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Einleitung

1 Einleitung

Die Schistosomiasis ist eine parasitére Infektionskrankheit, ausgeldst durch Trematoden
des Genus Schistosoma.! Laut der World Health Organisation (WHO) benétigten 2019
mehr als 230 Millionen Menschen weltweit eine praventive Behandlung aufgrund von
Schistosomiasis.? Weiterhin bestand fiir bis zu 700 Millionen Menschen ein
Infektionsrisiko.®** Die Schistosomiasis kommt hauptsachlich in tropischen
Entwicklungslandern in Afrika, Siidamerika und Asien vor.? Alleine in Afrika sterben
jahrlich bis zu 300.000 Menschen an den Folgen der Schistosomiasis.> Doch auch in
Europa stellt die Schistosomiasis ein groRer werdendes Problem dar. 2013 kam es auf
Korsika zu einem Ausbruch urogenitaler Schistosomiasis, wodurch es in den Folgejahren
in Spanien, Frankreich und Deutschland zu H&aufungen von Schistosomiasis-Féallen
kam.®’ Eine Risikoeinschitzung des European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) betont die Gefahr, dass sich die Erkrankung auf weitere mediterrane europaische
Lander ausbreiten kdnnte, wodurch in der Zukunft Teile Europas zu Endemiegebieten fiir

Schistosomen werden kénnten.®

Es gibt funf unterschiedliche humanpathogene Spezies der Schistosomen: S. mansoni,
S. haematobium, S. japonicum, S.mekongi, und S.intercalatum. S. mansoni,
S. japonicum und S. mekongi verursachen eine hepatische und intestinale Form der
Schistosomiasis, da ihre Eier teilweise im Magen-Darm-Trakt oder der Leber fixiert
bleiben. S. haematobium hingegen ist der Ausldser der urogenitalen Form der
Erkrankung.! Die Infektion durch Schistosomen kann sich sowohl akut als auch chronisch
manifestieren. Die akute Form der Erkrankung wird als Katayama-Syndrom bezeichnet.
Sie zeichnet sich durch eine systemische fieberhafte Reaktion aufgrund von
Immunkomplexbildung des Korpers auf die heranreifenden  Wiirmer aus.’
Symptomatisch geht das Katayama-Syndrom mit Urtikaria, allgemeinem
Krankheitsgefihl, Fieber und pulmonalen Symptomen einher. Selten kommt es zu einer
Beteiligung des zentralen Nervensystems mit Myelitis und Paraparese.® Die chronische
Form der Schistosomiasis wird durch die in den Geweben fixierten Eier der Schistosomen
ausgelost und nicht durch die Wiirmer selbst.? Im Falle von S. mansoni sind vor allem die
Leber und der Darm betroffen.’® In den Geweben sezernieren die Eier Substanzen, die
die Immunreaktion des Korpers modulieren und dadurch verhindern, dass es zu
Gewebsnekrose und Abtotung der Eier kommt. Stattdessen verharrt die Leber in einem

Status der chronischen Inflammation und bildet Granulome um die Eier herum aus.! Im
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Darm flhrt die dauerhafte Entziindung zur sogenannten chronischen schistosomalen
Kolitis, welche mit unspezifischen Symptomen wie Unterbauchschmerzen, Flatulenz
oder rektalen Blutungen einhergehen kann. Oft ist die Erkrankung jedoch auch nur
schwach bis asymptomatisch ausgepragt, so dass sie durch den Patienten nicht bemerkt
wird.* Die Schéadigung der Leber hingegen ist deutlich schwerwiegender. Durch den
granulomattsen Umbau des Lebergewebes um die Eier herum, kommt es auf Dauer zu
einer Fibrosierung der Leber. Folgen davon sind unter anderem die Entstehung einer
nicht-zirrhotischen portalen Hypertension, Aszites, Splenomegalie und die Ausbildung
von portalvendsen Kollateralkreislaufen mit Gefahr der Osophagusvarizenbildung.!'12
Die einzige wirksame Therapie der chronischen Schistosomiasis besteht aus der drei-
tdgigen Behandlung mit dem Anthelmintikum Praziquantel in einer Dosierung von
40-60 mg/kg Korpergewicht. Das Katayama-Syndrom als Akutphase der Erkrankung
wird rein symptomatisch behandelt, da Praziquantel nur unzureichend gegen die

heranreifenden Schistosomen wirkt.®

Seit den friihen 1910er Jahren werden Schistosomiasis-Infektionen mit Karzinogenese in
Verbindung gebracht.®® S. haematobium wird von der International Agency for Research
on Cancer (IARC) als ein definitives Karzinogen fiir Blasenkrebs anerkannt.* Fiir andere
Formen der Schistosomiasis ist eine solche Verbindung weniger Klar, trotzdem werden
seit langerer Zeit sowohl S. japonicum als auch S. mansoni als mégliche Karzinogene fur
Darm- und Leberkrebs diskutiert.!>!® Bis jetzt gibt es keinen klaren Beweis fiir eine
direkte Beziehung zwischen S. mansoni und Krebsentstehung. Allerdings verdichten sich
die Hinweise auf eine indirekte Beziehung. Eine Langzeitstudie mit &agyptischen
Patienten hat gezeigt, dass eine Co-Infektion mit S. mansoni und dem Hepatitis-C-Virus
(HCV) die Inzidenz und Aggressivitat von Leberkrebs, im Vergleich zu Patienten die nur

mit dem HCV infiziert waren, erhdhen kann.’

1.1 Lebenszyklus von S. mansoni

Bei der Krankheit Schistosomiasis handelt es sich um eine parasitdre Infektion des
Menschen durch Trematoden (Saugwirmer) des Genus Schistosoma. S. mansoni ist ein
Ausloser der intestinalen und hepatischen Form der Schistosomiasis.® Schistosomen
haben, im Gegensatz zu den meisten anderen Trematoden, zwei Geschlechter. Die
ausgewachsenen Schistosomen des Genus S. mansoni sind zwischen 7-20 mm lang und
leben in dem vendsen GefaRplexus des Darms.*® Dort vermehren sich die Trematoden
sexuell, und die weiblichen Schistosomen produzieren mehrere hundert Eier pro Tag.

2
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Diese Eier penetrieren und durchwandern die Darmwand, um daraufhin mit dem Stuhl
ausgeschieden zu werden. Ein Teil der Eier wird jedoch nicht ausgeschieden, sondern
bleibt entweder in der Darmwand fixiert oder wird hamatogen tber den Portalkreislauf
weiter bis zu den Sinusoiden der Leber getragen. Dort infiltrieren die Eier die Leber und
fiihren zur Granulombildung.! Unabhangig davon ob die sie ausgeschieden werden oder
im Korper verweilen, sind die Eier nachdem sie durch die weiblichen Wirmer gelegt
wurden, fiir ein bis zwei Wochen lebensfahig.! Sobald die Eier in Kontakt mit StiBwasser
kommen, schliipfen die Miracidia, die erste Larvenform der Schistosomen. Im Wasser
suchen die Miracidia, geleitet durch Licht und chemische Reize nach ihrem intermedidren
Wirt, den Biomphalaria-Schnecken.!® Die Miracidia infiltrieren die Schnecke und
vermehren sich zunéchst asexuell zu multizelluléaren Sporozysten. Daraus entwickeln sich
schlielich die Zerkarien als humanpathogene, zweite Larvenform der Schistosomen.
Diese Transformation dauert insgesamt vier bis sechs Wochen. An deren Ende kann jede
infizierte Schnecke einige tausend Zerkarien pro Tag ausscheiden.'® Nachdem die
Zerkarien ihren intermediédren Wirt verlassen haben, kdnnen sie bis zu 72 h im StiRwasser
verweilen, bis sie einen Menschen, als ihren definitiven Wirt finden oder schliellich
absterben.® Sobald die Zerkarien in Kontakt mit der Haut des Wirts kommen, beginnen
sie diese zu penetrieren. Wenn die Zerkarien ein Blutgefal? erreichen, entwickeln sie sich
zu sogenannten Schistosomulae.’® Getrieben durch das Blut migrieren die
Schistosomulae dann (ber die Lunge zur Leber, wo sie wiederum fiir vier bis
sechs Wochen in den Portalvenen zu erwachsenen Schistosomen heranreifen.>® Die
erwachsenen Schistosomen paaren sich und migrieren in den GefaRplexus des Darmes,
wo mit dem Start der Eiproduktion der Zyklus von vorne beginnt (Abbildung 1).11318.19
Ein Schistosomenpaar lebt im Schnitt drei bis finf Jahre, einige konnen allerdings auch
fur bis zu 30 Jahre Uberleben. In dieser Zeit kann ein Schistosomenpaar theoretisch

