goldhamster
entweder mono- (ms) oder bisexuell (bs) mit S. mansoni infiziert. In den bs-infizierten

Hamstern war eine geschlechtliche Vermehrung der Parasiten mit Produktion von Ova
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moglich, in den ms-infizierten Hamstern nicht. Am Tiermodell wurde am entnommenen
Kolongewebe neben der Western Blot-Analyse eine Immunhistochemie durchgefiihrt.
Durch die Verwendung des Tiermodells wurde eine natiirliche Infektion mit S. mansoni

sowie insbesondere der Einfluss der Ova auf das Kolongewebe modelliert.

4.2.1 Immunhistochemischer Nachweis zytoplasmatisch und nukleér erhdhter
B-Cateninexpression in der Umgebung der Schistosoma mansoni-Ova im Kolon bisex-

infizierter Hamster

Im Hamstermodell wurde untersucht, ob und inwiefern S. mansoni-Ova zu einer
Induktion B-Catenins fithren. Eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs
resultiert in einer Erhhung B-Catenins im Zytoplasma wie auch im Zellkern [18, 145].
Représentative Proben aus dem Kolon der bs- und der ms-infizierten Hamster wurden
immunhistochemisch unter Verwendung eines spezifischen Antikorpers gegen 3-Catenin
angefarbt. Die Versuchsgruppen unterschieden sich darin, dass im Intestinum bs-
infizierter Hamster Parasiteneier vorlagen. Diese sind mikroskopisch durch ihre
charakteristische Morphologie zu erkennen (Abb. 5a und 5b, Sterne). Im Intestinum ms-

infizierter Hamster wurden keine Ova nachgewiesen (Abb. 5¢).

In den Proben bs-infizierter Hamster war -Catenin in den Enterozyten der Krypten in
unmittelbarer Nidhe der Ova und der umgebenden Granulome deutlich erhdht exprimiert
(Abb. 5a und 5b, Pfeile, obere Bildausschnitte). Diese Induktion der B-Catenin-
Expression war sowohl im Zytoplasma als auch in den Zellkernen der Enterozyten
nachweisbar (Abb. 5a und 5b, Pfeilkdpfe, untere Bildausschnitte), was eine nukleédre

Translokation B-Catenins belegt.

In den Kolonprédparaten ms-infizierter Hamster waren keine Ova vorhanden. 3-Catenin

war homogen verteilt (Abb. 5c, oberer und unterer Bildausschnitt).
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Abbildung S: Erhohtes B-Catenin in Zytoplasma und Nukleus der Enterozyten in unmittelbarer Umgebung der
S. mansoni-Ova beziehungsweise der die Ova umgebenden Granulome

Kolonpréparate von bs- (n=7, Abbildungsteile a und b) und ms- (n=3, Abbildungsteil c) infizierten Hamstern wurden
immunhistochemisch mit einem Primédrantikorper gegen B-Catenin angeférbt. Die antikrpervermittelte Férbung stellt
B-Catenin blau dar. In den Abschnitten a und b sind in den oberen Bildausschnitten (Vergroferung 200x, Balken
entspricht 100 um) Dickdarmkrypten in der Umgebung von Parasiteneiern (Sternchen) zu sehen. In Enterozyten in
unmittelbarer Ndhe des die Ova umgebenden Granulomgewebes ist B-Catenin erhoht (Pfeile) im Vergleich mit
Enterozyten in weiterer Entfernung. In den unteren Bildausschnitten der Abbildungsteile a und b (VergroBerung 1000x,
Balken entspricht 20 pm) ist neben der verstirkten zytoplasmatischen auch eine nukledre Anfirbung zu sehen
(Pfeilkopfe), was fiir eine nukledre Translokation B-Catenins spricht. In Abbildungsteil ¢ sind aufgrund der ms-Infektion
des Hamsters keine Parasiteneier zu sehen (VergroBerungen 200x bzw. 400x, Balken entsprechen 100 pm bzw. 50um).
In den Préparaten ms-infizierter Hamster ist die -Catenin-Verteilung homogener. Diese Ergebnisse zeigen eine
lokalisierte Wirkung der S. mansoni-Ova auf das umliegende Kolongewebe. In den Enterozyten in der Néhe der Ova
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und der Granulome ist der kanonische Wnt-Signalweg aktiviert, was sich durch die Induktion des Zielproteins

B-Catenin zeigt [145]. Die gezeigten Bildausschnitte wurden reprisentativ ausgewéhlt und die Farbungen dreimal
wiederholt.

4.2.2 Proteinbiochemischer Nachweis einer Induktion des kanonischen Wnt-

Signalwegs im Kolon bisex-infizierter Hamster

Neben der immunhistochemischen Analyse des Kolongewebes der bs- und ms-infizierten
Hamster fiir B-Catenin erfolgten Western Blot-Analysen des Gesamtgewebes fiir die

Faktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs 3-Catenin und p-GSK-3 [18].
4.2.2.1 B-Catenin im Kolongewebe bisex-infizierter Hamster tendenziell erhoht

Die Regulation des Zielproteins des kanonischen Wnt-Signalwegs -Catenin im Kolon
der bs- und ms-infizierten Hamster wurde auch durch Western Blot-Analysen untersucht.
In den Gesamtgewebslysaten der Kolonproben der bs-infizierten Hamster war die

-Catenin-Expression tendenziell erhoht (Abb. 6, p=0,138).
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Abbildung 6: B-Catenin-Expression im Kolon bs-infizierter Hamster tendenziell erhoht

Western Blot-Analyse fiir das Protein -Catenin in Kolonproben bs- (n=11) und ms- (n=4) infizierter Hamster.
B-Catenin ist das Zielprotein des kanonischen Wnt-Signalwegs [18]. Im unteren Teil der Abbildung sind {ibereinander
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représentativ aus drei Wiederholungen ausgewéhlte Western Blot-Banden fiir 3-Catenin und das Ladekontrollprotein
GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung wird das Ergebnis der densitometrischen Auswertung in Form von
Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf der Ordinate ist die relative optische Dichte 3-Catenins im Verhéltnis zu GAPDH
dargestellt. B-Catenin war im Kolon bs-infizierter Hamster tendenziell erhoht (p=0,138). Mann-Whitney-U-Test.

4.2.2.2 Vergleichbare Induktion von p-GSK-3f im Kolon bisex- und monosex-

infizierter Hamster

Zur weiteren Untersuchung der Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs wurden
die Kolonproben der Hamster per Western Blot fir p-GSK-3f analysiert. Die
phosphorylierte Variante der Kinase GSK-3f ist kennzeichnend fiir einen aktiven
kanonischen Wnt-Signalweg [123]. p-GSK-3p3 lag in der bs- und der ms-infizierten
Versuchsgruppe in vergleichbarer Menge vor (Abb. 7, p=0,412).
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Abbildung 7: p-GSK-3p im Kolon bs- und ms-infizierter Hamster vergleichbar induziert

Western Blot-Analyse der Kinase p-GSK-3f in Kolonproben bs- (n=11) und ms- (n=4) infizierter Hamster. Die
GSK-3 ist Teil des B-Catenin destruction complex und wird durch Phosphorylierung zu p-GSK-3f inaktiviert [63]. Im
unteren Teil der Abbildung sind iibereinander reprasentativ ausgewéhlte Western Blots fir p-GSK-3f und das
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Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung wird das Ergebnis der gemeinsamen
densitometrischen Auswertung der p-GSK-33 Western Blot-Banden in Form von Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf
der Ordinate ist die relative optische Dichte von p-GSK-3p im Verhiltnis zu GAPDH dargestellt. p-GSK-33 war in
den Kolonproben der beiden Infektionsgruppen gleich (p=0,412). Mann-Whitney-U-Test. Die gezeigten Western Blots
wurden représentativ aus drei Wiederholungen ausgewdahlt.

4.2.3 In SW620-Zellkultur Induktion von Proteinen des kanonischen Wnt-Signalwegs
nach Stimulation mit SEA und HEK-IPSE

Durch die Verwendung eines Zellkulturmodells wurde die isolierte Wirkung von
Antigenen der S. mansoni-Ova auf den kanonischen Wnt-Signalweg ohne Beteiligung einer
Immunreaktion des Wirts untersucht. SW620-Zellen wurden mit SEA und HEK-IPSE

stimuliert und mit PBS-Puffer als Negativkontrolle inkubiert und anschlieend mittels

Western Blot-Analyse auf B-Catenin und p-GSK-3f3 sowie Cyclin D1 ausgewertet.

4.2.3.1 Tendenzielle Induktion von -Catenin in SW620-Zellen nach Stimulation mit
HEK-IPSE

Die Western Blot-Auswertung auf das Zielprotein des kanonischen Wnt-Signalwegs
B-Catenin [18] ergab in den mit 9,9 ng/mL HEK-IPSE stimulierten Zellen eine tendenziell
stirkere Expression als in der Kontrolle (Abb. 8, p=0,013 vor Bonferroni-Korrektur, 0,08
nach Bonferroni-Korrektur). Die B-Catenin-Expression in den SEA-stimulierten Zellen
war unverdndert zu der Kontrolle (Abb. 8, p=0,081 vor Bonferroni-Korrektur, 0,486 nach

Bonferroni-Korrektur).
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Abbildung 8: Tendenzielle Induktion von B-Catenin in mit HEK-IPSE stimulierten SW620-Zellen

Western Blot-Analyse fiir das Proteins B-Catenin in Zelllysaten von mit SEA (n=6), 11 pgfmL (n=4) bezichungsweise
99 pgimlL HEK-IPSE (n=7) stimulierten sowie mit PBS-Puffer (Kontrolle, n=6) inkubierten SW620-Zellen. Im unteren
Teil der Abbildung (b) werden iibereinander reprasentativ aus fiinf Wiederholungen ausgewihlte Western Blots fiir
B-Catenin und das Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil (a) wird das Ergebnis der densitometrischen
Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf der Ordinate ist die relative optische Dichte von
B-Catenin im Verhéltnis zu GAPDH dargestellt. -Catenin war in den mit 99 pgf/ml HEK-IPSE stimulierten Zellen im
Vergleich zur Kontrolle tendenziell erhoht (p=0,08 nach Bonferroni-Korrektur). Zwischen der SEA-, der 1,1 ug/mL
HEK-IPSE-stimulierten Versuchsgruppe waren die B-Catenin-Expressionen etwa gleich. Kruskal-Wallis-Test.

4.2.3.2 Induktion von p-GSK-3f in SW620-Zellen durch Stimulation mit SEA

p-GSK-3f korreliert mit der Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalwegs [63]. Aus diesem
Grund erfolgte in den mit Antigenen der S. mansoni-Ova stimulierten Zellen eine
Auswertung fiir p-GSK-3f3 durch Western Blots. Die Phosphorylierung der Kinase
GSK-3p war in den SEA stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Abb. 9,
p=0,002 vor Bonferroni-Korrektur, 0,011 nach Bonferroni-Korrektur). Die GSK-3f3-
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Phosphorylierung war in den mit HEK-IPSE-stimulierten Zellen vergleichbar mit der
Kontrolle (Abb. 9, p=0,103 vor Bonferroni-Korrektur, 0,617 nach Bonferroni-Korrektur).
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Abbildung 9: p-GSK-3p induziert in SEA-stimulierten SW620-Zellen

Western Blot-Analyse fiir p-GSK-3f in Zelllysaten von mit SEA (n=6), 1,1 pg/mL (n=7) beziehungsweise 9.9 ug/mL
HEK-IPSE (n=12) stimulierten sowie mit PBS-Puffer (Kontrolle, n=6) inkubierten SW620-Zellen. Im unteren Teil der
Abbildung (b) sind iibereinander représentativ aus sechs Wiederholungen ausgewéhlte Western Blot-Banden fiir
p-GSK-3P und das Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung (a) wird das Ergebnis der
densitometrischen Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf der Ordinate ist die relative optische
Dichte von p-GSK-3f im Verhéltnis zu GAPDH dargestellt. Die p-GSK-3f3 war in den mit SEA stimulierten SW620-
Zellen induziert (p=0,011 nach Bonferroni-Korrektur). Zwischen den 1,1pgmL und 99ug/mL mit HEK-IPSE-
stimulierten Versuchsgruppen und der Kontrolle waren die p-GSK-3[-Expressionen etwa gleich. Kruskal-Wallis-Test.

4.2.3.3 Induktion von Cyclin D1 in SW620-Zellen durch Stimulation mit SEA

Bei Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs kann B-Catenin in den Zellkern

translozieren und als Kotranskriptionsfaktor fiir bestimmte Proteine wirken [80]. Im
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Folgenden wurde untersucht, ob durch Stimulation mit Antigenen der S. mansoni-Ova
auch Cyclin D1 — ein Downstream-Faktor des kanonischen Wnt-Signalwegs [131] —

mduziert wird.

Die Western Blot-Analyse ergab, dass Cyclin DI in den SEA-stimulierten Zellen
induziert wurde (Abb. 10, p=0,002 vor Bonferroni-Korrektur, 0,013 nach Bonferroni-
Korrektur), wohingegen die Cyclin D1-Expression in den mit HEK-IPSE-stimulierten
Zellen auch bei hoher HEK-IPSE-Konzentration vergleichbar mit der Kontrolle war
(Abb. 10, p=0,07 vor Bonferroni-Korrektur, 0,418 nach Bonferroni-Korrektur).
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Abbildung 10: Cyclin D1 induziert in SEA-stimulierten SW620-Zellen

Western Blot-Analyse fiir Cyclin D1 in Zelllysaten von mit SEA (n=9), 1,1 pgfmL (n=9) beziechungsweise 99 ug/mL
HEK-IPSE (n=11) und PBS (Kontrolle, n=9) stimulierten SW620-Zellen. Cyclin D1 hat eine groe Bedeutung im
Zellzyklus [35] und ist ein Downstream-Faktor einiger Signalwege, zu denen auch der kanonische Wnt-Signalweg
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gehort [56]. Im Abbildungsteil b sind tibereinander reprasentativ aus sechs Wiederholungen ausgewéhlte Western Blot-
Banden fiir Cyclin D1 und das Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im Abbildungsteil a werden die Ergebnisse der
densitometrischen Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf der Ordinate ist die relative optische
Dichte von Cyclin D1 im Verhéltnis zu GAPDH dargestellt. Cyclin D1 war in den mit SEA stimulierten Zellen
induziert (p=0,013 nach Bonferroni-Korrektur). Zwischen den mit 1,1 pg/mL und den mit 99ugmlL HEK-IPSE-
stimulierten Versuchsgruppen und der Kontrolle waren die Cyclin D1-Expressionen etwa gleich. Kruskal-Wallis-Test.