mehrere Millionen Eiern produzieren.!®
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Abbildung 1: Lebenszyklus von Schistosomen am Beispiel von S. mansoni. Eier, die
vom menschlichen Wirt mit dem Stuhl ausgeschieden werden, schllipfen bei Kontakt mit
SuRwasser. Die aus den Eiern geschliipften Larven, auch Miracidiae genannt, infizieren
SlRwasserschnecken vom Genus Biomphalaria als ihren intermedidren Wirt. In den
Schnecken entwickeln sich die Miracidiae zu Sporozysten, welche sich asexuell
vermehren und Zerkarien produzieren. Zerkarien sind die fur Menschen infektiose, frei
schwimmende Larvenform der Schistosomen. Nach circa 30 Tagen verlassen die
Zerkarien die Schnecken und persistieren im StiBwasser, bis sie in Kontakt zur Haut ihres
definitiven Wirts, des Menschen, kommen. Sie penetrieren die Haut und entwickeln sich
zu Schistosomulae, die hamatogen tUber Lunge und Herz bis zum portalvendsen System
der Leber stromen. Dort reifen die Schistosomulae zu den erwachsenen Schistosomen
heran. Die ausgereiften Wirmer migrieren zu den mesenterischen Venen des Darms, wo
sie sich sexuell vermehren und die Weibchen anfangen Eier zu produzieren. Die Eier
werden in den Blutstrom abgegeben, durchwandern die Darmwand und werden mit dem
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Stuhl ausgeschieden. Reproduced with permission from Ross AGP, Bartley PB, Sleigh
AC, et al. Schistosomiasis. New England Journal of Medicine. 2002, Copyright
Massachusetts Medical Society.*®

1.2 Immunmodulation durch S. mansoni

Ein wichtiger Uberlebensmechanismus fiir Helminthen besteht darin, die Immunantwort
des Wirts zu modulieren, um diesen chronisch besiedeln zu kénnen.?° Ein Beispiel fiir
einen Parasiten, der die Immuntoleranz seines Wirts beeinflusst, ist die Abschwéchung
der Entziindung wéhrend der asymptomatischen Phase der Zystizerkose. Dabei handelt
es sich um eine neurologische Erkrankung, ausgelost durch Zysten des Bandwurms
Taenia solium.?’ Ein weiteres Beispiel ist die Induktion von regulatorischen T-Zellen
(Treg) durch den Darmspulwurm Heligmosomoides polygyrus, welche die

Immunantwort des Wirts auf den Parasiten abschwachen kann.?

Die Immunantwort wahrend einer S. mansoni-Infektion verl&uft in verschiedenen Phasen.
Sobald Eier im Lebergewebe fixiert bleiben, kommt es im umgebenden Gewebe zur
Infiltration von Fibroblasten sowie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten.*® Diese
Zellen bilden fibrose Granulome um die Eier herum aus. Nach der initialen
Immunantwort migrieren dann auch T- und B-Zellen als Effektoren der spezifischen
Immunantwort in das angrenzende Lebergewebe um die Granulome.l® Bei der
spezifischen Immunantwort kénnen, getrieben durch die T-Helferzellen (Th-Zellen),
zwei unterschiedliche Arten unterschieden werden.?* Die Thi-fokussierte Immunantwort
vermittelt eine zelluldre Immunitét durch zytotoxische T-Zellen, natrliche Killerzellen
(NK-Zellen), Makrophagen und Monozyten. Die Th2-fokussierte Immunantwort
hingegen, fungiert primér Gber humorale Immunmechanismen wie Antikdrperproduktion
durch B-Zellen.?! Vermittelt werden diese unterschiedlichen Abwehrmechanismen uber
das Zytokinprofil, welches durch die Th-Zellen ausgeschiittet wird.?> Th1-Zellen
produzieren vor allem proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-2 (IL-2),
Interferony (INFy)  und  Tumornekrosefaktor o (TNFa), die eine  akute
Entzlindungsreaktion induzieren. Th2-Zellen hingegen produzieren die Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13, die die Thl-vermittelte Entziindungsreaktion einddmmen und die

Granulomausbildung moderieren.??

Wahrend der Larvenzeit der Schistosomen ist die Immunreaktion des Korpers primar
Th1-fokussiert, nach der Eiablage hingegen tritt ein Wechsel zu einer Th2-fokussierten
Immunantwort auf. Tierexperimentelle Studien in Mdusen haben gezeigt, dass diese

Veranderung der Immunabwehr nur in bisex-infizierten Individuen stattfindet, was
5
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daftrspricht, dass die Eier fiir diesen Wechsel verantwortlich sind.?*2* Der Mechanismus,
uber den die Schistosomen den Wechsel einer Thl- zu einer Th2-Immunantwort
verursachen, involviert dendritische Zellen (DC).% Soluble egg antigen (SEA), ein
I6sliches Extrakt aus Schistosomeneiern, ist in der Lage, DCs zu induzieren eine Th2-
Antwort zu fordern und tolerogen gegeniiber den S. mansoni-Eiern zu werden.?2® SEA
enthélt unter anderem den Stoff Omega-1, welches in DCs tber den Mannose-Rezeptor
eindringen kann und die Proteinsynthese durch Degradation der RNA behindert.?” Dies
verleitet dendritische Zellen dazu, eine Th2-fokussierte Immunreaktion zu induzieren,
was einen Schutzmechanismus der Eier gegen die deutlich effektivere Th1l-fokussierte

Immunantwort darstellt.2627

1.3 Hepatozelluldres Karzinom und dessen Beziehung zu S. mansoni

Das hepatozelluldare Karzinom (HCC) ist die flinfthaufigste Krebsart weltweit und
schatzungsweise fiir die viertmeisten Krebstoten verantwortlich.?¢2° Das Auftreten von
HCC ist dabei weltweit ungleichmaRig verteilt.?® Die meisten HCC Fille treten in
Sub-Sahara-Afrika oder Ostasien auf (Inzidenz: >20/100.000 Einwohner).2*2° In den
westlichen Léandern sind die HCC-Inzidenzen vergleichsweise eher niedrig. (Inzidenz:
<5/100.000 Einwohner).?® Auch zwischen den Geschlechtern gibt es deutliche
Unterschiede. Leberkrebsraten in den verschiedenen Landern sind bei Méannern doppelt
bis dreifach hoher als bei Frauen.®' Das durchschnittliche Alter fiir jemanden aus einer
Niedrig-Risiko-Population wie den USA, eine HCC-Diagnose zu erhalten, liegt bei tiber
75 Jahren. In Hoch-Risiko-Gebieten wie Sub-Sahara-Afrika liegt das durchschnittliche
Alter bei Diagnose hingegen zwischen 60-65 Jahren und somit deutlich niedriger.3? Der
Grund fur die verschiedenen Leberkrebsraten in den unterschiedlichen Landern liegt in
der Verteilung von Hauptrisikofaktoren.?® Zu diesen gehéren vor allem
Hepatitis-B-Virus- (HBV) und Hepatitis-C-Virus-Infektionen, hoher Alkoholkonsum
und die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD).% Insgesamt lassen sich jedoch
bis zu 80 % aller primdren Leberkrebsarten auf eine chronische HBV- oder HCV-
Infektion zurlckfuhren, wodurch diese selbst unter den Hauptrisikofaktoren, als die mit
Abstand  schwerwiegendsten Risikofaktoren herausstechen.?® In den meisten
Hochrisikogebieten fir HCC sind HBV und HCV endemisch und die
Gesundheitssysteme der Lander nicht in der Lage, eine wirksame Behandlung der
chronischen Infektionen zu finanzieren.3334 Der Unterschied zwischen den Geschlechtern
lasst sich am wahrscheinlichsten durch einen ungesiinderen Lebensstil von Mé&nnern

erklaren. Ursachen dafiir konnten ein durch gefahrlicheres sexuelles Verhalten erhohtes
6
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Risiko an HBV oder HCV zu erkranken und ein erhéhter Alkohol- und Zigarettenkonsum

sein.%?

Die wichtigste Préadisposition zur Entwicklung eines HCC ist die Leberzirrhose, die
gleichzeitig die Endstrecke fur die meisten chronischen Lebererkrankungen, wie HBV-
oder HCV-Infektionen, NAFLD oder Alkoholabusus darstellt.3% Die Leberzirrhose ist
dadurch charakterisiert, dass es durch Entziindungs- und fibrotische Umbauprozesse zu
einem Parenchymverlust und Untergang der normalen Leberstruktur kommt.3® Dadurch
verliert die Leber an funktionalem Gewebe, wodurch es zu einer Einschrankung der
Synthese- und Entgiftungsfunktion der Leber kommt. Aulerdem erhoht sich der
portalvendse Druck, wodurch es zur portalvendsen Hypertonie und anschlieBend zu
Aszites-Bildung kommen kann.®® Eine Leberzirrhose verursacht ein mehr als 30-fach
erhohtes Risiko einer HCC-Entwicklung.® Patienten mit einer Leberzirrhose, haben
abhéngig von den zusétzlich vorliegenden Risikofaktoren, ein kumulatives 5-Jahres-
Risiko von 8 bis 21 % fiir ein HCC.® Dies ist problematisch, weil bei Leberzirrhose die
Lebersynthesefunktion noch lange Zeit suffizient durch das restliche, gesunde
Lebergewebe kompensiert werden kann. Dadurch kénnen die Patienten solange klinisch
unauffallig bleiben, bis die Leberfunktion schlieBlich einbricht und es zum Leberversagen
kommt, oder Symptome aufgrund von fortgeschrittenem Leberkrebs auftreten.®* Dies
fuhrt dazu, dass bis zu 20 % der erstmals mit HCC diagnostizierten Patienten sich

gleichzeitig mit einer bis dato nicht diagnostizierten Leberzirrhose vorstellen.3*

Neben HBV und HCV gibt es noch andere Infektionen, die mit hepatozellularer
Karzinogenese in Verbindung gebracht werden. Zu diesen zéhlen beispielsweise das
Bakterium Helicobacter pylori und der Leberwurm Clonorchis sinensis.3"*® Infektionen
mit diesen Erregern alleine scheinen nicht zur HCC-Entwicklung zu fiihren, jedoch
potenzieren sie die hepatozelluldre Karzinogenese bei Co-Infektion mit HBV oder
HCV.3"*® Das gleiche gilt wahrscheinlich auch fir S.mansoni und das HCC.
Co-Infektionen mit S. mansoni und HBV/HCV sind sehr h&ufig in L&ndern, in denen
S. mansoni endemisch vorkommt. In Agypten rangiert die Pravalenz von S. mansoni- und
HBV-Co-Infektionen zwischen 19,6 % und 33 %, Co-Infektionen von S. mansoni und
HCV zeigen eine Pravalenz von ungefahr 27 %.%° Klinische Studien mit dgyptischen
Patienten haben gezeigt, dass S. mansoni in HBV- oder HCV-co-infizierten Patienten im
Vergleich zu HBV- oder HCV-Monoinfektionen sowohl die Geschwindigkeit erhéht mit
der sich eine Leberzirrhose entwickelt, als auch die HCC-Inzidenz steigert. In diesen
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Studien trat das HCC friiher auf und verhielt sich aggressiver.1”4%4! Weiterhin hat eine
Studie in Mdusen gezeigt, dass zur chemischen Induktion von HCC eine niedrigere Dosis
an Karzinogen notwendig war, wenn die Mause mit S. mansoni infiziert waren,
verglichen mit gesunden Kontrollmausen.*? AuRerdem verhielt sich der auftretende Krebs

in den S. mansoni-infizierten Mausen aggressiver als in den Kontrollmausen.*?

In der Literatur werden verschiedene Mechanismen diskutiert, Uber die S. mansoni die
Karzinogenese fordern konnte. Wie bei der chronischen Erkrankung scheint die
prokarzinogene Wirkung durch die Eier und nicht durch die Wirmer ausgel6st zu
werden.*® Die im Lebergewebe fixierten Eier verursachen eine chronische Entziindung,
erzeugen oxidativen Stress, verandern die Immunantwort und kénnen direkt onkogene

Signalwege in den Hepatozyten aktivieren.*344

Obwohl verschiedene potentiell karzinogene Mechanismen bekannt sind,*>4244 {iber die
S. mansoni das Krebsgeschehen fordern kénnte, deuten alle Hinweise bis jetzt drauf hin,
dass S. mansoni nicht alleine zur Entstehung eines HCC fiihrt.1”4%45 |n Kombination mit
einer weiteren schédigenden Noxe kann eine S. mansoni-Infektion jedoch den
bestehenden Schaden potenzieren. Dadurch kann es zu einer schnelleren
Verschlechterung der Leberfunktion, friherem Auftreten von Zirrhose und schlieBlich

zum HCC kommen.

1.4 Protoonkogen c-Jun

Die Jun-Proteinfamilie besteht aus den drei verschiedenen Proteinen JunB, c-Jun und
JunD.* Die Jun-Proteine stellen einen Teil des Aktivatorprotein-1 (AP-1)-Komplexes
dar. Der AP-1-Komplex ist ein Transkriptionsfaktor, der die Zellproliferation in Antwort
auf extrazellulare Wachstumsreize anregt.*’ Er besteht aus Dimeren, welche sich aus
Teilen der Jun-, Fos-, ATF- und Maf-Familie zusammensetzen und spielt eine
Schliisselrolle in der mitogenen Antwort einer Zelle auf Wachstumsreize.*® Von allen
Jun-Proteinen hat c¢-Jun die hochste DNA-Bindungsaffinitdt. Es induziert
Zellproliferation, indem es die Expression von Proteinen wie Cyclin D1 fordert, die den
Zellzyklus vorantreiben.*® Gleichzeitig ist c-Jun auch in der Lage, die Expression von
Tumorsuppressorgenen zu unterdriicken. Dementsprechend gilt c-Jun als ein
Protoonkogen.*®4® JunB hingegen hat den gegenteiligen Effekt, indem es die Expression
von Tumorsuppressorgenen verstarkt und Cyclin D1 hemmt.*® Somit ist die Komposition
des AP-1-Komplexes maRgeblich fiir seine Funktion verantwortlich.*® Die

Phosphorylierung der Jun-Proteine bestimmt ihre DNA-Bindungsaffinitat und stellt somit
8
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neben der Expressionsmenge einen weiteren Steuerungsmechanismus des AP-1-

Komplex dar.>°

Die Regulation der c-Jun-Aktivierung ist komplex und involviert eine Vielzahl
verschiedener Proteine. C-Jun kann an 5 verschiedenen Serin- oder Threonin-Stellen
phosphoryliert werden. Drei dieser Phosphorylierungsstellen liegen am C-terminalen
Ende und vermindern die DNA-Bindungsaffinitdit. Die anderen beiden
Phosphorylierungsstellen  liegen am N-terminalen Ende und erhéhen die
DNA-Bindungsaffinitat.*’ Die Phosphorylierungen von c-Jun werden maRgeblich durch
die Gruppe der Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen (MAPK) reguliert.>! Zu ihnen
zahlen die extrazellular Signal-regulierte Kinase (ERK), p38 und die c-Jun-N-terminale
Kinase (JNK). JNK wird auch als Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK) bezeichnet.*’
ERK-Aktivierung flhrt zu einer Dephosphorylierung von c-Jun am C-terminalen Ende,
wahrend JNK-Aktivierung zu einer Phosphorylierung am N-terminalen Ende fuhrt. Beide
Mechanismen resultieren in einer erhéhten DNA-Bindungsaktivitat von c-Jun.*’ Die
Aktivierung von MAPK ist der Endpunkt einer komplexen Aktivierungssequenz von
Kinasen (Abbildung 2). MAPK werden durch so genannte MAPK-Kinasen, auch als
MAP2K bezeichnet, phosphoryliert und somit aktiviert.> Im Falle von JNK sind die
zugehorigen MAP2K die Kinasen MKK4 und MKK7.52 Die MAP2K werden wiederum
durch MAP3K aktiviert. Viele verschiedene Stimuli kénnen eine Induktion dieser
Aktivierungssequenz ausldsen, beispielsweise oxidativer Stress, extra- und intrazellulare
Pathogene oder inflammatorische Zytokine.>® All diesen ist gemeinsam, dass sie die Zelle
in einen Stresszustand versetzen, woher auch der Name der Stress-aktivierten
Proteinkinasen fiir JNK stammt.> Obwohl sie als c-Jun-N-terminale Proteinkinase
bezeichnet wird, weill man, dass JNK knapp 100 verschiedene Substrate besitzt. Einige
dieser Substrate befinden sich im Zellplasma und andere, wie c-Jun, befinden sich im
Zellkern.>* Um nukleére Substrate zu aktivieren, transloziert phosphoryliertes INK in den
Nukleus, wo es mit Proteinen wie c-Jun interagiert.>* Phosphoryliertes c-Jun ist relativ
instabil und existiert deswegen nur fiir eine kurze Zeit im Zellkern. Um eine dauerhafte
Erhohung der AP-1-Aktivitat zu verursachen, ist deswegen eine stetige Erhéhung des
c-Jun-Spiegels notig.*” Der AP-1-Komplex selbst kann als Transkriptionsfaktor die
Expression von c-Jun férdern. Dadurch kann eine kurzzeitige Aktivitatssteigerung von
c-Jun durch Phosphorylierung via JNK, eine AP-1-Formation einleiten. Die

AP-1-Formation erhoht dann wiederum die Expression von c-Jun. So entsteht ein
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autokriner Feedback-Mechanismus, tber den eine c-Jun-Phosphorylierung zu einer
Steigerung der Gesamtspiegels von ¢-Jun fiihren kann.47>*