4.2.4 p-B-Catenin tendenziell erh6ht durch Wnt-Inhibition mit XAV939 und
Inkubation mit PBS bei unveréndertem Cyclin D1

Im néchsten Schritt wurde iiberpriift, ob die Erhohung von Cyclin D1 in Zellkultur nach
Stimulation mit Antigenen der S. mansoni-Ova durch den kanonischen Wnt-Signalweg
vermittelt wird. Zu diesem Zweck wurde ein kombiniertes Stimulations- und
Inhibitionsexperiment mit SW620-Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit SEA oder
HEK-IPSE stimuliert oder zur Kontrolle mit PBS-Puffer inkubiert. Eine Hélfte der Zellen
wurde zusétzlich mit dem Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs XAV939 inkubiert
[66]. Insgesamt bestehen somit sechs unterschiedliche Versuchsgruppen (SEA,
HEK-IPSE, PBS, SEA/XAV939, HEK-IPSE/XAV939 und PBS/XAV939). Die
Auswertung erfolgte mittels Western Blot zum Nachweis von Cyclin D1 und
p-B-Catenin. p-fB-Catenin ist die phosphorylierte und damit zum Abbau markierte
Variante von -Catenin und ist somit charakteristisch fiir einen inaktiven kanonischen
Wnt-Signalweg [85]. Eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs, beispielsweise
durch Stimulation, wiirde somit zu einer Verminderung der Basisphosphorylierung
fiihren. Eine Inhibition des kanonischen Wnt-Signalwegs wiirde dagegen zu einer
Steigerung der Basisphosphorylierung fiihren. Von urspriinglich drei unabhingigen,
identischen Versuchsreihen wurden nur zwei in die Auswertungen der folgenden Absétze
einbezogen. Die Western Blot-Auswertung der ausgeschlossenen dritten Versuchsreihe

wies in der Ladekontrolle deutliche Abweichungen auf.

p-B-Catenin war in der PBS/XAV939-Gruppe gegeniiber der PBS-Gruppe tendenziell
erhoht (Abb. 11a, p=0,008 vor Bonferroni-Korrektur, 0,126 nach Bonferroni-Korrektur),
was fiir einen weniger aktiven kanonischen Wnt-Signalweg in dieser Gruppe spriache. In
der PBS/XAV939-Gruppe war aullerdem die insgesamt hochste [-Catenin-
Phosphorylierung aller Gruppen nachgewiesen worden. Zwischen der SEA/XAV939-
Gruppe und der PBS-Gruppe war die -Catenin-Phosphorylierung vergleichbarer (Abb.

11a, p=0,027 vor Bonferroni-Korrektur, 0,398 nach Bonferroni-Korrektur). Die weiteren
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paarweisen Vergleiche der weiteren Versuchsgruppen ergaben deutlich hohere

Zufallswahrscheinlichkeiten p>0,7 nach Bonferroni-Korrektur.

Im vorliegenden Experiment wurden die hochsten Expressionen von Cyclin D1 in den
Zellen der SEA-Gruppe und der HEK-IPSE-Gruppe bestimmt. Die Cyclin D1-
Expressionen in den Versuchsgruppen SEA/XAV939, HEK-IPSE/XAV939, PBS und
PBS/XAV939 waren jeweils geringer. Simtliche Zufallswahrscheinlichkeiten fiir den
Vergleich der Cyclin D1-Expressionen zwischen den Gruppen waren jeweils p>0,7 nach
Bonferroni-Korrektur ~ (Abb.  11b).  Vor  Bonferroni-Korrektur ~ war  die
Zufallswahrscheinlichkeit fiir den Vergleich der Gruppen SEA und SEA/XAV939
p=0,127. Fiir die Gruppen HEK-IPSE und HEK-IPSE/XAV939 lag diese bei p=0,096.
Somit wurde fiir die Cyclin D1-Expression nach Ausschluss einer Versuchsreihe und
nach Bonferroni-Korrektur statistisch kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

nachgewiesen.
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Abbildung 11: p-B-Catenin tendenziell erhoht in der PBS/XAV939-Versuchsgruppe, Cyclin D1-Expression
vergleichbar zwischen den Versuchsgruppen

Western Blot-Analysen fiir p-B-Catenin (a) und Cyclin D1 (b) mit dem Ladekontrollprotein GAPDH von SW620-
Zellen, an denen kombinierte Stimulations- und Inhibitionsversuche durchgefiihrt worden waren. Die Zellen wurden
mit SEA, HEK-IPSE und mit PBS-Puffer (Kontrolle) stimuliert beziehungsweise inkubiert. Eine Hélfte der Zellen
wurde mit dem Tankyraseinhibitor XAV939 (in DMSO gelost) inkubiert (+), die andere Hilfte zur Kontrolle
ausschlieflich mit DMSO (-). Insgesamt bestehen sechs Versuchsgruppen (SEA, HEK-IPSE, PBS, SEA/XAV939,
HEK-IPSE/XAV939 und PBS/XAV939). Der genutzte Tankyraseinhibitor XAV939 bewirkt eine hohere Stabilitéit des
B-Catenin destruction complex und ist somit ein Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs [66]. In Abschnitt a sind
neben Western Blots fir p-fB-Catenin die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung als Boxplots zu sehen. In
Abschnitt b sind entsprechende Boxplots und Western Blots fiir Cyclin D1 abgebildet. p-B-Catenin ist die zum Abbau
markierte Variante von 3-Catenin. Somit kennzeichnet eine Ethhung einen inaktiven kanonischen Wnt-Signalweg [85].
Cyclin D1 ist ein proliferationsforderndes Protein, das ein Downstream-Faktor eines aktiven kanonischen Wnt-
Signalwegs ist [56]. Die GruppengroBen betragen nach Ausschluss einer dritten Versuchsreihe jeweils n=2. Die
gezeigten Western Blots wurden reprisentativ aus diesen beiden Versuchsreihen ausgewdhlt. Kruskal-Wallis-Test.

4.3  c-Jun in SW620-Zellen durch Stimulation mit HEK-IPSE induziert

und zu p-c-Jun aktiviert

Im SW620-Zellkulturmodell wurde ebenfalls die isolierte Wirkung von Antigenen der
S. mansoni-Ova auf die Induktion und Aktivierung des protoonkogenen Proteins c-Jun
[16] untersucht. Dazu wurden Stimulationsexperimente mit SEA, mit 1,1 pg/mL und mit
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9,9 ung/mL HEK-IPSE sowie mit PBS-Puffer als Negativkontrolle durchgefiihrt. Dass

SEA in SW620-Zellkultur aktivierend auf c-Jun wirkt, wurde in unserer Arbeitsgruppe

bereits nachgewiesen [150]. Im vorliegenden Experiment wurde untersucht, inwiefern

eine solche Wirkung auch durch HEK-IPSE-Stimulation auftritt (Abb. 12).
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Abbildung 12: Induktion der aktivierten Proteinvariante p-c-Jun durch HEK-IPSE-Stimulation in SW620-

Zellkultur

Western Blot-Analyse fiir c-Jun und p-c-Jun in Zelllysaten von mit SEA (n=9), mit 1,1 pg/mL (n=9) bezichungsweise
mit 9,9 ng/mL HEK-IPSE (n=11) stimulierten und mit PBS (Kontrolle, n=9) inkubierten SW620-Zellen. Das

53



Protoonkogen c-Jun ist ein Teil des Transkriptionsfaktors AP-1 und wird in einigen Tumorerkrankungen
iiberexprimiert [129]. Durch Phosphorylierung zu p-c-Jun wird c-Jun aktiviert [10]. Im unteren Teil der Abbildung (b)
sind iibereinander représentativ ausgewdhlte Western Blot-Banden fiir p-c-Jun, c-Jun und das Ladekontrollprotein
GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung (a) werden die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung in Form
von Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf der Ordinate sind die relativen optischen Dichten von p-c-Jun und c-Jun im
Verhéltnis zueinander (p-c-Jun/c-Jun) und zu GAPDH (p-c-Jun/GAPDH und c-Jun/GAPDH) dargestellt. In den mit
9,9 ng/mL HEK-IPSE stimulierten Zellen war im Vergleich zur Kontrolle p-c-Jun induziert (p=0,026) und c-Jun
tendenziell induziert (p=0,057). p-c-Jun war relativ zu c-Jun in der mit 9,9 pg/mL. HEK-IPSE-stimulierten
Versuchsgruppe erhoht im Vergleich zur Kontrolle (p=0,046) und zur mit 1,1 pg/mL HEK-IPSE-stimulierten
Versuchsgruppe (p=0,045). Kruskal-Wallis-Test. Die gezeigten Western Blots wurden reprisentativ aus acht
Wiederholungen ausgewihlt.

In den mit 9,9 ng/ml HEK-IPSE stimulierten Zellen war die aktivierte Proteinvariante
p-c-Jun im Vergleich zur Kontrolle erhoht (Abb. 12a, p-c-Jun/GAPDH, p=0,004 vor

Bonferroni-Korrektur, 0,026 nach Bonferroni-Korrektur).

Die nichtaktivierte Proteinvariante c-Jun war in den mit 9,9 ng/mL. HEK-IPSE
stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle tendenziell starker exprimiert (Abb. 12a,

c-Jun/GAPDH, p=0,01 vor Bonferroni-Korrektur, 0,057 nach Bonferroni-Korrektur).

Die aktivierte Proteinvariante p-c-Jun wurde relativ zur nichtaktivierten Variante c-Jun
in den mit 9,9 ng/mL HEK-IPSE stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abb.
12a, p-c-Jun/c-Jun, p=0,008 vor Bonferroni-Korrektur, 0,046 nach Bonferroni-Korrektur)
und zu den mit 1,1 pg/mL HEK-IPSE stimulierten Zellen (Abb. 12a, p-c-Jun/c-Jun,

p=0,007 vor Bonferroni-Korrektur, 0,045 nach Bonferroni-Korrektur) stirker induziert.

Diese Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass durch HEK-IPSE-Stimulation c-Jun
induziert und zu p-c-Jun aktiviert wird. Zumindest anteilig wurde auch eine positive

Konzentrationsabhéngigkeit dieses Effekts gezeigt.

4.3.1 Verringerung der durch HEK-IPSE vermittelten c-Jun-Aktivierung durch
JNK-Inhibition

In kombinierten Stimulations- und Inhibitionsexperimenten wurde untersucht, ob die
Induktion und Aktivierung von c-Jun infolge der HEK-IPSE-Stimulation durch die c-Jun-
N-terminale Kinase (JNK) vermittelt wird. Dazu wurden SW620-Zellen mit 9,9 pg/mL
HEK-IPSE und mit SEA stimuliert oder mit PBS-Puffer als Negativkontrolle inkubiert.
Je eine Hilfte der Zellen wurde zusitzlich mit dem JNK-Inhibitor SP600125 behandelt.
Insgesamt gab es somit sechs unterschiedliche Versuchsgruppen (SEA, HEK-IPSE, PBS,
SEA/SP600125, HEK-IPSE/SP600125, PBS/SP600125). Dass die durch SEA-

Stimulation vermittelten Induktionen von c-Jun und p-c-Jun in SW620-Zellkultur durch
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Zugabe des JNK-Inhibitors SP600125 abgeschwicht werden, wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits nachgewiesen [150]. In diesem Experiment wurde untersucht,
inwiefern auch die durch HEK-IPSE-Stimulation vermittelte Induktion von c-Jun

beziehungsweise p-c-Jun durch den JNK-Inhibitor abgeschwicht wird (Abb. 13).
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Abbildung 13: Induktion und Aktivierung c-Juns durch HEK-IPSE in SW620-Zellen modulierbar durch
Inhibition der JNK.

Western Blot-Analysen fiir c-Jun und p-c-Jun mit dem Ladekontrollprotein GAPDH in SW620-Zellen, an denen
kombinierte Stimulations- und Inhibitionsversuche durchgefiihrt worden waren (b). Stimuliert wurde jeweils mit SEA,
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HEK-IPSE und mit PBS-Puffer (Kontrolle). Eine Hélfte der Zellen wurde mit dem JNK-Inhibitor SP600125 (gelost in
DMSO) inkubiert (+), die andere Hélfte nur mit DMSO (-). Insgesamt bestehen sechs unterscheidbare Versuchsgruppen
(SEA [n=1], HEK-IPSE [n=3], PBS [n=3], SEA/SP600125 [n=1], HEK-IPSE/SP600125 [n=3], PBS/SP600125 [n=3]).
Der genutzte Inhibitor bewirkt eine geringere Aktivitét der c-Jun-N-terminale Kinase (JNK). Diese Kinase nimmt eine
wichtige Rolle in der Phosphorylierung und damit der Aktivierung von c-Jun zu p-c-Jun ein [10]. Im oberen Teil der
Abbildung (a) werden die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der HEK-IPSE stimulierten und PBS-
inkubierten Versuchsgruppen in Form von Box- and Whisker-Plots gezeigt. Auf der Ordinate sind die relativen optischen
Dichten von p-c-Jun und c-Jun im Verhéltnis zueinander (p-c-Jun/c-Jun) und zu GAPDH (p-c-Jun/GAPDH und
c-Jun/GAPDH) dargestellt. Kruskal-Wallis-Test. Die gezeigten Western Blots wurden reprisentativ aus drei
Wiederholungen ausgewihlt.

In der HEK-IPSE-Gruppe war p-c-Jun gegeniiber der PBS/SP600125-Gruppe erhdht
(Abb. 13, p=0,002 vor Bonferroni-Korrektur, 0,013 nach Bonferroni-Korrektur). p-c-Jun
war in der PBS-Gruppe tendenziell erh6ht gegeniiber der PBS/SP600125-Gruppe (Abb. 13,
p=0,042 vor Bonferroni-Korrektur, 0,249 nach Bonferroni-Korrektur). Ebenfalls war
p-c-Jun in der HEK-IPSE-Gruppe tendenziell erhoht gegeniiber der
HEK-IPSE/SP600125-Gruppe (Abb. 13, p=0,042 vor Bonferroni-Korrektur, 0,249 nach

Bonferroni-Korrektur).

Das nicht phosphorylierte c-Jun war in der HEK-IPSE-Gruppe gegeniiber der
PBS/SP600125-Gruppe erhoht (Abb. 13, p=0,005 vor Bonferroni-Korrektur, 0,028 nach
Bonferroni-Korrektur). c-Jun war in der HEK-IPSE/SP600125-Gruppe tendenziell erhoht
gegeniiber der PBS/SP600125-Gruppe (Abb. 13, p=0,042 vor Bonferroni-Korrektur,
0,249 nach Bonferroni-Korrektur).

p-c-Jun wurde relativ zur nicht phosphorylierten Variante c-Jun in der HEK-IPSE-Gruppe
tendenziell stirker induziert gegeniiber der PBS/SP600125-Gruppe (Abb. 13, p=0,009
vor Bonferroni-Korrektur, 0,055 nach Bonferroni-Korrektur). Dariiber hinaus war
p-c-Jun im Vergleich zu c-Jun in der HEK-IPSE-Gruppe tendenziell erhoht gegeniiber
der HEK-IPSE/SP600125-Gruppe (Abb. 13, p=0,042 vor Bonferroni-Korrektur, 0,249
nach Bonferroni-Korrektur) und in der PBS-Gruppe gegeniiber der PBS/SP600125-
Gruppe (Abb. 13, p=0,042 vor Bonferroni-Korrektur, 0,249 nach Bonferroni-Korrektur).

Zusammengefasst wurde in diesem Experiment gezeigt, dass die Induktion und
Aktivierung von c-Jun/p-c-Jun in Zellkultur durch Stimulation mit HEK-IPSE durch eine
Inhibition der JNK tendenziell abgeschwicht wird. Der fiir SEA-Stimulation bereits
vorbeschriebene Effekt [150] wurde auch fiir HEK-IPSE-Stimulation nachgewiesen.
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4.4 Induktion von Markerproteinen fiir DNA-Schidigung in

Kolonproben infizierter Hamster sowie in Zellkultur

Neben den protoonkogenen Signalwegen und insbesondere dem kanonischen Wnt-
Signalweg liegt ein zweiter Fokus dieser Dissertationsschrift auf Markerproteinen fiir
DNA-Schidigung. DNA-Schédden sind eine Ursache fiir die Entstehung von malignen
Krebserkrankungen wie dem kolorektalen Karzinom [72, 84]. Aus diesem Grund wurden
die Kolongewebeproben der Versuchstiere sowie die mit Antigenen der S. mansoni-Ova
stimulierten SW620-Zellen proteinbiochemisch mittels Western Blot fir die
Markerproteine fiir DNA-Schdden PARP-1 [11] und yH2a.X [78] untersucht.

4.4.1 Induktion von PARP-1 und yH2a.X im Kolon bisex-infizierter Hamster

Die Proteinexpressionen der Markerproteine fiir DNA-Schadigung PARP-1 [11] und
yH2a.X [78] wurden in den Gesamtgewebslysaten der Kolonproben bs- und ms-infizierter

Hamster per Western Blot analysiert (Abb. 14 und 15).
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Abbildung 14: PARP-1 im Kolon bs-infizierter Hamster erhoht

Western Blot-Analyse zur Detektion von PARP-1 in Lysaten von Kolonproben bs- (n=11) und ms- (n=4) infizierter
Hamster. PARP-1 ist ein Protein, welches bei DNA-Schiadigung induziert wird [11]. Im unteren Teil der Abbildung
werden iibereinander représentativ aus drei Wiederholungen ausgewéhlte Western Blots fir PARP-1 und das
Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung ist das Ergebnis der densitometrischen
Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots zu sehen. Auf der Ordinate ist die relative optische Dichte von
PARP-1 im Verhéltnis zu GAPDH dargestellt. PARP-1 wurde im Kolon bs-infizierter Hamster induziert (p=0,001).
Mann-Whitney-U-Test.

In den Kolonproben der bs-infizierten Hamster war die PARP-1-Expression erhoht (Abb.
14, p=0,001). Das phosphorylierte Histon yH2a.X war in den Kolonproben der bs-
infizierten Hamster tendenziell erhdht (Abb. 15, p=0,078). Diese Ergebnisse wiesen auf
eine erhohte DNA-Schiadigung im Kolongewebe der bs-infizierten Hamster im Vergleich

zum Kolongewebe der ms-infizierten Hamster hin.
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Abbildung 15: yH2a.X tendenziell erhoht im Kolon bs-infizierter Hamster

Western Blot-Analyse fiir das Protein yH2a.X in Kolonproben bs- (n=11) und ms- (n=4) infizierter Hamster. yH2a.X
ist eine Variante des Histons H2a und ist als sensitiver Marker fiir DNA-Schidigung bekannt [119]. Im unteren Teil der
Abbildung sind iibereinander reprisentativ aus drei Wiederholungen ausgewahlte Western Blot-Banden fiir yH2a.X und
das Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung wird das Ergebnis der densitometrischen
Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots dargestellt. Auf der Ordinate ist die relative optische Dichte von
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yH2a.X im Verhiltnis zu GAPDH dargestellt. YH2a.X wurde im Kolon bs-infizierter Hamster tendenziell induziert
(p=0,078). Mann-Whitney-U-Test.

4.4.2 Induktion von PARP-1 und yH2a.X durch Stimulation mit HEK-IPSE und SEA

Auch im Zellkulturmodell wurde die Regulation der Markerproteine der DNA-
Schéadigung PARP-1 und yH2a.X [11, 78] durch die isolierte Wirkung von Antigenen der
S. mansoni-Ova untersucht. Dazu wurden SW620-Zellen jeweils mit SEA oder

HEK-IPSE stimuliert beziehungsweise mit PBS-Puffer inkubiert.

PARP-1 war in den mit 9,9 pg/ml HEK-IPSE stimulierten SW620-Zellen im Vergleich
zur Kontrolle starker exprimiert (Abb. 16, p=0,001 vor Bonferroni-Korrektur, 0,008 nach
Bonferroni-Korrektur). In den mit SEA stimulierten Zellen war PARP-1 im Vergleich zur
Kontrolle tendenziell starker exprimiert (Abb. 16, p=0,018 vor Bonferroni-Korrektur,
0,111 nach Bonferroni-Korrektur). yYH2a.X wurde in den mit SEA stimulierten Zellen im
Vergleich zur Kontrolle tendenziell stirker induziert (Abb. 17, p=0,016 vor Bonferroni-
Korrektur, 0,095 nach Bonferroni-Korrektur). Die Stimulation mit 9,9 pg/ml HEK-IPSE
verdnderte die yH2a.X-Induktion nicht (Abb. 17, p=0,746 vor Bonferroni-Korrektur, 1,0
nach Bonferroni-Korrektur). Diese Ergebnisse zeigen eine erhohte DNA-Schidigung in

den mit Antigenen der S. mansoni-Ova stimulierten SW620-Zellen.
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Abbildung 16: PARP-1 in SW620-Zellen durch HEK-IPSE-Stimulation induziert

Western Blot-Analyse fir PARP-1 in Zelllysaten von mit SEA (n=9), mit 1,1 pg/ml (n=3) bezichungsweise mit
9,9 ng/ml HEK-IPSE (n=13) stimulierten und PBS-Puffer (Kontrolle, n=9) inkubierten SW620-Zellen. Im unteren Teil
der Abbildung sind iibereinander reprasentativ aus fiinf Wiederholungen ausgewiéhlte Western Blots fir PARP-1 und
das Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung wird das Ergebnis der densitometrischen
Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots dargestellt. Auf der Ordinate ist die relative optische Dichte von
PARP-1 im Verhiltnis zu GAPDH dargestellt. PARP-1 wurde in den mit 9,9 pg/ml HEK-IPSE stimulierten Zellen im
Vergleich zur Kontrolle stéirker induziert (p=0,008 nach Bonferroni-Korrektur). PARP-1 war in den SEA-stimulierten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle tendenziell erhoht (p=0,111 nach Bonferroni-Korrektur). Kruskal-Wallis-Test.
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Abbildung 17: yH2a.X tendenziell erhéht in SEA-stimulierten SW620-Zellen

Western Blot-Analyse fiir yH2a.X in Zelllysaten von mit SEA (n=10), mit 1,1 ug/mL (n=7) bezichungsweise mit
9,9 ug/mL HEK-IPSE (n=16) stimulierten und mit PBS-Puffer (Kontrolle, n=10) inkubierten SW620-Zellen. Im
unteren Teil der Abbildung sind {ibereinander représentativ aus sechs Wiederholungen ausgewdhlte Western Blots fiir
yH2a.X und das Ladekontrollprotein GAPDH gezeigt. Im oberen Teil der Abbildung wird das Ergebnis der
densitometrischen Auswertung in Form von Box- and Whisker-Plots dargestellt. Auf der Ordinate ist die relative
optische Dichte von yH2a.X im Verhéltnis zu GAPDH dargestellt. yH2a.X war in den mit SEA stimulierten Zellen
tendenziell erhoht im Vergleich zur Kontrolle (p=0,095 nach Bonferroni-Korrektur). Kruskal-Wallis-Test.
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5  Diskussion

Die vorliegende Studie soll zur Klidrung der Frage beitragen, ob die chronische
Schistosomiasis mansoni ein pathogenetischer Faktor fiir die Entstehung eines
kolorektalen Karzinoms (CRC) sein konnte. Obwohl die Schistosomiasis mansoni in
Teilen der Welt hochprivalent ist [146], hat diese Frage bisher in der Forschung wenig
Resonanz gefunden. Ein Grund fiir diesen Umstand ist, dass die Schistosomiasis zu der
Gruppe der neglected tropical diseases gezéhlt wird. Diese Erkrankungen sind
vornehmlich in Lindern mit tropischem Klima und geringem human development index
(HDI) pravalent und sind in den weltweiten Forschungsbestrebungen unterreprasentiert

[146, 151].

Fiir eine Reihe an Infektionserkrankungen ist bereits eine karzinogene Wirkung bekannt.
Zu den Erregern mit nachgewiesener karzinogener Wirkung zdhlen beispielsweise das
Hepatitis-B- und das Hepatitis-C-Virus, welche mit der Entstehung von hepatozelluldren
Karzinomen assoziiert sind und das Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori), welches
unter anderem Magenkarzinome beglinstigt [96]. Zu den Parasiten, die als Karzinogene
identifiziert wurden, z&hlt der Leberegel Opisthorchis viverrini. Dieser ist mit der
Entstehung von Cholangiokarzinomen assoziiert und zdhlt wie die Schistosomen zur
Klasse der Trematoden [67]. Ebenfalls bekannt ist die Assoziation von Schistosoma
haematobium (S. haematobium) mit der Entstehung von Harnblasenkarzinomen [17].
Dass Infektionserkrankungen im Allgemeinen und artverwandte Parasiten im Speziellen
mit der Entstehung von Krebserkrankungen assoziiert sind, ldsst einen moglichen
Zusammenhang von Schistosomiasis mansoni und der kolorektalen Karzinogenese
plausibel erscheinen. Die Frage, inwiefern der Parasit Schistosoma mansoni (S. mansoni)
als Karzinogen in der kolorektalen Karzinogenese einzustufen ist, ist bislang noch nicht
abschlieBend beantwortet worden. Einige der sich mit diesem Thema befassenden
wissenschaftlichen Artikel verneinen einen Zusammenhang [34, 44], wihrend andere die

Schistosomiasis als moglichen Risikofaktor fiir kolorektale Karzinome sehen [3, 92].

Die Art Schistosoma japonicum (S. japonicum) ist eng mit S. mansoni verwandt und befllt
ebenfalls das Intestinum [29]. Infektionen mit dieser Spezies wurden als Risikofaktor fiir
das CRC ermittelt [87]. Patienten mit S.japonicum-assoziierten CRC hatten ein

schlechteres Gesamtiiberleben als Patienten mit einem nicht mit S. japonicum-
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assoziierten CRC [148]. Wenn Schistosomeneier tief in der Darmwand, in der Leber oder
in Lymphknoten nachweisbar sind, ist dies mit einer schlechteren Prognose verbunden
[110]. Die Erkenntnisse iiber S.japonicum sind nicht ohne weiteres auf S. mansoni
ibertragbar.  Trotzdem  konnte aufgrund der groBen  biologischen und
pathophysiologischen Ahnlichkeiten der beiden Erreger und der Erkrankungen ein
dhnlicher karzinogener Effekt wie bei S.japonicum auch bei S. mansoni vermutet

werden.

Ein zusitzliches Argument fiir die Annahme, dass ein solcher Zusammenhang zwischen
chronischer Schistosomiasis mansoni und der Entstehung von CRC bestehen konnte,
basiert auf folgender pathophysiologischer Uberlegung: Die chronische, intestinale Form
der Schistosomiasis mansoni ruft eine chronische Entziindung des Kolons hervor. Diese
Entziindungsreaktion ist Tr2-gewichtet. Damit weist sie eine Ahnlichkeit zur
Entziindungsreaktion der Colitis ulcerosa auf, welche mit einem deutlich erh6hten

Darmkrebsrisiko assoziiert ist [24, 108].