Die Funktionen von c-Jun sind vielfaltig; es fordert die Zellzyklusprogression uber die
Expression von Proteinen wie Cyclin D1 und unterdriickt das Tumorsuppressorgen p53,
wodurch ein Zellzyklusarrest behindert wird.*¢°0%! Unter bestimmten Umstanden ist
c-Jun jedoch auch in der Lage, einen gegenteiligen Effekt zu bewirken und Apoptose in
Zellen einzuleiten.*® Die unterschiedlichen Funktionen von c-Jun hingen stark von den
Zustanden der Zelle ab. Deshalb ist es immer wichtig, nicht nur die Menge an c-Jun und
phosphoryliertem c-Jun zu betrachten, sondern auch die Downstream-Ziele in die

Interpretation der c-Jun-Aktivitat einzubeziehen.*®

Als ein Induktor von Zellproliferation und Zelliberleben stellt c-Jun ein wesentliches
Target der Karzinogenese dar. Uberexpression von c-Jun lasst sich in vielen
verschiedenen Krebsarten nachweisen, auch im Rahmen der Entstehung eines HCC.> Es
kann die Krebszellproliferation fordern und als negativer Regulator von p53 den
Krebszellen einen Uberlebensvorteil gegen p53-induzierten Zelltod bieten.®® Es wurde
gezeigt, dass die Dysregulation von c-Jun sowohl die HBV-assoziierte Karzinogenese als
auch die chemische Induktion von HCC in Méusen fordern kann.>® Dabei scheint c-Jun
das Uberleben von Hepatozyten nach Krebsbildung und die dysplastische Progression des
Tumors zu fordern.®® Eine c-Jun- Uberexpression geht Hand in Hand mit einer erhéhten
JNK-Aktivitat, und JNK ist in der Lage, noch viele weitere karzinogene Signalwege zu
aktivieren.>* Es kann die Expression und/oder Aktivierung von anderen Proteinen, die in
der HCC-Entwicklung involviert sind, erhéhen. Beispiele hierfiir sind signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) oder nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells (NF-xB).>" AuBerdem kann JNK die Immunevasion der Tumoren
fordern, indem es die Aktivierung der Immunmodulatoren transforming growth factor 3
(TGF-B) und INFy reguliert.>” Des Weiteren erhéht INK die Autophagie-Kapazitat der
Zellen und wirkt so Tumorzell-induzierter Apoptose entgegen.®’

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass JNK und c-Jun die finale Strecke einer langen
Aktivierungskaskade als Antwort auf verschiedene Stresssignale darstellen, die
entscheidend fiir die Zellproliferation und das Uberleben der Zelle sind. Eine
Dysregulation der INK- und c-Jun-Aktivitét lasst sich in vielen Tumoren nachweisen. In

solchen Tumoren fordern JNK/c-Jun die Tumorproliferation, Immunevasion und
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Apoptoseresistenz der malignen Zellen. Sie stellen somit ein Schlusselelement im
Konzept der malignen Entartung von vielen Krebszellen dar.
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Abbildung 2: MAPK-Aktivierungskaskade. AuBere Signale fiinren in der Zelle zur
Aktivierung von MAP3K, die daraufhin die MAP2K MKK4/7 aktivieren. MKK4/7
phosphorylieren dann wiederum JNK, was im phosphorylierten Zustand in den Zellkern
transloziert, um dort nukleédre Substrate wie c-Jun zu aktivieren. Die Abbildung wurde
mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and Sons aus der Publikation JINK
signalling in cancer: in need of new, smarter therapeutic targets zur Verfiigung gestellt.>
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1.5 Zellzyklus, Proliferation und Seneszenz

Zellproliferation bezeichnet das schnelle Wachstum von Zellen durch Zellteilung und
ZellvergroRerung.®® Bei der ZellvergroBerung nimmt lediglich das Volumen der Zellen
zu, wahrend die Anzahl der Zellen konstant bleibt.*® Zellteilung bezeichnet die Teilung
einer Zelle in zwei Tochterzellen, welche beide einen vollen Satz an DNA enthalten. Sie
findet am Ende des Zellzyklus statt, nachdem die Zelle sich zunachst durch VergréRerung
und Replikation der DNA auf die bevorstehende Teilung vorbereitet hat.>® Der Zellzyklus
besteht aus vier verschiedenen Phasen, die Gi-, S-, G2- und M-Phase. In der Gi-Phase
bereitet sich die Zelle durch Zellwachstum mit Vermehrung von Zytoplasma und
Zellorganellen auf die bevorstehenden Schritte vor.®° Die S-Phase, auch Synthese-Phase
genannt, zeichnet sich durch die hier stattfindende Replikation der DNA aus. Der DNA-
Doppelstrang wird durch DNA-Helikasen entwunden und neue DNA-Strdnge durch
DNA-Polymerasen synthetisiert.>® In der G,-Phase bereitet sich die Zelle durch erneutes
Wachstum und die Synthese spezifischer Proteine auf die bevorstehende Mitose vor.
AuBerdem wird Uberprift, ob die DNA-Replikation fehlerfrei erfolgte.>®®° In der
M-Phase, oder Mitose, findet zunachst die Kernteilung (Karyokinese) statt.>® Die
Karyokinese selbst kann in 5 verschiedene Phasen unterteilt werden, die Prophase,
Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase.’® An deren Ende sind die
Chromosomen gleichmélRig auf zwei Zellkerne aufgeteilt. Es folgt die Zellteilung
(Zytokinese), bei der aus einer Zelle mit zwei Zellkernen, zwei Tochterzellen mit je einem

Zellkern und einem vollen Satz an Chromosomen entstehen.>®

Der Wechsel von einer Zellzyklusphase in die néchste wird von sogenannten
Cyclin-abhéngigen-Kinasen (CDK) und ihren Cyclin-Partnern kontrolliert.* Die meisten
differenzierten Zellen verweilen in der sogenannten Go-Phase, in der sie den Zellzyklus
verlassen, aber noch metabolisch aktiv bleiben.® Von dort aus kénnen die Zellen wieder
in den Zellzyklus eintreten, sollte eine erneute Zellvermehrung nétig werden.>® Die
Entscheidung, ob eine Zelle sich teilt oder nicht, wird in der G:-Phase getroffen. Der
Eintritt in die S-Phase markiert quasi einen Punkt ohne Wiederkehr. Das bedeutet, die
Zelle wird sich definitiv teilen; es sei denn, ein erheblicher DNA-Schaden verhindert
dies.®? Der Wechsel von der Gi- in die S-Phase wird durch Cyclin D, Cyclin E und ihre
zugehorigen CDKs kontrolliert.5? An diesem Punkt kann die Replikation gestoppt
werden, um die Replikation geschadigter DNA zu vermeiden. DNA-Doppelstrangbriiche
(DNA-DSB) werden von den Proteinen ATM und y-H2AX markiert.®® Diese leiten die

Aktivierung der DNA-damage-response (DDR) der Zelle ein und fuhren so zur
12
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Aktivierung von p53, Chk1 und Chk2.%° Aktiviertes p53 induziert die Expression von
p21, was die Cyclin D/E-CDK-Komplexe inaktiviert und dadurch die Zellzyklus-

Progression aufhalt.50:6364

Die Cyclin D-Expression wird durch viele verschiedene Transkriptionsfaktoren
kontrolliert, darunter auch AP-1 und STAT3. Es ist ein Downstream-Ziel des
MAPK-Signalweges und stellt eine der Mdéglichkeiten dar, wie dieser Signalweg die
Zellproliferation fordern kann.®? Gesteigerte Cyclin D-Spiegel kénnen in bis zu 13 %
aller Tumoren nachgewiesen werden.%? Cyclin E-Expression hingegen wird durch den
Transkriptionsfaktor E2F und das Tumorsuppressorgen Retinoblastoma-Protein (pRB)

kontrolliert,59:62

Wéhrend der S-Phase wird die DNA durch DNA-Polymerasen repliziert. Der
Fuhrungsstrang wird durch die DNA-Polymerase ¢ synthetisiert, wahrend der Folgestrang
durch die DNA-Polymerase & repliziert wird.®® Bevor die DNA-Polymerasen jedoch mit
der Synthese der DNA beginnen kénnen, muss die DNA durch eine Helikase, bestehend
aus dem mini-chromosome maintenance complex (MCM) 2-7, entwunden werden.® Eine
erhbhte Expression von MCM-Proteinen kann in verschiedenen Krebsarten
nachgewiesen werden. MCM2 wird heutzutage neben Ki-67 als einer der wichtigsten
histologischen Marker fiir Proliferation genutzt.%” In einigen Féllen hat sich gezeigt, dass
MCM2 der exakteste Marker fur Proliferation und Prognose ist, besser sogar als der
vorher genutzte Marker Ki-67.%8 Als Teil der replikativen Helikase wird MCM2 nur in
aktiv proliferierenden Zellen und Zellen, die sich auf die Proliferation vorbereiten,

exprimiert.5768

Ein hoher Replikationsdruck durch Wachstumsfaktoren, Karzinogene oder andere
Stressoren kann das Auftreten von Replikationsfehlern begiinstigen. Dies kann zu DNA-
Doppelstrangbriichen fiihren, was die zellulare DDR einleitet.® ATM und y-H2AX
markieren den Ort der Schadigung und aktivieren p53 und die Chk-Molekiile.®® Bei
geringer Schadigung kann die Zelle versuchen den Schaden zu reparieren und weiter zu
proliferieren. Ubersteigt der Schaden das Reparaturpotenzial der Zelle muss sie
verhindern, dass fehlerhafte DNA repliziert wird. Daflr kann sie entweder Apoptose Uber

den intrinsischen Weg einleiten oder in Seneszenz eintreten.®®

Zellulére Seneszenz ist durch den irreversiblen Stillstand des Zellzyklus bei gleichzeitiger
metabolischer Aktivitat charakterisiert.”® Es werden zwei verschiedene Arten von