Das wichtigste Argument gegen die Hypothese eines Zusammenhanges zwischen
Schistosomiasis mansoni und kolorektaler Karzinogenese liegt in den bisher vorhandenen
epidemiologischen Arbeiten zu diesem Thema. In diesen konnte iiberwiegend kein
Zusammenhang der Schistosomiasis mansoni mit CRC nachgewiesen werden [44]. Eine
einfache Erkldrung fiir dieses Fehlen eines Nachweises wire, dass es keinen
Zusammenhang gibt. Diese Sichtweise wiirde dadurch unterstiitzt, dass derzeit in
Hochprivalenzgebieten der Schistosomiasis die CRC-Pravalenz im globalen Vergleich
eher niedrig ist [49]. Das bisherige Fehlen eindeutiger epidemiologischer Belege der
Assoziation zwischen Schistosomiasis mansoni und dem CRC widerlegt einen
Zusammenhang aber auch nicht. Fiir die mangelnde Sichtbarkeit eines Zusammenhangs
zwischen chronischer Schistosomiasis mansoni und der Entstehung von CRC in

epidemiologischen Studien lassen sich folgende Griinde finden:

Inden Léndern Afrikas, in denen die Schistosomiasis mansoni besonders prévalent ist [29],
gibt es oft keine ausreichend flaichendeckende Infrastruktur zur Diagnostik des CRC [82].
Dies diirfte die Belastbarkeit der epidemiologischen Daten einschrinken. Zusétzlichsind
die bekannten Risikofaktoren des CRC in den von Schistosomiasis betroffenen Regionen
nicht in gleichem Mal3 ausgeprdgt wie in anderen Teilen der Welt. Zum einen ist das
lebensstilassoziierte und wohlstandsbedingte Risikoprofil fiir das CRC in
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Schistosomiasis-Gebieten oft weniger ausgeprigt [49, 151]. Zum anderen ist das
Lebensalter ein wichtiger Risikofaktor fiir die Entstehung eines CRC [69].
Beispielsweise lag in Deutschland das mittlere CRC-Erkrankungsalter in den Jahren
2017 und 2018 bei tiber 70 Jahren [45]. In Weltregionen mit geringem HDI liegt die
mittlere Lebenserwartung bei Geburt deutlich niedriger als in Regionen mit hohem HDI.
In Subsaharaafrika lag sie in einem Bericht der Vereinten Nationen von 2022 bei 60,1
Jahren [143]. Menschen mit einem erhohten Risiko fiir ein CRC erreichen somit
wohlmoglich nicht das Lebensalter, in welchem sie an einem CRC erkrankt wiren.
Insgesamt sind viele der bekannten Risikofaktoren der kolorektalen Karzinogenese in
Hochprivalenzgebieten der Schistosomiasis mansoni weniger ausgeprigt. Dadurch
konnte die Schistosomiasis als moglicher beitragender CRC-Risikofaktor iiberlagert und

der Effekt maskiert werden.

In Zukunft konnte sich dies dndern. Prognosen zufolge werden die lebensstilbedingten
Risikofaktoren in den kommenden Jahrzehnten in den Hochprivalenzgebieten der
Schistosomiasis mansoni zunehmen. Daher wird in diesen Gebieten auch ein Anstieg der
CRC-Privalenz erwartet [5, 51]. Zusétzlich diirften der Klimawandel und globalisierte
Migrationsbewegungen dafiir sorgen, dass die Schistosomiasis zukiinftig auch in bisher
nicht betroffenen Weltregionen wie beispielsweise (Siid-)Europa auftreten konnte [7, 15].
Die chronische Schistosomiasis mansoni diirfte aus den beiden aufgefiihrten Griinden in
Zukunft hiufiger auch Menschen mit einem ohnehin schon ausgeprigten CRC-
Risikoprofil betreffen. Daher ist die in der vorliegenden Arbeit behandelte Frage, ob die

Schistosomiasis mansoni ein Risikofaktor fiir das CRC ist, von groem Interesse.

Aus der hier présentierten experimentellen Dissertationsschrift konnten folgende

Haupterkenntnisse gezogen werden:

1. In SW620-Zellen und im Kolongewebe bisex-infizierter Hamster wird der Wnt-
Signalweg durch S. mansoni-Ova beziehungsweise deren Antigene SEA und
IPSE aktiviert. Auch Wnt-Signalweg-assoziierte, proliferationsférdernde
Signalwege werden aktiviert.

2. Eine Inhibition des Wnt-Signalwegs beziechungsweise eine Inhibition der Kinase

JNK schwicht die unter 1. genannten Effekte teilweise ab.
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3. In Zellkultur und im Kolongewebe bisex-infizierter Hamster werden
Markerproteine der DNA-Schiadigung durch S. mansoni-Ova beziehungsweise

deren Antigene erhoht.

5.1  Ergebnisdiskussion

5.1.1 Wnt-Aktivierung durch Antigene der S. mansoni-Ova in Zellkultur und im

Kolon bisex-infizierter Hamster

Sowohl in Zellkulturexperimenten als auch im Kolongewebe infizierter Hamster wurde
der kanonische Wnt-Signalweg durch S. mansoni-Ova beziehungsweise durch deren
Antigene aktiviert. Die Bedeutung des Wnt-Signalwegs in der CRC-Entwicklung ist sehr
umfassend belegt [48, 56, 103]. Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs fiihrt zur
Aktivierung proliferationsfordernder Signale [56], weswegen Proteine des Wnt-
Signalwegs auch als Protoonkogene beziehungsweise Tumorsuppressorgene bezeichnet
werden, die bei entsprechenden Mutationen zur kolorektalen Karzinogenese beitragen

[48, 63, 103].
5.1.1.1 Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Stimulation in Zellkultur

Erste Hinweise auf eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Antigene
der Schistosomeneier wurden durch die Auswertung SEA-stimulierter Zellen mittels
Phosphokinase Proteome Profiler™ Array gewonnen (Abb. 4). Diese Methode ist
geeignet, um einen Uberblick iiber die Expression einiger phosphorylierter Kinasen und
assoziierter Proteine zu erlangen. In den SEA-stimulierten Zellen zeigte diese
Analysemethode eine Erhéhung von p-GSK-3f und von B-Catenin im Vergleich zur
Kontrolle. Dies wies auf eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs hin [18, 63].
Das zur Zellkulturstimulation verwendete SEA ist ein Gemisch der I16slichen Antigene
der Schistosomeneier und ist etabliert als Induktor in Modellen, die die Reaktion von
Wirtszellen auf S. mansoni-Ova nachbilden sollen [98]. SEA wird unten néher
besprochen. Neben den Faktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs wurden in den SEA-
stimulierten Zellen weitere phosphorylierte Kinasen induziert. Zu den am meisten
induzierten Faktoren zdhlten CREB, AMPK-al und HSP27. Diese Faktoren sind jeweils
assoziiert mit verschiedenen malignen Erkrankungen, zu denen auch das CRC zihlt [6,

33, 137]. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Proteine und deren assoziierte
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Signalwege jedoch nicht weiterverfolgt. Es sollte ein Fokus auf den kanonischen Wnt-
Signalweg als einen der zentralen Signalwege der kolorektalen Karzinogenese im Modell
der Adenom-Karzinom-Sequenz gelegt werden [48]. Weitere Forschungsarbeiten mit

dem Ziel, auch diese Signalwege zu untersuchen, erscheinen sinnvoll.

Zur niheren Uberpriifung der Erkenntnisse aus dem Array wurden weitere
Zellkulturstimulationsexperimente durchgefiihrt und mittels Western Blot-Analysen
ausgewertet. Zur Stimulation der Zellen wurde nun neben SEA auch HEK-IPSE genutzt.
Bei HEK-IPSE handelt es sich um eine in HEK-Zellen rekombinant hergestellte Version
des Proteins IPSE, welches nur von Schistosomeneiern gebildet und aktiv sekretiert wird
[124]. IPSE ist in SEA enthalten [126] und wirkt an der Vermittlung der Immunreaktion
im Wirtsorganismus mit [79, 100]. Ebenso wie SEA wird auch IPSE im weiteren Verlauf
der Diskussion ndhergehend besprochen. Durch die zusétzliche Stimulation mit einer
Variante von IPSE sollte untersucht werden, ob die Effekte einer Stimulation mit IPSE
mit denen einer Stimulation mit SEA iibereinstimmende Ergebnisse bringen. Wenn
Stimulationen mit IPSE und mit SEA jeweils dhnliche Ergebnisse erbréchten, wire davon
auszugehen, dass die Wirkung von SEA zumindest anteilig durch IPSE vermittelt wird.
Die Stimulation der SW620-Zellen mit SEA bewirkte eine Erhohung der p-GSK-3 (Abb.
9), die Stimulation mit HEK-IPSE eine tendenzielle Erthohung B-Catenins (Abb. 8). Die
Beobachtung aus dem Phosphokinase Proteome Profiler™ Array, dass SEA-Stimulation
zu einer Erhohung der p-GSK-3f fiihrte, wurde also im Zellkulturexperiment mittels
Western Blot-Analysen verifiziert. Eine Induktion von -Catenin durch SEA-Stimulation
konnte mit der gewidhlten Methodik, Stichprobengréfe und nach der Bonferroni-
Korrektur nicht nachgewiesen werden. Die Bonferroni-Korrektur als Methode zur
Korrektur gegen eine Kumulation des a-Fehlers bei multiplem Testen wird in der
Literatur teils als sehr konservativ angesehen [114]. Die Vor- und Nachteile der

Bonferroni-Korrektur werden weiter unten eingehender diskutiert.

Insgesamt bewirkten also die Stimulationen mit SEA wie auch mit HEK-IPSE jeweils
eine tendenzielle oder tatsdchliche Induktion eines der beiden untersuchten Proteine
p-GSK-3B oder B-Catenin, welche fiir einen aktivierten kanonischen Wnt-Signalweg
stehen. Diese Ergebnisse der Zellkulturstimulationsversuche unterstiitzen die Annahme,
dass Antigene der S mansoni-Ova den kanonischen Wnt-Signalweg aktivieren. Die
Ergebnisse suggerieren, dass neben IPSE noch weitere Anteile von SEA an der
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Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs beteiligt sein diirften. Weitere Bestandteile

von SEA, die diesen Effekt vermitteln konnten, werden weiter unten aufgefiihrt.

5.1.1.2 Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs im Kolon bisex-infizierter

Hamster

Auch im in vivo-Modell der bisexuell (bs-infiziert) oder monosexuell (ms-infiziert) mit
S. mansoni infizierten Hamster wurde die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs
im Darmgewebe untersucht. Der Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen bs-
und ms-Infektion liegt in der Produktion von S. mansoni-Ova, welche nur in bs-infizierten

Hamstern moglich ist [58].

Die Proteine, die als Parameter fiir die Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalwegs
untersucht wurden, waren auch hier -Catenin und die phosphorylierte Kinase p-GSK-3.
In den Western Blot-Analysen der Kolonproben bs-infizierter Hamster wurde eine
Tendenz zur Induktion B-Catenins festgestellt (Abb. 6). Bei der Auswertung der
Kolonproben fiir die Kinase p-GSK-3p zeigte sich im Western Blot kein Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen. In der Western Blot-Analyse fiir p-GSK-3[3 waren neben
der kréftigsten Western Blot-Bande noch weitere Banden mit unterschiedlichen
molekularen Massen zu sehen (Abb. 7). Eine zu diskutierende Erkldrung fiir die Vielzahl
der Western Blot-Banden ist, dass die verschiedenen Banden unterschiedlich grofBen
Proteinfragmenten der p-GSK-3f3 entsprechen konnten. Die Aktivitdt der GSK-33 und
damit auch die Aktivitit des kanonischen Wnt-Signalwegs kann neben der
Phosphorylierung auch durch Fragmentierung moduliert werden [91]. Es ldsst sich
allerdings nicht ohne néhere Analyse der mutmaBlichen Proteinfragmente sagen, ob von
einer Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs ausgegangen werden kann.
Bestimmte Fragmente der GSK-3f weisen in Experimenten sogar eine erhohte
Kinaseaktivitdt auf [54], was einem weniger aktiven kanonischen Wnt-Signalweg
entsprache [123]. Zusammenfassend ist durch die Auswertung der Hamsterkolonproben
auf die p-GSK-3p kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen nachgewiesen

worden.

Uber die Western Blot-Analysen hinaus wurde in histologischen Schnitten der
Kolonproben der infizierten Hamster das Protein P-Catenin immunhistochemisch

angefarbt (Abb. 5). In Priparaten bs-infizierter Hamster zeigte sich eine eindeutige und
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lokalisierte Induktion von [-Catenin in den Enterozyten in rdumlicher Nidhe der
S. mansoni-Ova. In diesen Enterozyten =zeigte sich zum einen eine deutliche
Akkumulation von B-Catenin im Zytoplasma. Zum anderen konnte in direkter Nidhe zu
den Eiern eine Induktion B-Catenins in den Zellkernen der Enterozyten beobachtet
werden. Die Induktion von B-Catenin nahm sowohl zytoplasmatisch als auch in den
Zellkernen mit zunehmender Entfernung zu den Ova ab (Abb. 5a und 5b). In den
Priparaten der ms-infizierten Hamster konnte nichts Vergleichbares beobachtet werden
(Abb. 5c). Die immunhistochemischen Farbungen belegen anhand der Erh6hung
-Catenins, dass der kanonische Wnt-Signalweg durch die rdumliche Nidhe zu S. mansoni-
Ova aktiviert wird. Die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs resultiert in einer
Erhohung von B-Catenin im Zytoplasma, welches dann in den Zellkern transloziert. Dort
wirkt p-Catenin als Kotranskriptionsfaktor und mediiert die Transkription von
Downstream-Faktoren [64, 80]. Zu diesen zihlen unter anderem Cyclin D1 [56] und
c-Jun [62]. In der Immunhistochemie der Kolonproben der bs-infizierten Hamster fiir
B-Catenin wurde sowohl eine Akkumulation im Zytoplasma als auch eine nukleidre
Translokation von 3-Catenin beobachtet (Abb. 5). Das legt nahe, dass auch Downstream-
Faktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs induziert werden konnten. Mit Cyclin D1 wurde
einer dieser Downstream-Faktoren im folgenden Schritt untersucht. Die in der Immunhistochemie
beobachtete Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs ist eindeutig auf die Wirkung
der S. mansoni-Ova zurlickzufiihren. Ein Beleg ist zum einen das Fehlen dieses Effekts
in den ms-infizierten Hamster, in denen keine Ova-Produktion stattfand. Eine Infektion
mit adulten Wiirmern lag in beiden Versuchsgruppen vor, geniigte aber nicht, um den
kanonischen Wnt-Signalweg zu aktivieren. Zum anderen belegt die rdumliche Verteilung

der B-Catenin-Erh6hung, dass diese von der rdumlichen Nihe zu den Ova abhéingt.

Immunhistochemisch war in den Prédparaten aus dem Hamsterkolon eindeutig eine
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in Form einer P-Catenin-Erhdhung
beobachtbar (Abb. 5a und 5b). Die Western Blot-Analysen ergaben nur teilweise und
tendenzielle Hinweise auf eine solche Erhhung (Abb. 6). Ein mdglicher Grund fiir die
nur tendenziell nachweisbare Induktion B-Catenins im Kolongewebe der bs-infizierten
Hamster im Western Blot ist die Heterogenitit der im Kolongewebe vorkommenden

Zelltypen. Der in der Immunhistochemie beobachtete Effekt war vor allem ein
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lokalisierter Effekt in den Enterozyten in rdumlicher Nihe zu den Ova, nicht des gesamten
Kolongewebes. Ein weiterer Grund konnte sein, dass B-Catenin auch an der Bildung der
E-Cadherine in epithelialen Zell-Zell-Kontakten  beteiligt ist [47]. In
Gesamtgewebslysaten ~ des  genutzten  Probenmaterials  konnten — dezente
Konzentrationsunterschiede in Zytoplasma und Nukleus der Enterozyten schwer
nachzuweisen sein. Ein insgesamt hohes Mal} an B-Catenin konnte diese Unterschiede
verschleiern. Zusammenfassend sind die Belastbarkeit und Aussagekraft der
immunhistochemisch gewonnenen Ergebnisse hoher einzuschidtzen als die der
Western Blots. Die Ergebnisse des in vivo-Modells legen nahe, dass im Kolongewebe der
Kontakt zu S. mansoni-Ova lokalisiert zu einer Aktivierung des kanonischen Wnt-

Signalwegs fiihrt.

5.1.2  Aktivierung von Protoonkogenen beziehungsweise Wnt-Downstream-Faktoren

durch Antigene der Schistosoma mansoni-Ova in Zellkultur

Nachdem eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch S. mansoni-Ova und
deren Antigene nachgewiesen wurde, wurden anschlieend die mit dem kanonischen
Wnt-Signalweg assoziierten Proteine Cyclin D1 und c-Jun/p-c-Jun untersucht. Diese
Proteine werden zu den Downstream-Faktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs gezéhlt,
die durch eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs ebenfalls aktiviert werden [62, 131].
Cyclin D1 und c-Jun/p-c-Jun sind protoonkogen wirksame Proteine, die in einigen

Tumorentititen {iberexprimiert sind [16, 35].

Das Protein c-Jun ist ein Teil des Transkriptionsfaktors AP-1 und in verschiedenen
Malignomen iiberexprimiert [41, 42, 122]. Es zihlt zu den Protoonkogenen und ist mit
verschiedenen proliferationsfordernden Faktoren assoziiert, zu denen auch Cyclin D1
zdhlt [42, 62]. Einige Aspekte der Wirkung der Schistosomiasis mansoni auf den
c-Jun/AP-1-Signalweg in Zellen des Wirtsorganismus wurden bereits untersucht. In
Lebergewebe und Leberzelllinien wurde eine Aktivierung von c-Jun durch S. mansoni-
Ova beziehungsweise deren Antigene belegt [19, 118]. In Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe wurde entdeckt, dass c-Jun im Kolongewebe bs-infizierter Hamster erhoht
und aktiviert wird und dass in Zellkultur eine c-Jun-/p-c-Jun-Erhdhung durch SEA-
Stimulation bewirkt wird [150]. In dieser Forschungsarbeit wurde auf diese Erkenntnisse
aufgebaut. Der Fokus lag darauf, zu tiberpriifen, ob c-Jun sich auch durch Stimulation mit

IPSE aktivieren lédsst. In der Auswertung der Zellkulturstimulationsexperimente konnte
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gezeigt werden, dass durch HEK-IPSE-Stimulation p-c-Jun- und tendenziell auch c-Jun
induziert wurden (Abb. 12). Somit wurde belegt, dass auch die unmittelbare Wirkung von
HEK-IPSE auf Kolonenterozyten-dhnliche Zellen ohne Vermittlung des Immunsystems
zu einer Aktivierung des protoonkogen wirksamen c-Juns zu p-c-Jun fiihrt. IPSE ist in
SEA enthalten [98], weswegen die vorbeschriebene, durch SEA-vermittelte
c-Jun/p-c-Jun-Aktivierung vermutlich anteilig durch IPSE vermittelt wird. Wie grof3 der
Anteil von IPSE an der c-Jun aktivierenden Wirkung von SEA ist, ist bislang unklar und

bietet Anlass fiir weitere Forschungsarbeiten.

Fiir das Protein Cyclin D1 wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Uberexpression im
Kolongewebe bs-infizierter Hamster vorbeschrieben und gemeinsam mit den hier
dargestellten Ergebnissen verdffentlicht [150]. Cyclin D1 ist ein wichtiger Faktor des
Zellzyklus im Ubergang von der G1- zur S-Phase [35]. Als typisches Protoonkogen wird
Cyclin D1 in einer Vielzahl von Tumoren iiberexprimiert. Zu diesen zdhlen Sarkome,
Lungen-, Cervix- und kolorektale Karzinome [4, 35]. Zudem ist Cyclin D1 ein Zielfaktor
verschiedener proliferationsfordernder Signalwege, darunter auch des Wnt-Signalwegs

[131, 140] und von AP-1/c-Jun [42].

Die hier présentierten Ergebnisse zeigen eine Induktion von Cyclin D1 in den mit SEA
stimulierten Zellen (Abb. 10). Neben der Stimulation mit SEA wurde auch eine
Stimulation mit HEK-IPSE durchgefiihrt. Hier wurde kein Unterschied beziiglich
Cyclin D1 im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen. Ein bemerkenswerter Aspekt dieses
Ergebnisses ist, dass die Stimulation mit 1,1 pg/ml HEK-IPSE im Mittel etwas hohere
Cyclin D1-Expressionen bewirkte als die Stimulation mit 9,9 pg/ml HEK-IPSE. Daraus
ergibt sich die Frage, ob ein gegebenenfalls vorliegender, Cyclin D1-induzierender Effekt
durch HEK-IPSE ein Optimum bei geringeren Konzentrationen haben konnte. Ein
solcher Effekt, bei welchem die Induktion eines Zielantigens durch Stimulation mit IPSE
in einer Zellkultur ein Konzentrationsoptimum hatte, wurde in der vorhandenen,
wissenschaftlichen Literatur fiir Stimulationsversuche mit IPSE in der menschlichen
Leberzelllinie Huh7 und Auswertung auf p-c-Jun  beschrieben. Diese
Stimulationsexperimente wurden als Konzentrationsreihe mit natiirlichem IPSE zwischen
2,5 pg/ml und 0,25 ng/ml durchgefiihrt. Die Konzentration von p-c-Jun war am héchsten
in den Zellen, die mit 2,5 ng/ml stimuliert worden waren. Hoéhere wie tiefere

Konzentrationen des IPSE bewirkten weniger starke Effekte [118]. Diese Ergebnisse sind
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aufgrund des unterschiedlichen verwendeten Zelltyps, der abweichenden IPSE-Variante
und des anderen Zielproteins nur begrenzt vergleichbar. Fiir Stimulationen in
Kolonzelllinien oder Auswertungen auf Cyclin D1 wurden keine vergleichbaren
Ergebnisse gefunden. In dem hier vorliegenden Stimulationsexperiment (Abb. 10)
wurden SW620-Zellen mit 1,1 pg/ml HEK-IPSE in der niedrigkonzentrierten und mit
9,9 ug/ml in der hoéherkonzentrierten Stimulationsgruppe stimuliert. Diese IPSE-
Konzentrationen liegen deutlich {iber dem Stimulationsoptimum der zum Vergleich
herangezogenen IPSE-Konzentrationen. Denkbar wire, dass fiir die Induktion des
Proteins Cyclin D1 das Konzentrationsoptimum fiir eine Stimulierbarkeit durch

HEK-IPSE im Bereich von weniger als 1,1 pg/ml liegt.

Im direkten Vergleich mit der Auswertung der HEK-IPSE-Stimulation auf p-c-Jun in
SW620-Zellen zeigte sich wie oben diskutiert bei HEK-IPSE-Konzentrationen von
1,1 pg/ml und 9,9 pug/ml ein positiver, konzentrationsabhéngiger Zusammenhang von
HEK-IPSE-Stimulation und p-c-Jun-Induktion (Abb. 12). Hier war daher nicht von
einem niedrigeren Optimum bei Stimulation mit HEK-IPSE in Konzentrationen von

einigen Nanogramm pro Milliliter auszugehen.

Zur ndheren Untersuchung konzentrationsabhédngiger Induzierbarkeit einzelner Proteine
wiren in weitergehenden Forschungsarbeiten Stimulationsexperimente in SW620-Zellen

mit einer HEK-IPSE-Verdiinnungsreihe von Interesse.

5.1.3 Verminderung der HEK-IPSE-abhingigen c-Jun-Aktivierung unter JNK-
Inhibition in Zellkultur

Die durch HEK-IPSE-Stimulation in SW620-Zellkultur bewirkte Erh6hung von p-c-Jun
und tendenziell auch c-Jun sollte ndher untersucht werden. Es wurde iiberpriift, ob der
Effekt sich durch Inhibition der JNK abschwéchen ldsst. Hierfiir wurde der JNK-Inhibitor
SP600125 genutzt.

SP600125 ist ein etablierter Inhibitor, der selektiv die INK-abhéngige Phosphorylierung
von c-Jun hemmt [12]. Aufgrund der bekannten protoonkogenen Wirkung der
Downstream-Faktoren der JNK wird eine Inhibition der JNK als mogliche Therapie fiir
einige Krebserkrankungen diskutiert [155]. Experimentell wird SP600125 als

zuverléssiger Inhibitor der INK genutzt, eine klinische Anwendung dieses Inhibitors ist
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aber fiir die Anwendung am Patienten aktuell nicht zugelassen [155]. Einige neuere JNK-

Inhibitoren mit hoherer Selektivitit befinden sich momentan in Entwicklung [155].

Erginzend zu den Ergebnissen der vorliegenden Dissertationsschrift wurde in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt, dass eine durch SEA vermittelte Erhohung und Aktivierung von
c-Jun in SW620-Zellen durch den JNK-Inhibitor SP600125 abgeschwicht wird [150].
Dies wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die Aktivierung von c-Jun durch Stimulation
mit HEK-IPSE {iberpriift. Die Auswertung ergab, dass auch die durch HEK-IPSE-
Stimulation bewirkte Induktion p-c-Jun durch Koinkubation mit dem JNK-Inhibitor
tendenziell niedriger war (Abb. 13). Somit weisen die Ergebnisse des Experiments
tendenziell darauf hin, dass die JNK an der Induktion von p-c-Jun durch HEK-IPSE-

Stimulation beteiligt ist.

Parallelen zu diesem experimentellen Ergebnis lassen sich in der Literatur in
Forschungsarbeiten zur sicher karzinogenen Infektionserkrankung der Typ-B-Gastritis
mit den Bakterium H. pylori finden [96]. Eine Verdffentlichung zu der Wirkung dieses
Erregers ergab, dass die gemeinsame Kultur einer Magenkrebszelllinie mit H. pylori zu
einer Transaktivierung der JNK fiihrt [101]. In einer weiteren Verdffentlichung wurde an
gemeinsam mit H. pylori kultivierten Zellen gezeigt, dass die AP-1-/c-Jun-Aktivitét
durch die gemeinsame Kultur mit dem H. pylori zunimmt und durch den auch in diesen
Experimenten verwendeten JNK-Inhibitor SP600125 abgeschwiécht wird [76]. In Bezug
auf den JNK- und c-Jun-Signalweg hat eine gemeinsame Kultur von H. pylori mit
Magenkrebszellen also einen Effekt, der Ahnlichkeiten mit der in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Wirkung von HEK-IPSE hat.

5.1.4 Verdnderung der Stimulationsergebnisse unter Wnt-Inhibition

Die Stimulationsversuche mit Antigenen der S. mansoni-Ova wurden mit einer Inhibition
des kanonischen Wnt-Signalwegs kombiniert. Neben der Stimulation mit SEA und

HEK-IPSE wurden die Zellen mit dem Inhibitor XAV939 inkubiert.

XAV939 ist ein Inhibitor des Enzyms Tankyrase [141]. Dieses Enzym katalysiert die
PARylierung von Axin, welches dadurch fiir den Abbau markiert ist [95]. Wegen dieser
Induktion des Abbaus von Axin wird die Aktivitidt des B-Catenin destruction complex

vermindert. Auf diesem Weg trigt die Aktivitit der Tankyrase zu einer hoheren Aktivitét

des kanonischen Wnt-Signalwegs bei [77]. Die Inhibition der Tankyrase durch XAV939
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ist selektiv, andere Poly-ADP-Ribosyltransferasen wie das in dieser Arbeit ebenfalls
untersuchte PARP-1 werden durch XAV939 in sehr viel geringerem Ausmal} gehemmt
[66].