Seneszenz unterschieden. Die replikative Seneszenz ist das natiirliche Schicksal aller
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somatischen Zellen. Keine somatische Zelle ist in der Lage, fur immer zu proliferieren,
ohne die Integritat der DNA zu gefahrden. Mit jedem Replikationszyklus verkirzen sich
die Telomere und die Zelle wirde funktionelle DNA verlieren, sobald die Telomere zu
stark abgebaut sind.”* Dieser Mechanismus tragt zur genomischen Stabilitat der Zellen
eines Organismus bei. Stammzellen und die meisten Krebsarten umgehen dieses Problem
indem eine dysregulierte Telomerasen-Funktion die Madoglichkeit der endlosen

Replikation sichert.”?

Die zweite Art von Seneszenz wird als Stress-induzierte Seneszenz bezeichnet und ist
eine Antwort der Zelle auf bestimmte Gefahren, die die Integritdt der DNA bedrohen.
Beispiele hierfir sind oxidativer Stress, ein erheblicher DNA-Schaden oder
Onkogenaktivitit.”® Letztere wird auch als Onkogen-induzierte Seneszenz bezeichnet.
Das bedeutet, dass die Zelle aufgrund von Onkogenaktivitat zur Hyperproliferation und
Transformation getrieben wird. Darauf reagiert die Zelle mit einem permanenten Arrest
des Zellzyklus und dem Eintritt in die Seneszenz, um eine maligne Degeneration zu

verhindern.”"2

Seneszenz wird vorwiegend tiber zwei verschiedene Signalwege induziert.”? p53 aktiviert
p21 und pl6, was die Phosphorylierung von pRB verhindert. p21 und pl6 sind
CDK-Inhibitoren und verhindern so die Progression durch den Zellzyklus.” pRB bindet
in seinem unphosphorylierten Status den Transkriptionsfaktor E2F, was die Expression
vieler E2F-Zielgene stoppt, welche fir den Eintritt und die Progression durch die S-Phase
benotigt werden.®? Eine weitere Moglichkeit Seneszenz einzuleiten, wird iber den PTEN-
p27-Signalweg reguliert. p27 ist ein Inhibitor des CDK2-Cyclin E Komplexes, der den
Fortschritt des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase verhindert.62273

Die Induktion von Seneszenz ist ein wichtiger zelluldrer Mechanismus, der den
Organismus gegen maligne Entartung schitzt. Seneszenz ist sowohl von einer
funktionellen DDR, als auch den Tumorsuppressorgenen p53, p21 und p27 abh&ngig.
Zellen, die unter einem hohen proliferativen Stress stehen, konnen immer noch entarten,
wenn das DNA-Schadensausmal} die Kapazitit der DDR (bersteigt und die Signalwege

zur Einleitung von Seneszenz durch somatische Mutationen behindert werden.
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1.6 Zielsetzung

In der Arbeitsgruppe von Prof. Roeb haben wir gezeigt, dass eine S. mansoni-Infektion
in den Lebern infizierter Hamster zu einer erhdhten Expression des Protoonkogens c-Jun
fihrt.”* Des Weiteren konnten wir in den Hepatozyten nahe den Granulomen DNA-
Schéden in Form von DNA-Doppelstrangbriichen durch den Marker y-H2AX
nachweisen. Zellkulturversuche mit Human Hepatoma-7-Zellen (HuH-7-Zellen), die mit

SEA oder IPSE stimuliert wurden, bestitigten die Ergebnisse der Tierversuche.™

In dieser Arbeit sollten zunéchst die Ergebnisse der HuH-7-Zellkulturversuche mit human
induced pluripotent stem-cell derived hepatocytes (hiPS-HEP) verifiziert und bestétigt
werden, um sicherzustellen, dass die Zelllinie HuH-7 keinen Einfluss auf die Ergebnisse
hatte. Bei den HuH-7-Zellen handelt es sich um immortalisierte Zellen, die ursprunglich
einem menschlichen HCC entstammen, somit ist es schwierig einen Einfluss dieser Zellen
auf die Aktivierung von Protoonkogenen sicher auszuschlieRen.” hiPS-HEP-Zellen sind
Hepatozyten aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPS), die eine
typische hepatische Morphologie aufweisen und viele der hepatozelluldren Marker
exprimieren.’® hiPS-HEP-Zellen werden als ein hoch-sensitives und spezifisches in vitro
Modell fir die Untersuchung des Einflusses von Medikamenten oder anderen Toxinen

auf Lebergewebe beschrieben.”’

Die weiteren Ziele der vorliegenden Dissertation waren die Aufklarung des
Aktivierungswegs und der Downstream-Effekte einer solchen c-Jun-Aktivierung. Wie
weiter oben bereits erlautert, kann c-Jun tGber multiple Wege aktiviert werden. Ein Fokus
dieser Arbeit war die Determination der Upstream-Kinasen, die fur die Phosphorylierung
von c-Jun verantwortlich waren. Dafur wurden Zellkulturversuche mit hiPS-HEP-Zellen
durchgefuhrt und die Expression der Kinasen mittels Western Blots analysiert. Weiterhin
wurden Inhibitionsexperimente durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass die betreffenden
Kinasen tatséchlich die Phosphorylierung von c-Jun bedingen. Da die Downstream-
Effekte von c-Jun vielféltig seien kdnnen, wurde die Expression und Aktivierung diverser
Proteine, in Zellkulturversuchen mit hiPS-HEP-Zellen und Western Blots analysiert.
AuRerdem wurden Leberproben wvon S. mansoni-infizierten Hamstern mittels
Western Blots, auf die Expression verschiedener Proteine hin, untersucht. Zusétzlich
wurden immunhistochemische Co-Féarbungen von c-Jun und Downstream-Markern wie
MCM2 durchgefuhrt, um die Zellen, welche die Faktoren exprimieren, zu visualisieren
(Abbildung 3).
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2 Material, Methoden und Chemikalien

A: Zellkultur

B: Tiermodell
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Abbildung 3: Versuchsaufbau der Experimente A) Vereinfachte Darstellung der
Zellkulturversuche, in denen hiPS-HEP-Zellen mit Substanzen wie SEA oder IPSE
stimuliert wurden und schlie3lich in Western Blot Analysen und Proteom Profiler Array
ausgewertet wurden. B) Skizzierung des verwendeten Tiermodells. Leberproben von drei
Hamstergruppen mit unterschiedlichem Infektionsstatus (bisex-infiziert, monosex-
infiziert, nicht-infiziert) wurden in Western Blot Analysen und immunhistochemischen
Farbungen untersucht. Created with BioRender.com
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2.1 Zellkultur

2.1.1 Konditionen
Zur Untersuchung der Einflusse von Stoffen aus den Schistosomeneiern wurden

Zellkulturversuche mit human induced pluripotent stem-cell derived hepatocytes (hiPS-
HEP) (Takara, Goteburg, Schweden Y10134) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um
reife humane Hepatozyten, die aus pluripotenten Stammzellen differenziert wurden. Die
hiPS-HEP Zellen wurden gemaR der VVorgaben des Herstellers unter sterilen Bedingungen
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C, 5% CO2 und 95 %
Luftfeuchtigkeit. Nach dem initialen Auftauen und Beschichten wurden die Zellen in
William’s E Medium kultiviert.