Neben der Gruppe der Tankyraseinhibitoren, zu denen XAV939 zihlt, gibt es noch eine
Vielzahl weiterer Inhibitoren der Wnt-Signalwege. Aufgrund der Breite der verfiigbaren
Substanzen soll hier nur eine Auswahl diskutiert werden. Zu den kommerziell verfiigbaren
Inhibitoren zdhlen Molekiile, die neben dem kanonischen Wnt-Signalweg auch die
nichtkanonischen Wnt-Signalwege inhibieren. Dazu gehdren Molekiile, die die Wirkung
des FZD-Rezeptors beziehungsweise der Liganden des Rezeptors inhibieren [73].
Weiterhin gibt es Inhibitoren des Enzyms Porcupine, welches eine Rolle bei der
Modifikation von Proteinen des Wnt-Signalwegs im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
spielt und ebenfalls nicht ausschlieBlich den kanonischen Wnt-Signalweg hemmt [73].
Da der Fokus auf den kanonischen Wnt-Signalweg gelegt wurde, wurden diese
Inhibitoren nicht verwendet. Zu den Molekiilen, die selektiv den kanonischen Signalweg
inhibieren, zdhlt neben den Tankyraseinhibitoren auch das Protein Dickkopf-1. Seine
Wirkung erzielt Dickkopf-1 vornehmlich, indem es extrazelluldr an Anteile der Wnt-
Rezeptoren bindet [39]. AuBerdem gibt es B-Catenin-Inhibitoren, die auf verschiedene
Weisen die Wirkung von B-Catenin hemmen und somit auch den kanonischen Wnt-
Signalweg unterbinden [73]. Die Selektivitét fiir den kanonischen Signalweg hitte diese
Inhibitoren zu moglichen Alternativkandidaten zu XAV939 gemacht. In kiinftigen
Forschungsarbeiten konnten die verschiedenen Inhibitoren vergleichend untersucht

werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden kombinierte Stimulations- und Inhibitionsexperimente
an SW620-Zellen durchgefiihrt. Die Stimulation erfolgte wie oben beschrieben mit den
Antigenen der S. mansoni-Ova SEA und HEK-IPSE. Die Inhibition erfolgte mit
XAV939. Dieses Experiment ergab, dass das zum Abbau markierte p-f-Catenin in den
mit XAV939 inhibierten und mit PBS-Puffer inkubierten Zellen tendenziell erhoht war
gegeniiber den ebenfalls mit PBS-Puffer inkubierten aber nicht inhibierten Zellen (Abb.
11a). Diese tendenzielle Erhohung ist ein Indiz dafiir, dass die experimentelle Inhibition
des kanonischen Wnt-Signalwegs gelungen ist [18]. Die weiteren bestimmten
Zufallswahrscheinlichkeiten waren sowohl fiir p-B-Catenin als auch fiir Cyclin D1 zu

hoch, um Aussagen iiber Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zuzulassen. Eine
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mogliche Erkldrung dieser hohen Zufallswahrscheinlichkeiten ist, dass kein Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen besteht und die beobachtete Verteilung der
ausgewerteten Zielproteine zufillig entstanden ist. Im vorliegenden Experiment wurde
eine von drei identischen Versuchsreihen aus der Auswertung ausgeschlossen, da die
verwendete Ladekontrolle auch in wiederholten Western Blot-Auswertungen stéirkste
Ungleichheiten zwischen den Versuchsgruppen gezeigt hat. Hieraus resultierte die
geringe Anzahl an eingeschlossenen Wiederholungen von jeweils n=2. Dies konnte
ebenfalls ein moglicher Grund fiir den ausgebliebenen statistischen Beleg von
Unterschieden zwischen den Versuchsgruppen sein. Weiterhin ist die gewahlte Methode
zur Korrektur gegen multiples Testen — die Bonferroni-Korrektur — eine etablierte und
weit verbreitete aber auch recht konservative statistische Methode [114]. Sie fiihrt zwar
in den meisten Féllen zu einer recht geringen Falsch-Positiv-Rate, weist jedoch auch eine
vergleichsweise hohe Falsch-Negativ-Rate auf [114], wodurch Ergebnisse nivelliert

werden konnen.

Betrachtet man nur die densitometrische Auswertung der Western Blots fiir p-f-Catenin,
wurde das hochste Signal flir p-B-Catenin in den PBS-inkubierten und mit XAV939
inhibierten Zellen bestimmt (Abb. 11a). Wenn in kiinftigen Forschungsarbeiten ein
solcher Effekt statistisch unterstiitzt wiirde, wire dies im Umkehrschluss ein Hinweis auf
eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in den IPSE- und SEA-stimulierten
Zellen. In stimulierten Zellen wére eine Suppression des p-f-Catenins hinweisgebend auf

eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs.

Betrachtet man nur die densitometrische Auswertung der Auswertung fiir Cyclin D1, so
war im vorliegenden, kombinierten Stimulations- und Inhibitionsexperiment Cyclin D1
in den Zellen genau gegenldufig zu p--Catenin reguliert. Die hochsten Konzentrationen
wurden in den nichtinhibierten aber mit SEA oder HEK-IPSE stimulierten Zellen
nachgewiesen (Abb. 11b). Sollten zukiinftige Forschungsarbeiten die hier beschriebene
Cyclin D1-Verteilung statistisch belegen, wiirde dies die Vermutung unterstiitzen, dass
Antigene der S. mansoni-Ova in der Form von SEA und HEK-IPSE zu einer Aktivierung
des kanonischen Wnt-Signalwegs mit nachfolgender Aktivierung von Downstream-

Faktoren in den Wirtszellen fithren.
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In der rezenten Forschungsliteratur finden sich Arbeiten, in denen die Auswirkung von
Infektionen beziehungsweise von Antigenen der Infektionserreger unter Inhibition mit
dem Tankyraseinhibitor XAV939 untersucht wird. In Zellkultur mit einer
Magenkrebszelllinie fiihrt die Stimulation mit dem H. pylori-Antigen Tip oo zu einer
Induktion von Cyclin D1. Dieser Effekt wird durch Inkubation mit XAV939 abgemindert
[59]. Die Zellkulturstimulation mit einem Antigen des gesichert karzinogen wirkenden
H. pylori [96] flihrt somit in Kombination mit XAV939 zu einem Ergebnis, dass mit der
in diesem Experiment beschriebenen Verteilung von Cyclin DI zwischen den

Versuchsgruppen vergleichbar ist.

5.1.5 Erhéhung von DNA-Schédigungsmarkern durch Antigene der

Schistosoma mansoni-Ova in Zellkultur und im Kolon bisex-infizierter Hamster

Neben der Untersuchung protoonkogener Signalwege wurde in der vorliegenden Arbeit
ein zweiter Fokus auf die Regulation von Markerproteinen der DNA-Schiadigung gelegt.
Hierfiir wurden die stimulierten Zellen und die Hamsterkolonproben auf die Proteine
PARP-1 und yH2a.X untersucht. Das Protein PARP-1 ist an verschiedenen DNA-
Reparaturmechanismen beteiligt und wird proportional zum DNA-Schaden aktiviert [14].
Das Protein yH2a.X ist ein Histon, welches ebenfalls eine wichtige Rolle in der DNA-
Reparatur spielt [128]. Es wird bei DNA-Schidigung — insbesondere bei
Doppelstrangbriichen — aktiviert und ist mit prdmalignen Lasionen assoziiert [31, 119].
Wenn diese Proteine induziert werden, ist dies jeweils hinweisgebend fiir eine gesteigerte
DNA-Schidigung. Eine erhohte DNA-Schadigungsrate resultierend in vermehrten,
zufdlligen Mutationen ist ein Risikofaktor fiir die Entwicklung von Karzinomen im

Allgemeinen und fiir CRC im Speziellen [61, 130].

Sowohl in den Stimulationsexperimenten in Zellkultur mit Antigenen der S. mansoni-Ova
als auch in den bs-infizierten Hamsterkolonproben zeigte sich im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle eine Induktion von PARP-1 beziehungsweise tendenzielle Induktionen von
PARP-1 und yH2a.X (Abb. 14-17). Durch die Zusammenschau der Ergebnisse aus dem in
vivo- und dem in vitro-Modell ldsst sich der Schluss ziehen, dass die DNA-
Reparaturmechanismen infolge eines Kontakts zu Antigenen der S. mansoni-Ova aktiviert
werden. Somit ergibt sich auch ein indirekter Hinweis auf eine verstarkte Schidigung der

DNA.
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Im Zellkulturmodell zeigte sich eine PARP-1-Erhdhung durch die HEK-IPSE-
Stimulation (Abb. 16) sowie eine tendenzielle PARP-1- und yH2a.X-Erhohung durch
SEA-Stimulation (Abb. 16 und 17). Dies ist ein Hinweis darauf, dass IPSE als Anteil von
SEA eine Rolle in der DNA-Schiadigung spielt, dass aber neben IPSE noch weitere
Anteile von SEA ebenfalls daran beteiligt sein konnten. Weitere Anteile von SEA, die an

der Induktion von DNA-Schéden beteiligt sein konnten, werden im Folgenden diskutiert.

5.2 Methodendiskussion und Limitationen
5.2.1 Tierversuchsmodell bisex- und monosex-infizierter syrischer Goldhamster

Die Verwendung des Syrischen Goldhamsters als Modell bietet den Vorteil eines
etablierten in vivo Modells fiir die Schistosomiasis mansoni [57, 71]. Durch die
experimentelle Einteilung der Versuchstiere in bs- und ms-infizierte Infektionsgruppen
kann insbesondere der Einfluss der S. mansoni-Ovaund ihrer Antigene auf den Darm eines
lebenden Wirtsorganismus gut untersucht werden [58]. Das Tiermodell inkludiert die
pathophysiologischen Anpassungen des vollstidndigen, intakten Kolons. Zusétzlich zur
direkten Interaktion der Enterozyten mit den Antigenen der S. mansoni-Ova bewirkt die
Schistosomiasis im intakten Wirtsorganismus eine Reaktion des zelluldren wie
humoralen Immunsystems [126] und Verdnderungen des Mikrobioms im Kolon [135].
Ein Mehrwert, der durch das Experiment mit einem lebenden Wirtsorganismus im
Vergleich zu Zellkulturexperimenten entsteht, ist die bessere Modellierung der
Schistosomiasis mansoni des Menschen. Andererseits ist bei jedem Tierversuch und so

auch in diesem Fall die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen limitiert.

Gegeniliber Hamstern werden andere Versuchstiere wie Ratten oder Méuse bedeutend
héufiger zu wissenschaftlichen Zwecken genutzt. In der EU und Norwegen machten die
syrischen Goldhamster im Jahr 2020 etwa 0,2% aller wissenschaftlich genutzten
Versuchstiere aus [46]. Fiir Hamsterantigene werden daher insgesamt weniger spezifische
Antikorper entwickelt. Ein mogliches Problem wéren daher unspezifische Bindungen. In
der Western Blot-Auswertung der Hamsterkolonproben auf p-GSK-3f zeigten sich
mehrere, libereinanderliegende Banden (Abb. 7). Eine mogliche Erklarung hierfiir wéren

wie oben diskutiert unspezifische Bindungen.
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5.2.2 Stimulations- und Inhibitionsversuche in Zellkultur

Die fiir die Experimente in Zellkultur verwendeten SW620-Zellen stammen aus einer
Lymphknotenmetastase eines CRC eines kaukasischen Mannes [28]. Neben den SW620-
Zellen stehen zahlreiche weitere Zelllinien des kolorektalen Karzinoms zur Verfiigung.
Diese entstammen teilweise Metastasen und teilweise einem Primarius und unterscheiden
sich in ihren (epi-)genetischen Auspriagungen, der Wachstumsrate und der Neigung zur
Apoptose [2]. Die SW620-Zellen bieten ein etabliertes Zellkulturmodell des
menschlichen CRC [23]. In der vorliegenden Arbeit wurden die SW620-Zellen genutzt,
um eine Kontinuitét zu den zuvor durchgefiihrten Stimulationsexperimenten mit SEA
unserer Arbeitsgruppe zu schaffen. In unserer Arbeitsgruppe war die SW620-Zelllinie als
Zelllinie ctabliert worden, nachdem sie mit verschiedenen weiteren kolorektalen

Zelllinien unter Stimulation mit SEA vergleichend untersucht worden war.

Der Vorteil des Zellkulturmodells liegt in der sehr genauen Kontrollierbarkeit der
einflussnehmenden Variablen, die die Versuchs- und Kontrollgruppen voneinander
unterschieden. Andere Faktoren wie die Wachstumsdauer, Anzahl und Dichte der Zellen
sowie die Umweltbedingungen waren fiir alle Gruppen gleich. In den hier beschriebenen
Experimenten lag der einzige Unterschied zwischen den Gruppen in der Stimulation mit
Antigenen der S. mansoni-Ova oder mit PBS-Puffer. In den kombinierten Stimulations-
und Inhibitionsexperimenten lag ein weiterer Unterschied in der zusétzlichen Inkubation
mit einem der beiden verwendeten Inhibitoren oder DMSO. Die genutzten Inhibitoren
wurden im Rahmen der Ergebnisdiskussion eingehend besprochen. Weil dies die einzigen
Unterschiede der einwirkenden Faktoren waren, lassen sich die beobachteten
Abweichungenzwischen den Gruppen in der anschlieBenden Western Blot-Auswertung

auch unmittelbar auf diese Unterschiede zuriickfiihren.

Die Anwendbarkeit der in diesem Modell gewonnenen Erkenntnisse auf den
Gesamtorganismus des Menschen wird limitiert durch mehrere Umstinde. Erstens
spiegelt eine Zellkultur nicht die strukturelle Komplexitit des enteralen
Schleimhautgewebes wider. Die Verwendung von Primérzellen oder komplexeren
Modellen wie beispielsweise Organ on a chip-Modellen konnten in zukiinftigen
Forschungsvorhaben wertvolle Einblicke geben. Zweitens ist in einer Zellkultur die
zelluldre und humorale Immunreaktion des Korpers auf den Parasiten nicht gegeben.

Dieser Umstand ist einerseits eine Limitation, bictet andererseits den Vorteil, dass die
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kultivierten Zellen unmittelbar und ohne Beeinflussung durch Immunzellen auf die
Antigene reagieren. Drittens kann die Verwendung der Antigene SEA und HEK-IPSE die

natiirliche Infektion nur nachahmen.
5.2.2.1 SEA und HEK-IPSE

SEA ist ein Gemisch l6slicher S. mansoni-Ova-Antigene, bei denen es sich vornehmlich
um die Proteinfraktion handelt. Ein groBer Teil der enthaltenen Proteine wird aus den Ova
erst bei Untergang des Parasiteneis freigesetzt [98]. Von Ova, die den Lebenszyklus
erfolgreich vollenden und ausgeschieden werden, werden gro3e Teile von SEA also nicht
freigesetzt. Neben diesen Anteilen enthélt SEA auch Proteine, die von lebendigen

Schistosomen-Ova sekretiert werden [98, 126].

IPSE macht tiber 80% der exkretorischen Proteine aus. Abgesehen von IPSE gibt es auch
weitere exkretorische Proteine der Schistosomen-Ova. Hierzu zihlt insbesondere
Omega-1 [97], aber auch einige weitere Proteine wie Kappa-5, das S. mansoni chemokine
binding glycoprotein (SmCKBP) und das Homolog des High mobility group box I-
Proteins (SmHMGBI). Fiir die genannten Proteine sind jeweils einige Auswirkungen auf
den Wirtsorganismus und dessen Immunreaktion bekannt. Namensgebend fiir IPSE ist
die Wirkung auf basophile Granulozyten mit Induktion des Interleukin 4 [126]. Omega-
1 hingegen interagiert insbesondere mit dendritischen Zellen und moderiert den Wechsel
der Tul-betonten zur Tu2-betonten Immunreaktion [136], der im Krankheitsverlauf der
akuten zur chronischen Schistosomiasis mansoni eintritt [24]. Fiir Kappa-5 wird ein
Zusammenhang zur Fibrosierung der Leber vermutet [1]. SmCKBP bindet Chemokine
und schwécht die Inflammation ab, wihrend SmHMGBI in der Lage ist, Inflammation
zu induzieren [1]. Durch die Heterogenitét der Auswirkungen der Anteile von SEA auf
den Wirtsorganismus ergibt sich, dass die Wirkung jedes einzelnen Teilproteins von SEA

nicht identisch mit der Wirkung von SEA sein kann.

In den Zellkulturexperimenten der vorliegenden Arbeit ergaben sich teilweise
Unterschiede zwischen den mit SEA und den mit HEK-IPSE stimulierten Zellen.
Einzelne Proteinauswertungen zeigten in den mit SEA stimulierten Zellen Unterschiede
zur Kontrolle, die sich in den mit HEK-IPSE stimulierten Zellen nicht oder nur schwécher
zeigten. Eine mogliche Erklarung fiir diese Unterschiede wire, dass fiir diese Effekte die

anderen in SEA enthaltenen Proteine verantwortlich sind. Ein weiterer Aspekt ist, dass
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das verwendete HEK-IPSE rekombinant in menschlichen HEK-Zellen hergestellt wurde,
weswegen Unterschiede zum natiirlichen IPSE — zum Beispiel in der Glykosylierung —zu

erwarten sind [126].

In der Summe haben die genutzten experimentellen Modelle der Schistosomiasis
mansoni, das Hamstermodell wie auch das Zellkulturmodell, einige Schwichen und
Stirken, die sich gegenseitig teilweise ausbalancieren. Das Hamstermodell modelliert die
echte Erkrankung im lebenden Organismus, wiahrend sich in Zellkultur ein unmittelbarer,
kontrollierter Zusammenhang zwischen den Antigenen als Ursache und den beobachteten

Proteinexpressionen als Wirkung beschreiben lésst.
5.2.3 Proteinbiochemische Auswertung

Der Phosphokinase Proteome Profiler™ Array wurde als Auswertungsmethode zu
Beginn der Forschungsarbeit durchgefiihrt. Der Array bot aufgrund der Vielzahl der
ausgewerteten Kinasen und assoziierten Proteine einen Uberblick iiber den Zustand der
Aktivierung einiger Signalwege. Dies war Durchfilhrung der gezielten und
aufwendigeren Western Blot-Analysen hilfreich. Aus diesem relativ breitgeficherten
Einstieg in die Analyse der Auswirkung von Antigenen der Schistosomeneier auf die

Zellen lieBen sich Ansatzpunkte fiir die fokussierte Analyse finden.

Die im Anschluss durchgefiihrten proteinbiochemischen Methoden des Western Blots und der
Immunhistochemie sind lange etablierte, breit verfiigbare Standardmethoden. Die
Western Blot-Banden lieen sich mithilfe der Sofiware ImageJ® semiquantitativ
auswerten und einer Statistik zufithren. Quantitativ auswertbare Methoden kdnnten in

zukiinftigen Forschungsarbeiten vertiefende, wertvolle Informationen liefern.

Eine Limitation der Immunhistochemie ist, dass eine Verblindung aufgrund der
eindeutigen Sichtbarkeit der S. mansoni-Ova in der Versuchsgruppe der bs-infizierten

Hamster nicht moglich war (Abb. 5).

Durch die Wahl der oben besprochenen DNA-Schidigungsmarker konnte indirekt auf
stattfindende DNA-Schadigung geschlossen werden. Die verwendeten Methoden kdnnen
einen solchen Effekt nicht direkt nachweisen. In kiinftigen Arbeiten konnten
insbesondere in Hinblick auf mdgliche, die Karzinogenese befordernde Effekte der

Schistosomiasis mansoni  zusétzlich Methoden wie beispielsweise DNA-
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Sequenzierungen Verwendung finden. So konnten Mutationen als Resultat einer DNA-

Schéadigung direkt nachgewiesen werden.
5.2.4 Statistische und testtheoretische Limitationen

Die vorliegende Dissertationsschrift folgte einem explorativen Ansatz. Signifikanzen und
Kausalitdt werden daher in dieser Arbeit nicht benannt. Zum Zweck der Einordnung der
berechneten Zufallswahrscheinlichkeiten wurde ein p-Niveau von 0,05 verwendet. An
diesem  wurden die im  Ergebnisteil als Zahlenwerte  angegebenen

Zufallswahrscheinlichkeiten p gemessen.

Die Auswertung der Western Blots ergab semiquantitative Daten. Aus der Auswertung
dieser Daten entsteht keine Verhiltnisskala. Quantitative Aussagen wie beispielsweise
,der Effekt entspricht einer Verdopplung der Proteinmenge® sind nicht mdglich,

Aussagen iiber Erhohung oder Erniedrigung im Vergleich zueinander allerdings schon.

Weiterhin ist die Verwendung der Bonferroni-Korrektur kontrovers zu diskutieren. Die
Bonferroni-Korrektur senkt die Wahrscheinlichkeit fiir Fehler der ersten Art/a-Fehler bei
multiplem Testen. Hierbei handelt es sich um das félschliche Akzeptieren der
Alternativhypothese, wenn die Nullhypothese korrekt wire. Die Bonferroni-Korrektur ist
hierfiir eine vielfach verwendete und weit verbreitete Methode [114]. Andererseits wird
die Bonferroni-Korrektur als eine konservative Methode zur Korrektur angesehen, bei
welcher der Fehler der zweiten Art/B-Fehler wahrscheinlicher wird. Bei diesem wird eine
Alternativhypothese  zugunsten der Nullhypothese abgelehnt, obgleich die
Alternativhypothese eigentlich die korrekte wire [114]. Andere statistische
Korrekturmethoden gegen die a-Fehler-Kumulierung werden als weniger konservativ
angesehen [114]. In der vorliegenden Dissertationsschrift wurde sich fiir die
konservativere aber gut etablierte Bonferroni-Korrektur entschieden. Die Verwendung
weniger konservativer Korrekturmethoden des multiplen Testens hitte in der Auswertung
der Ergebnisse zu mehr Zufallswahrscheinlichkeiten p<0,05 fiihren konnen. Andererseits

hitte sich auch die Wahrscheinlichkeit fiir einen o-Fehler erhoht.

5.3 Ausblick

Ein Zusammenhang intestinaler Schistosomiasis mansoni mit der kolorektalen

Karzinogenese ist bislang weder ausgeschlossen noch belegt [20, 60]. Bei sich
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verdandernden lebensstilbezogenen Risikofaktoren in den Hochinzidenzgebieten der
S. mansoni sowie bei Ausbreitung der Endemiegebiete in Lander mit gesellschaftlich
bereits ausgepragterem Risikoprofil fiir das CRC konnte sich eine Mitbeteiligung einer
Schistosomiasis mansoni an der kolorektalen Karzinogenese demaskieren. Die
vorliegende Dissertationsschrift kann diese Frage nicht abschlieBend beantworten. Sie
schafft aber mit dem Nachweis der Aktivierung protoonkogener Signalwege und dem
indirekten Hinweis auf DNA-Schiden Ankniipfungspunkte, an die weitere
Forschungsarbeiten anschliefen konnen. Sollte sich in kiinftigen Forschungsarbeiten die
Annahme erhirten, dass die Schistosomiasis mansoni kein Risikofaktor fiir die Entstehung
eines CRC ist, so bietet die vorliegende Forschungsarbeit doch Erkenntnisse {iber die
zellbiologisch-pathophysiologische Wirkung, die S. mansoni-Ova und deren Antigene
auf das Kolon haben. Neben einer Fortsetzung der experimentellen Forschung zur
Pathophysiologie der Schistosomiasis mansoni unter Ausweitung der Methodik wiren
insbesondere epidemiologische Arbeiten wertvoll. Von groBem Interesse wire eine
flichendeckende, koloskopische Befunderhebung in Hochprivalenzgebieten der
Schistosomiasis zum Beispiel im Rahmen einer CRC-Préiventionsstrategie. Solche
koloskopische Befunde in Verkniipfung mit der Information, ob und iiber welchen
Zeitraum eine Schistosomiasis mansoni besteht oder bestanden hat, konnten eine
belastbare epidemiologische Datengrundlage bieten, um die Frage nach einem
Zusammenhang zwischen der kolorektalen Karzinogenese und der Schistosomiasis
mansoni zu beantworten. Um die sonstigen Risikofaktoren des CRC als etwaige
konfundierende Variablen zu kontrollieren, kdnnte als Studiendesign beispielsweise eine

in Bezug auf diese Risikofaktoren gematchte Fallkontrollstudie gewidhlt werden.
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6  Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung in deutscher Sprache

Die Schistosomiasis mansoni ist eine parasitire Erkrankung, die trotz der sehr hohen
Priavalenz in einigen Weltregionen noch vergleichsweise wenig Beachtung in der
Forschung gefunden hat (neglected disease). Die Schistosomiasis mansoni betrifft neben
der Leber vor allem das Kolon und kann chronifizieren. Linger anhaltende Infektionen
16sen im Kolon chronische, Tu2-gewichtete Entziindungsreaktionen aus, die der
Inflammation bei einer Colitis ulcerosa dhnelt. Diese pathophysiologische Ahnlichkeit
war Grundlage der Fragestellung der vorliegenden Arbeit. Es wurde untersucht, inwiefern
eine Schistosomiasis mansoni an der kolorektalen Karzinogenese beteiligt sein kann. In
den meisten Forschungsarbeiten zur Schistosomiasis werden die Schistosomeneier als
zentrales und die Pathologie auslosendes Agens betrachtet. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit der Fokus auf die Wirkung der Ova der S. mansoni beziehungsweise

derer Antigene gelegt.

Hierzu wurden verschiedene methodische Ansdtze kombiniert. Zum einen wurden
syrische Goldhamster in zwei Infektionsgruppen eingeteilt, von denen eine
Infektionsgruppe ,,normal® mit S. mansoni infiziert wurde (bs-infiziert). Die zweite
Versuchsgruppe wurde ebenfalls mit S. mansoni infiziert, allerdings nur mit einem
Geschlecht der Wiirmer, weswegen keine geschlechtliche Vermehrung und keine Ova-
Produktion moglich war (ms-infiziert). In diesem in vivo-Modell unterschieden sich die
Versuchsgruppen somit durch das Vorhandensein oder das Fehlen der Parasiteneier.
Untersucht wurde das Kolongewebe der Tiere. Neben diesem Tiermodell bildeten
Zellkulturversuche an der SW620-Kolonzelllinie die zweite Basis der Forschungsarbeit.
In diesem in vitro-Modell wurden die Zellen mit Antigenen der S. mansoni-Ova
stimuliert. Zur Stimulation wurde zum einen SEA verwendet, wobei es sich um ein
Gemisch aller in S. mansoni-Ova enthaltenen Proteine handelt. Zum anderen wurden die
Zellen mit einer in HEK-Zellen rekombinant hergestellten Version des Proteins IPSE
stimuliert. IPSE ist ein sekretorisches Protein der S. mansoni-Ova, fiir das bereits einige

Auswirkungen auf das Immunsystem der Wirtstiere bekannt sind. Die
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Zellkulturstimulationen mit den Antigenen der S. mansoni-Ova wurden in zwei
eigenstindigen Experimenten mit je einem Enzyminhibitor kombiniert: In einem
Experiment wurde die Kinase JNK inhibiert. Diese spielt eine wichtige Rolle in der
Aktivierung des Proteins c-Jun, welches Teil des AP1-Transkriptionsfaktors und ein
Protoonkogen ist. In einem weiteren Zellkulturexperiment wurde der kanonische Wnt-

Signalweg inhibiert.

Die aus der Zellkultur und dem Tierversuch gewonnenen Probenmaterialien wurden
proteinbiochemisch durch Western Blots, mittels Immunhistochemie und Phosphokinase
Proteome Profiler™ Array ausgewertet. Die untersuchten Proteine lassen sich drei
Kategorien zuordnen: Erstens wurden Proteine untersucht, die fiir eine Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs sprechen. Zu nennen sind B-Catenin und die Kinase
p-GSK-3B. Zweitens wurden ausgewdhlte Protoonkogene untersucht, die zumindest
anteilig als Downstream-Faktoren des kanonischen Wnt-Signalwegs gelten. Zu nennen
sind Cyclin DI und c-Jun mit seiner aktivierten Variante p-c-Jun. Drittens wurden
Proteine untersucht, die fiir eine verstirkte DNA-Schidigung sprechen. Ausgewertet

wurden die Proteine PARP-1 und y-H2a.X.

Fiir den kanonischen Wnt-Signalweg waren im in vivo- wie auch im in vitro-Modell in
den jeweiligen Versuchsgruppen im Gegensatz zur Kontrollgruppe Belege fiir eine
Aktivierung zu finden. Im Kolon der bs-infizierten Hamster zeigte sich dies besonders
durch die immunhistochemische Anfirbung von [-Catenin, dem Zielprotein des
kanonischen Wnt-Signalwegs. In der Zellkultur zeigte sich die Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs insbesondere durch eine Erhéhung der p-GSK-3 durch
SEA-Stimulation. Cyclin D1 konnte erhdht in den SEA-stimulierten Zellen nachgewiesen
werden, c-Jun und dessen aktivierte Form p-c-Jun wurden durch HEK-IPSE-Stimulation
in den Zellen erhoht. Die Cyclin D1-Erhéhung erschien durch Inhibition des kanonischen
Wnt-Signalwegs vermindert. Die Erhdhung der c-Jun-Varianten wurde unter JNK-
Inhibition abgeschwicht. Unter den Markern fiir DNA-Schéidigung zeigte sich fiir
PARP-1 eine Induktion sowohl im Kolon der bs-infizierten Hamster als auch in den

Zellen nach HEK-IPSE-Stimulation.