2.1.2 Auftauen und Beschichten von human induced pluripotent stem-cell
derived hepatocytes
Fir die Zellkulturversuche wurden 24 Well-Platten und das Cellartis Enhanced hiPS-HEP

v2 Kit verwendet. Zundchst wurden die 24 Wells der Platte mit je 300 uL Cellartis
Hepatocyte Coating Medium bedeckt. Die Platte wurde bei Raumtemperatur fiir 60 min
inkubiert. Das Hepatocyte Thawing und Plating Medium wurde auf 37 °C erwdrmt. Zum
Auftauen der Zellen wurde ein Vial mit Zellen direkt aus flissigem Stickstoff in ein 37 °C
warmes Wasserbad transferiert. Die duRere Flache des Vials wurde desinfiziert und die
Zellen in 20 mL des erwarmten Thawing Mediums transferiert. Durch vorsichtiges
Invertieren des geschlossenen Roéhrchens wurde die Zellsuspension mit dem Thawing
Medium vermischt. Die Zellsuspension im Thawing Medium wurde fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der 20-minitigen Erholungsphase wurden die Zellen
bei 5000 g fir 10 min pelletiert, das Thawing Medium abgenommen und das Zellpellet
in 15mL Plating Medium suspendiert. Anschlielend wurden jeweils 1 mL
Zellsuspension pro Well ausplattiert.

2.1.3 Kultur der Zellen
Ein Wechsel des Mediums erfolgte alle 2-3 Tage. Dabei wurden die Zellen zundchst

zweimal mit je 1mL auf 37 °Celsius erwdrmten Hepatocyte Washing Medium
gewaschen und anschlieBend 1 mL erwédrmtes Long-Term-Maintenance Medium

zugegeben.

2.1.4 Zellstimulation und Zellinhibition
Um die Einflisse von aus Schistosomeneiern isoliertem SEA/IPSE auf die Zellen zu

testen, wurden die Zellen mit diesen Substanzen stimuliert und nach der Stimulation zu

Lysaten verarbeitet. Gleichzeitig wurden auch unbehandelte Kontrollzellen und Sham-
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Kontrollzellen durch sémtliche Schritte gefuihrt. Bei den Sham-Kontrollen handelt es sich
um Zellen, die statt mit SEA/IPSE mit dem identischen Puffer, in dem SEA oder IPSE
gelost vorlag, behandelt wurden. Dies geschah um auszuschliel3en, dass der Schritt der
Behandlung selbst einen Einfluss auf die Zellen hat. Als Sham-Kontrolle wurden hier
Zellen mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS) behandelt. Teilweise erfolgte vor
Stimulation eine Inhibition spezifischer Signalwege in den Zellen. Dies geschah, um zu
untersuchen, ob diese Signalwege an den in der Stimulation beobachteten Effekten
beteiligt waren. Vor Stimulation und Inhibition der Zellen erfolgte am Vortag ein
Mediumwechsel auf 1,5 mL William’s E Medium ohne Zusatz von fetalem Ké&lberserum
(FCS) um die allgemeine Zellaktivitat zu verringern. Am Tag der Stimulation und/oder
Inhibition, bei einer Konfluenz von ca. 80 %, erfolgte ein erneuter Mediumwechsel auf
250 uL William’s E Medium ohne FCS. Danach erfolgte die jeweilige in den Versuchen
angegebene Stimulation/Inhibition. Die Stimulationszeit betrug in den ersten
Experimenten zur Bestimmung der idealen Inkubationszeit 30 min, 4, 8 oder 24 Stunden.
In den Folgeexperimenten wurde eine optimale Stimulationszeit von 4 Stunden gewahlt.

Die Inhibition erfolgte bereits 30 min vor Beginn der jeweiligen Versuche.

2.1.5 Zellernte und Lysatproduktion
Zur Untersuchung der Proteinregulation in den Zellen wurden Zelllysate hergestellt. Dazu

wurde das Stimulationsmedium entfernt und die Zellen in 60 uL Laemmli-Puffer lysiert.
Das Lysat wurde in ein Reaktionsgefal tberfuhrt, fir 10 min bei 99 °Celsius inkubiert
und danach fiir 10 min bei 12000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Reaktionsgefal uberfiihrt. Die entstandenen Lysate wurden entweder direkt flr die

Western Blot Analyse verwendet oder bei -20 °Celsius gelagert.

2.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Um die Proteine der Zelllysate nach Grolie aufzutrennen wurde eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dafiir wurden ein Trenngel und ein Sammelgel nach dem unten
aufgefiihrten  Pipettierprotokoll  vorbereitet. ~Ammoniumpersulfat (APS) und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurden erst direkt vor dem Einfullen der Gele
hinzugegeben, um die Polymerisation zu starten. Zwei Glasplatten wurden mit 70 %
Ethanol gereinigt und in den Rahmen eines GieRRhalters eingespannt. APS und TEMED
wurden der Trenngel-Lésung zugefligt, welches direkt danach zwischen die Glasplatten
gegossen wurde. Der obere Rand des Gels wurde mit Isopropanol tberschichtet, um eine
ebene Oberflache zu schaffen und das Antrocknen des Gels zu verhindern. Nach 30 min
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wurde das Isopropanol abgegossen und die tbriggebliebenen Reste mit destilliertem
Wasser ausgewaschen. APS und TEMED wurden der Sammelgel-Losung zugefigt.
Sofort danach wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm zur
Formung der Geltaschen eingefuihrt. Nach der Polymerisation des Trenngels (30 min)
wurde der Kamm entfernt und der GieRRhalter in eine Elektrophorese-Zelle platziert. Die
innere und duRere Kammer der Zelle wurden mit Elektrophorese-Laufpuffer gefillt. Die
Proben und der molekulare GréRenmarker wurden in die Geltaschen pipettiert. Die Zelle
Die
elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte fiir ca. 10 min bei 100 V, bis die

wurde mit ihrem Deckel verschlossen und mit dem Netzteil verbunden.

Proben und der GrolRenmarker das Trenngel erreicht hatten. Danach wurde die Spannung
fur weitere 50-90 min auf 160 V erhoht.

Tabelle 1: Pipettierprotokoll des Trenngels

Trenngel (10 %)

Reagenz Volumen
Polyacrylamidgel 30 3332 uL*
SDS 10 % 100 pL

2 M Tris Puffer pH 8,8 1950 uL

Destilliertes Wasser (H204q)

Auffillen bis zu einem VVolumen von
10 mL

Zum Starten der

Polymerisation

APS

100 pL

TEMED

10 pL

* Das Volumen des Polyacrylamidgels wurde je nach benétigtem Prozentgehalt des

Gels angepasst

Tabelle 2: Pipettierprotokoll des Sammelgels

Sammelgel (3,3 %)

Reagenz Volumen
Polyacrylamidgel 30 330 pL
4x Tris-Cl Puffer pH 6,8 830 pL
H204d 2130 pL

Zum Starten der Polymerisation
APS 40 pL
TEMED 4 uL

2.3 Western Blot — Semi-dry-blotting

Um die nach Grolie aufgetrennten Proteine von dem Gel auf eine Membran zu Ubertragen
wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-
Membran) wurde durch Waschen mit Methanol aktiviert. Der Giel3halter wurde aus der
Elektrophorese-Zelle entfernt, das Gel zwischen den Glasplatten gelost und das
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Sammelgel entfernt und verworfen. Das Trenngel, die Membran und sechs Filterpapiere
wurden in Transferpuffer getrankt. In einer Semi-dry Blot Box wurden drei Filterpapiere,
die Membran, das Gel und weitere drei Filterpapiere auf der Anodenplatte platziert und
die Box durch den Kathodendeckel verschlossen. Das elektrophoretische Blotting wurde
eine Stunde lang bei 120 mA durchgefihrt. Anschlieend wurde die Membran in eine
Schale mit 5% gelostem Magermilchpulver in Tris-gepufferter Kochsalzlosung +
TWEEN®?20 (TBS-T) tberflhrt. In dieser Schale wurde die Membran eine Stunde lang

inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren.

2.4 Proteindetektion

Um die nun an der Membran gebundenen und nach GroRe aufgetrennten Zielproteine
nachzuweisen, erfolgte eine Inkubation mit einem gegen diese Proteine gerichteten
Primarantikdrper. Um den gebundenen Primarantikorper sichtbar zu machen, wurde die
Membran mit einem gegen den Primarantikdrper-gerichteten Zweitantikorper inkubiert.
An den Zweitantikorper war Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. HRP ist ein
Enzym, welches nach Zusatz von Wasserstoffperoxid (H202) und Luminol eine
Redoxreaktion katalysiert, bei der Licht emittiert wird.”® Dieses Lichtsignal kann dann
uber einen digitalen PC Imager oder Rontgenfilm nachgewiesen werden. Die Membran
wurde dreimal fir je 10 min in TBS-T gewaschen, danach fur 24 h auf einem
Wippschiittler mit dem priméaren Antikorper inkubiert. Alle priméren Antikorper wurden
in einer 5% Magermilch-TBS-T-Ldsung verdinnt. Nach der Inkubation mit dem
priméren Antikdrper wurde die Membran erneut in TBS-T gewaschen. Dafir wurde die
Membran eine Stunde lang mit einem HRP-gekoppelten Sekundarantikdérper inkubiert.
Anschlielend wurde die Membran wieder dreimal in TBS-T gewaschen. Die HRP-
Entwicklerlosung wurde dem unten aufgefiihrten Pipettierprotokoll entsprechend
hergestellt. In der HRP-Entwicklerlésung wurde die Membran 1 min lang inkubiert und
direkt danach blasenfrei in transparenter Folie fixiert. Die Detektion erfolgte entweder

per Rontgenfilm in einer Dunkelkammer oder mittels PC Imager.

Tabelle 3: Pipettierprotokoll der HRP-Entwicklerlésung

HRP-Entwicklerlésung

Reagenz Volumen
H20ud 2x 4750 pL
Tris 2M pH 8,5 500 pL
H>O> 2,6 UL
Luminol 50 uL
Cumarsaure 25 uL
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2.5 Ladekontrolle

Zu jedem Western Blot wurde eine Ladekontrolle durchgefiihrt. Dafiir wurden Proteine
analysiert, welche ubiquitar ohne Beeinflussung durch die jeweilige Untersuchung
exprimiert werden. Uber die Ladekontrollen kénnen die eingesetzten Proteinmengen
untersucht und gegebenenfalls angepasst werden. Gleich starke Banden in der
Ladekontrolle deuten auf einen dhnlichen Proteingehalt der untersuchten Proben hin. Als

Ladekontrollen wurden in dieser Arbeit a-Tubulin und GAPDH eingesetzt.

2.6 Proteome Profiler Array

Zur Detektion der relativen Phosphorylierungsgrade von Phospho-Kinasen wurde der
Human Phospho-Kinase Array von R&D Biosystems nach Herstellerprotokoll
verwendet. Flr den Array wurden hiPS-HEP-Zellen wie oben beschrieben auf einer 6-
Well Platte angezichtet, bei 80 % Konfluenz mit SEA stimuliert und die Zellen nach
4 Stunden in 250 pL Laemmli-Puffer lysiert. Die Membranen wurden fiir die initiale
Blockierung eine Stunde in Array Puffer 1 inkubiert. Die Zelllysate wurden zu einem
finalen Volumen von 2 mL mit dem Array Puffer 1 verdinnt und nach Entfernen des
Blocking-Puffers fiir 16 h bei 4 °C auf die Membranen gegeben. Anschlielend erfolgten
drei Waschvorgéange a 10 min in je 20 mL Waschpuffer. Wéhrend der Waschvorgange
wurde die 8-Well-Schale sorgféltig mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Die
Membranen wurden fur 2 Stunden in der jeweiligen Detection Antibody Lésung
inkubiert, danach erneut dreimal gewaschen und anschliefend fir 30 min in der
Streptavidin-HRP-LAsung inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Membranen wieder
dreimal 10 min mit Waschpuffer gewaschen und danach auf die untere Seite einer
Plastikhulle gelegt. Auf jede Membran wurde 1 mL Chemi Reagent Mix pipettiert und
die Membranen mit der oberen Seite der Plastikhille bedeckt. Der Chemi Reagent Mix
wurde vorsichtig durch gleichmaRiges Bestreichen der Plastikhille auf den Membranen
verteilt und vorhandene Luftblasen entfernt. Die Membranen wurden 1 min lang
inkubiert. Uberschiissiger Chemi Reagent Mix wurde mit einem absorbierenden
Labortuch entfernt und die Membranen erneut mit der oberen Seite der Plastikhille
bedeckt und Luftblasen ausgestrichen. Die Entwicklung der Membranen erfolgte, wie
oben beschrieben, am Chemostar ML PC Imager.
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2.7 Tierversuche

2.7.1 Tiermodell
Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung der Européischen Konvention fiir den Schutz

von S&ugetieren zum Einsatz flr experimentelle oder wissenschaftliche Zwecke
durchgefuhrt und vom Regierungsprasidium Giessen unter dem Aktenzeichen V54-19 ¢
20/15 ¢ GI 18/10 Nr. Al1/2014 genehmigt. Unbehandelte Tiere wurden unter dem
Aktenzeichen JLU Nr. 687M verwendet.

Fur das Tiermodell wurden weibliche Goldhamster der Spezies Mesocricetus auratus
verwendet. Fir den Erhalt des Lebenszyklus der Schistosomen wurden
Biomphalaria glabrata Schnecken als Intermedidrwirt genutzt. Der verwendete
S. mansoni-Stamm wurde von der Bayer AG (Monheim, Deutschland) bezogen. Bisex-
und monosex-Wurmpopulationen fir die jeweiligen Hamsterinfektionen wurden durch
polymiracidiale (multisexuelle) und monomiracidiale (monosexuelle)
Intermedidrwirtinfektionen generiert. Die Tierversuche wurden im Institut fur
Parasitologie der Universitat Gie3en (Prof. Dr. rer. nat. C. Grevelding) durchgefiihrt. Die
Anzucht, Infektion, Tétung und Konservierung der Organe der Hamster erfolgte im
Institut fir Parasitologie. Die Hamster wurden im Alter von 9 Wochen im Wasserbad mit
ca. 2000 Zerkarien pro Hamster auf natirlichem Wege infiziert. Nach einer
Infektionsdauer von 46 Tagen (bisex-Infektion) bzw. 67 Tagen (monosex-Infektion)
wurden die Tiere durch eine Uberdosierung mit Ketamin/Xylazin getotet. Es folgte eine
Punktion der Hamsterherzen und Perfusion des Kreislaufs fiir ca. 2 min mit M199
Perfusionsmedium. Nach der Perfusion wurde das Abdomen der Hamster er6ffnet, die
Leber freiprapariert und die Proben entsprechend der geplanten Analysen konserviert.
Der Grofiteil einer jeweiligen Leber wurde direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert, um spater Western Blot-Lysate herstellen zu konnen.
Leberteilstiicke wurden tber Nacht in 1 % Formalin/PBS fixiert und anschlieBend nach
dem unten beschriebenen Protokoll fiir die Herstellung histologischer Paraffinschnitte

weiterbehandelt.

2.7.2 lIsolation von Soluble Egg Antigen und Aufreinigung von IPSE/Alpha-1
Fur die Stimulationsversuche in Zellkultur wurden SEA und nattrliches IPSE/Alpha-1

(nIPSE) verwendet. Diese Stoffe wurden durch das Institut flr Parasitologie,
beziehungsweise durch Dr. Gabriele aus dem Forschungsinstitut Borstel in Borstel, aus
S. mansoni-Eiern aus infizierten Hamsterlebern prapariert und isoliert. Die Konzentration

von SEA wurde densitometrisch mittels des Advanced Protein Assay (Cytoskeleton, Inc.,
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Denver, CO) den Herstellerangaben folgend bestimmt. nIPSE/Alpha-1 wurde aus SEA
uber einen zweischrittigen Chromatographieprozess aufgereinigt. Zunéchst erfolgte eine
Kationen-Austausch-Chromatographie, gefolgt von einer Affinitatschromatographie
durch Bindung eines monoklonalen anti-IPSE/Alpha-1-Antikoérpers gekoppelt an
N-hydroxysuccinimid-aktivierte Sepharose. Das gebundene IPSE/Alpha-1 wurde mittels
0,1 M Glycin/HCL, pH 2,8 eluiert und direkt mit 1 M Tris-Losung zu einem pH von 7,5
neutralisiert. Die gewonnenen Proben wurden mittels SDS-Page-Gel-Elektrophorese,
Western Blot und Silber-Farbung auf Inhalt und Reinheit geprift. Zur Generierung der
schlussendlich gewinschten Konzentration wurden die Proben gegen eine Phosphat-
gepufferte Kochsalzldsung pH 7,5 dialysiert und als Aliquotierungen bei -80 °C gelagert.

2.7.3 Paraffineinbettung histologischer Schnitte
Teile der Hamsterlebern wurden direkt nach der Entnahme fiir 16 h bei 4 °C in 1 %iger

Formalinlosung fixiert und danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.
AnschlieBend wurden die fixierten Leberproben in Xylol inkubiert. Es folgte das
Einbringen des Gewebes in heiRRes Paraffin. Nach Austrocknen der Paraffinblocke waren

diese bereit fur die Herstellung histologischer Schnitte.

2.7.4 Herstellung histologischer Schnitte
Die Paraffin-Blocke mit den Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Mikrotoms in 3 um

dicke Schnitte geschnitten. Diese wurden zunéchst in einem Kaltwasserbad (ca. 20 °C)
aufgefangen und in ein Warmwasserbad (ca. 45 °C) transferiert. Von dort wurden die
Schnitte glatt auf einen Objekttrager aufgezogen. Nach Trocknung der Schnitte tber

Nacht bei 37 °C waren diese bereit fiir histologische Untersuchungen.