Zusammenfassend wurde in dieser Dissertationsschrift gezeigt, dass Ova der S. mansoni

und ihre Antigene in den Wirtszellen eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs
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und der proliferationsférdernden Proteine Cyclin D1 und (p-)c-Jun sowie eine DNA-
Schiadigung induzieren kdnnen. Die Erhdhung des Cyclin D1 wurde anteilig durch den
kanonischen Wnt-Signalweg vermittelt. Die Erhdhung von (p-)c-Jun durch IPSE-Kontakt
benotigt die Aktivitit der JINK. Diese Dissertationsschrift erbringt Hinweise darauf, dass

Ova der S. mansoni einen Risikofaktor der Entstehung des CRC darstellen kdnnten.

6.2 Zusammenfassung in englischer Sprache

Schistosomiasis mansoni is a parasitic disease, that — being a neglected tropical disease —
has received comparatively little research attention despite its very high prevalence in
some regions of the world. In addition to the liver, Schistosomiasis mansoni primarily
affects the colon and can become chronic. Prolonged infections trigger a chronic, Tu2-
weighted inflammatory reaction in the colon, which is similar to the inflammation in
ulcerative colitis. This pathophysiological similarity was the basis of the research
question of the present study. The extent to which S. mansoni may be involved in
colorectal carcinogenesis was investigated. In most research on schistosomiasis,
schistosome eggs are considered as a central agent causing the pathology. Therefore, the

present study focused on the effect of S. mansoni eggs and their antigens.

Various methodological approaches were combined for this purpose. Firstly, Syrian
golden hamsters were divided into two differently infected groups, of which one group
was "regularly" infected with S. mansoni (bs-infected). The second experimental group
was also infected with S. mansoni, but only with one sex of the worms, which is why no
sexual reproduction and no egg production was possible (ms-infected). In this in vivo
model, the experimental groups thus differed in the presence or absence of parasite eggs.
The colon tissue of the animals was examined. In addition to this animal model, cell
culture experiments on the SW620 colon cell line formed the second basis of the research
work. In this in vitro model, the cells were stimulated with antigens of the S. mansoni
ova. On the one hand, SEA was used for stimulation, which is a mixture of all proteins
contained in S. mansoni-Ova. On the other hand, the cells were stimulated with a
recombinant version of the protein IPSE produced in HEK cells. IPSE is a secretory
protein of S. mansoni-Ova for which some effects on the host immune system are already
known. The cell culture stimulations with the antigens of the S. mansoni-Ova were

combined with an enzyme inhibitor in two independent experiments: In one experiment,
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the kinase JNK was inhibited, which plays an important role in the activation of the
protein c-Jun, which is part of the AP1 transcription factor and a protooncogene. In a

further cell culture experiment, the canonical Wnt signaling pathway was inhibited.

The sample materials obtained from the cell culture and the animal experiment were
analyzed protein biochemically by Western blots, immunohistochemistry and
Phosphokinase Proteome Profiler™ Array. The analyzed proteins can be assigned to three
categories: Firstly, proteins indicative of activation of the canonical Wnt signaling
pathway were examined. These include B-catenin and the kinase p-GSK-3f. Secondly,
selected proto-oncogenes were examined that are considered to be at least partially
downstream factors of the canonical Wnt signaling pathway. These include Cyclin D1
and c-Jun with its activated variant p-c-Jun. Thirdly, proteins were evaluated that indicate

increased DNA damage. The proteins PARP-1 and y-H2a.X were evaluated.

In contrast to the control group, there was evidence of activation of the canonical Wnt
signaling pathway in both the in vivo and in vitro models in the respective test groups. In
the colon of the bs-infected hamsters, this was particularly evident by
immunohistochemical staining for B-catenin, the target protein of the canonical Wnt
signaling pathway. In cell culture, the activation of the canonical Wnt signaling pathway
was shown in particular by an increase in p-GSK-3f3 by SEA stimulation. Cyclin D1 was
found to be increased in cells stimulated with SEA, c-Jun and its activated form p-c-Jun
were increased in the cells by HEK-IPSE stimulation. The Cyclin D1 increase appeared
reduced by inhibition of the canonical Wnt signaling pathway. The increase in c-Jun
variants was attenuated under JNK inhibition. Among the markers for DNA damage,
PARP-1 showed an induction both in the colon of bs-infected hamsters and in the cells

after HEK IPSE stimulation.

Overall, this dissertation showed that S. mansoni-Ova and their antigens can lead to
activation of the canonical Wnt signaling pathway and the proliferation-promoting
proteins Cyclin D1 and (p-)c-Jun and can induce DNA damage in the host cells. The
increase in Cyclin D1 was partly mediated by the canonical Wnt signaling pathway. The
increase of (p-)c-Jun by IPSE contact requires the activity of JNK. This dissertation
provides evidence that S. mansoni-Ova in fact may be a risk factor in the development of

CRC.
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Abkiirzungs-, Abbildungs-, Tabellenverzeichnis

7.1  Abkiirzungsverzeichnis
Abb. Abbildung
AP Alkalische Phosphatase
AP1 Activator protein 1 Transkriptionsfaktor
APC Adenomatous-polyposis-coli-Protein
Aqua dest. Destilliertes Wasser
ATP Adenosintriphosphat
BER Basen-Exzisionsreparatur (DNA-Reparaturmechanismus)
BSA Bovines Serumalbumin

bs-infiziert

bisexuell mit Schistosoma mansoni infiziert

CED

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

cm Zentimeter

CRC Kolorektales Karzinom

CU Colitis Ulcerosa

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DSB DNA-Doppelstrangbriiche

ECL Enhanced chemiluminescence

ER Endoplasmatisches Retikulum

FAP Familidr adenomatdse Polyposis

FZD Frizzled; bezieht sich auf Rezeptoren der Frizzled-Familie

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GSK-30! Glykogensynthase-Kinase 33

H. pylori Helicobacter pylori

HCl Salzsdure

HDI Human Development Index

HEK-IPSE In human embryonic kidney cells rekombinant hergestelltes
IPSE

HEK-Zellen Human embryonic kidney cells

HR Homologe Rekombination

HRP horseradish peroxidase

IgE Immunglobulin E

[HC Immunhistochemie

IL-4 Interleukin 4

IPSE Interleukin-4-induzierendes Prinzip der Schistosoma
mansoni Eier

INK c-Jun-N-terminale-Kinase
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kDa Kilodalton

mA Milliampere

mL Milliliter

mm Millimeter

mM Millimol

ms-infiziert monosexuell mit Schistosoma mansoni infiziert

n Stichprobengrole

NAD* Nicotinamidadenindinukleotid (Coenzym)

NER Nukleotid-Exzisions-Reparatur (DNA-
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PBS Phosphate-Buffered Saline/Phosphatgepufferte Salzlosung
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PVDF- Polyvinylidenfluoridmembran

Membran
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SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SEA Soluble Egg Antigen

SmCKBP S. mansoni chemokine binding glycoprotein

SmHMGBI Homolog des High mobility group box 1-Proteins

SP600125 JNK-Inhibitor

TBS-T- Tris Buffered Saline-Tween-Puffer

Puffer

TCF Transkriptionsfaktor der T-Zellfaktorgruppe
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A% Volt

W Watt

WHO Weltgesundheitsorganisation

Wnt Wortschopfung aus "Wingless" und "Int-1"

XAV939 Tankyrase-Inhibitor (Wnt-Inhibitor)
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9 Anhang

Stimulation SW620-Zellen mit SEA und HEK-IPSE

Vorbereitung der Stimulationszusétze (4 Eppendorf-Gefifie)

In der Darstellung sind die zu erstellenden Mischungen bereits den Wells der 24-TWe//-Platte zugeordnet. Beispielsweise wurde fur die We/ls Al und Bl ein

Volumen von insgesamt 410 uL angesetzt, welches neben dem Zellkulturmedium RPMI 9 uL PBS-Puffer enthielt. In der spateren Stimulation werden in beide
Wells je 200 pL dieser Mischung pipettiert.

410 ul (RPMI + 9yl PBS)

410 ul (RPMI

4 ul SEA)

820 ul (RPMI + 2 ul HEK-IPSE)

820 ul (RPMI + 18 ul HEK-IPSE)

o ow|>

SEA (1,52 mg/ml 10 pl Aliquots)

PBS aus Lieferung von Borstel (19.

nur zuvor nicht aufgetaute Aliquots verwenden
HEK-IPSE: Rekombinant aus HEK Zellen gewonnen (0,46 mg/ml 5 pl Aliquots)

09.2018)

Schematische Darstellung einer 24-Well-Platte:

In jedes Well waren vor Stimulation die gleiche Menge Zellen ausgesit worden und bis zur Stimulation gleich behandelt. Am Tag der Stimulation

wurden die Wells anhand des unten dargestellten Schemas mit den wie oben beschrieben vorbereiteten Stimulationsfliissigkeiten befiillt.

1

2

3

4

5

6

Neg.
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Anhang 1: Beispielhaftes Pipettierschema eines Zellkulturstimulationsversuchs.

100



10 Publikationsverzeichnis, Kongressbeitrag

Teile der vorliegenden Arbeit wurden unter folgenden Titeln verdffentlicht:

Originalarbeit

Weglage J, Wolters F, Hehr L, Lichtenberger J, Wulz C, Hempel F, Baier A, Quack T,
Kohler K, Longerich T, Schramm G, Irungbam K, Mueller H, Buelow V von,
Tschuschner A, Odenthal M, Drebber U, Arousy ME, Ramalho LNZ, Bankov K, Wild P,
Pons-Kiihnemann J, Tschammer J, Grevelding CG, Roeb E, Roderfeld M. Schistosoma
mansoni eggs induce Wnt/B-catenin signaling and activate the protooncogene c-Jun in

human and hamster colon. Scientific reports 2020; 10 (1): 22373.

Kongressbeitriage

Weglage, J, Wulz C, Hehr L, Schramm G, Quack T, Grevelding CG, Roderfeld M, Roeb
E. Aktivierung des Protoonkogens c-Jun durch Schistosoma mansoni im Ileum infizierter

Hamster und im Zellkultursystem. Zeitschrift fiir Gastroenterologie. 2019; 57(09): €299.

Weglage, J, Schramm, G, Quack, T, Grevelding, CG, Roderfeld, M, Roeb, E.
Schistosoma mansoni aktiviert den Wnt-Signalweg im Kolon. Science Day der Justus-

Liebig-Universitdt. Gielen, 01.11.2019.

Weitere Veroffentlichung:

Originalarbeit

Irungbam, K, Churin, Y, Matono, T, Weglage, J, Ocker, M, Glebe, D, Hardt, M, Koeppel,
A, Roderfeld, M, Roeb, E. Cannabinoid receptor 1 knockout alleviates hepatic steatosis
by downregulating perilipin 2. Laboratory Investigation 2020; Volume 100, Issue 3.

101



11 Ehrenwortliche Erklarung

Hiermit erkldre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig und ohne unzuldssige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemal3 aus verdffentlichten oder nichtverdffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwdhnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter wissenschaftlicher Praxis, wie
sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitit Gielen zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten sowie ethische,
datenschutzrechtliche und tierschutzrechtliche Grundsitze befolgt. Ich versichere, dass
Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten
erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation
stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder
dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehdrde zum Zweck einer Promotion oder eines
anderen Priifungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen
Personen iibernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt
Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle
Personen genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit
beteiligt  waren. Mit der  Uberpriifung meiner  Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erkldre ich

mich einverstanden.

Ort/Datum Unterschrift

102



12 Danksagung

Ich mochte mich von Herzen bedanken bei allen, die mich wihrend der Anfertigung
dieser Dissertationsschrift unterstiitzt und begleitet haben. Zuallererst gebiihrt mein Dank
Frau Univ.-Prof. Dr. med. Elke Roeb, fiir die exzellente fachliche Unterstiitzung und die
Ermoglichung der hier présentierten Forschungsarbeit.

Weiterhin mdchte ich mit bei Herrn PD Dr. rer. nat. Martin Roderfeld bedanken, der mich
bei meiner Arbeit im Labor betreute. Ich danke fiir die vielen anregenden Diskussionen,
fiir seine Offenheit fiir meine Vorschldge und fiir die Hilfe bei der Umsetzung.

Ich bedanke mich bei der AG Roeb, namentlich bei Annette Tschuschner, Karuna
Irungbam, Felix Hempel, Laura Hehr und Celina Wulz. Insbesondere mochte ich mich
bei Friederike Wolters bedanken, an deren Forschungsarbeit die hier présentierten
Ergebnisse ankniipfen.

Ein weiterer Dank gilt dem Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universitit Giefen,
welches mir im JLU TRAINEE-Programm durch ein wissenschaftlich weiterbildendes
Curriculum und finanzielle Unterstilitzung eine gro3e Hilfe war.

AufBlerdem mochte ich mich bei Jonas Tschammer aus dem Institut fiir medizinische
Statistik der Justus-Liebig-Universitit GieBen fiir die Beratung bei der statistischen
Auswertung der Daten bedanken. Weiterhin bedanke ich mich bei Dr. Gabriele Schramm
vom Research Center Borstel, Leibniz Lung Centre fiir die freundliche Zusammenarbeit.

Ich danke meinen Freunden fiir die groBartigen Jahre in Gief3en.

Ich bedanke mich bei meiner Freundin Klara, die mich auf jedem Schritt wahrend des
Studiums und seitdem begleitet hat.

Ein besonderer Dank gilt meiner Familie fiir den groBartigen Riickhalt wihrend meines
gesamten Studiums. Ich danke meinen Eltern Agnes und Heinrich Weglage und meinen
Geschwistern Luise, Emma, Johann, Frieda und Jasper Weglage.

103