2.7.5 Immunhistochemie
Aus den histologischen Leberschnitten wurden immunhistochemische Farbungen

angefertigt. Daflr wurden Co-Farbungen durchgefiihrt, bei denen je zwei
unterschiedliche Proteine nachgewiesen worden. Zundchst wurden die bereits
dunnschichtig geschnittenen und in Paraffin eingebetteten Leberschnitte in Xylol
inkubiert, um das Paraffin zu lésen. Anschliefend wurden die Proben in einer
absteigenden Alkoholreihe in ein wassriges Milieu Gberfihrt. Danach wurden diese
Schnitte in Leitungswasser inkubiert und zur Demaskierung Formaldehyd-verénderter
Epitope in Citratpuffer zweimal 5 min bei 800 W in der Mikrowelle erhitzt. Verdampfter
Citratpuffer wurde wéhrend des Erhitzens standig nachgefullt, um ein Austrocknen der
Schnitte zu verhindern. AnschlieBend wurden die Objekttrager fir 30 min zum Abkuhlen

im Puffer belassen. Die Schnitte wurden erneut in Leitungswasser abgewaschen und
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zweimal 4 min in PBS gespult. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die
Schnitte 20 min mit nattrlichem verdiinntem Pferdeserum inkubiert. Danach wurden die
Objekttrager mit PBS abgewaschen und entweder (ber Nacht bei 4 °Celsius oder
1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem ersten primaren Antikérper behandelt. Nach dieser
Behandlung wurden die Schnitte erneut in PBS gewaschen und fur 30 min mit dem
sekundéren Antikorper inkubiert. Es erfolgte ein weiterer Waschvorgang in PBS und die
erste Entwicklung mit dem VECTOR Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit fir
5-20 min. Die spezifische Farbung wurde unter dem Mikroskop beobachtet, um die
Entwicklung zum idealen Zeitpunkt zu stoppen. Alle Schnitte einer Farbung wurden
identisch behandelt, um Gruppenunterschiede adressieren zu kénnen. Zum Stoppen der
Entwicklung wurden die Schnitte in PBS gelegt und anschliefend dreimal zehnminditig
gewaschen. Es erfolgte die Inkubation mit dem zweiten priméren Antikérper analog zu
der Inkubation des ersten Primé&rantikorpers. Die Objekttrager wurden erneut in PBS
gewaschen und mit dem Sekundé&rantikorper fir 30 min inkubiert. Nach einem weiteren
Waschvorgang in PBS wurden die Schnitte mit dem VECTOR Blue Alkaline
Phosphatase Substrate Kit fir 5-20 min unter Beobachtung unter einem Mikroskop
entwickelt und die Entwicklung schlielich mit Leitungswasser gestoppt. Zur
Dehydrierung wurden die Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe aus Ethanol,
Isopropanol und Xylol entwéssert und mit Eindeckmedium und Deckglasern

verschlossen.

2.7.6 Herstellung von Gewebelysaten
Fur die Herstellung der Lysate wurden zunéchst die bei -80 °C gelagerten Leberproben

der Hamster in flissigem Stickstoff zu einem Pulver gemdrsert. Von dem gemdorserten
Gewebe wurde circa 10 mg in ein vorgekihltes 1,5 ml EppendorfgefaR eingewogen und
auf Trockeneis gelagert. Die Proben wurden mit der 40-fachen Menge an Laemmli-Puffer
versetzt und fur 10 Sekunden bei Raumtemperatur mittels VVortexmischer durchgemischt,
bis das Pellet vollstandig suspendiert war. Die Proben wurden erneut auf Trockeneis
gelegt und fur 10 min gelagert. Danach wurden sie fur 15 min bei 95 °Celsius im
Heizblock aufgekocht und erneut auf dem Vortex gemischt. Es erfolgte eine Abtrennung
der nicht gel6sten Zelliberreste durch Zentrifugation bei 14000 RPM fiur 5 min. Der
Uberstand wurde in drei neue EppendorfgefaBe aliquotiert und eingefroren. Nicht

geltstes Gewebematerial (Pellet) wurde verworfen.
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2.8 Statistische Auswertung

Mittels Densitometrie wurden die Unterschiede in Expression und Phosphorylierung
unterschiedlicher Proteine auf den Western Blots analysiert. Es wurden jeweils nicht-
infizierte, monosex-infizierte (mit Zerkarien eines Geschlechts) und bisex-infizierte (mit
Zerkarien beider Geschlechter infizierte) Hamstergruppen miteinander verglichen. Dabei
stellt der Infektionsstatus die unabhéngige Variable, also den Einflussfaktor dar. Die
Expression bzw. Phosphorylierung der Proteine hingegen ist die abhéangige bzw.
Zielvariable. Die Nullhypothese lautet: Der Infektionsstatus hat keinen Einfluss auf die
Expression/Phosphorylierung der Proteine. Die Alternativhypothese lautet: Der

Infektionsstatus beeinflusst die Expression/Phosphorylierung der Proteine.

Da hier mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen werden, wurde eine
Varianzanalyse zur statistischen Auswertung durchgefihrt. Eine Grundvoraussetzung um
eine Varianzanalyse durchfuihren zu dirfen, ist, dass die Werte aus einer normalverteilten
Grundgesamtheit entstammen. Um zu bestimmen, ob eine Normalverteilung vorliegt,
wurde eine Residualanalyse durchgefiihrt. Dafir wurde zunéchst eine Regressionsgerade
aus den Werten der abhangigen Variablen erstellt. Die Regressionsgerade stellt die
Idealverteilung der abhangigen Variablen fir eine normalverteilte Grundgesamtheit dar.
Bei den Residuen handelt es sich um den Abstand zwischen den tatsachlichen Werten der
abhangigen Variablen und der Regressionsgeraden. Dabei sollten die Werte moglichst
nah und ohne erkennbares Muster um die Regressionsgerade streuen (Abbildung 4).
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Beispielhafte Regressionsgerade fur c-Jun/GAPDH

Erwarteter Normalwert

-2 -1 1] 1 2 3

Beobachteter Wert

Abbildung 4: Regressionsgerade fiir c-Jun/GAPDH. Dargestellt ist eine Gerade, die
die ldealverteilung der abhdngigen Variablen (c-Jun Expression) fir eine normalverteilte
Grundgesamtheit darstellt. Die grauen Punkte stellen die tatsachlich beobachteten Werte
der c-Jun Expression dar. Da die Werte alle nah und ohne erkennbares Muster um die
Gerade streuen, kann davon ausgegangen werden, dass die Werte aus einer
normalverteilten Grundgesamtheit entstammen.

Nachdem bestatigt wurde, dass eine Normalverteilung vorlag, wurde eine Varianzanalyse
der abhangigen Variablen durchgefihrt. Bei der Varianzanalyse werden die Mittelwerte
der verschiedenen Gruppen, hier durch den Infektionsstatus deklariert, miteinander
verglichen. Dabei wird Uberprift, ob eine Zugehorigkeit zu einer bestimmten Gruppe zu
einer statistisch signifikanten Varianz der Mittelwerte beitragt. In diesem Fall kann die
Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese beibehalten werden. Die
statistische Auswertung der Varianzanalyse wurde mit dem Programm SPSS V. 26.0

durchgefhrt.

2.9 Abbildungen
Die selbst erstellten Abbildungen (Abbildung 3 und Abbildung 11) wurden mit Hilfe
der App BioRender auf https://biorender.com/ erstellt und im Rahmen der Laborlizenz

der Arbeitsgruppe von Prof. Roeb exportiert.
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2.10 Verwendetes Material

2.10.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4:
Chemikalien und Reagenzien Hersteller Produktnummer
1,4-Dithiothreitol (DTT) Roth 6908
Ammoiniumpersulfat (APS) Roth 9178
Bromophenol blau Serva Electrophoresis GmbH | 15375
Chlorwasserstoff (HCI) Sigma-Aldrich 30721
Cumarsdure Sigma-Aldrich C9008
Dinatriumhydrogenphosphat Roth P030
(NazHPOQO4)
Ethanol Fischar 27690
Glycerol Merck 104092
Glycin Roth 3908
Immersionsol Roth X899
Isopropanol Sigma-Aldrich 33539
JNK-Inhibitor Sigma-Aldrich 420119
Kaliumchlorid (KCI) Roth HNO02
Kaliumhydrogenphosphat Merck 104973
(KH2PO4)
Luminol Sigma-Aldrich 123072
Methanol, JT Baker Thermo Fisher Scientific 8045
Milchpulver Roth T145.3
Natriumchlorid (NaCl) Roth 3957
Natriumdodecyclsulfat (SDS) Roth 4360
Neo Mount Eindeckmedium Merck 1.09016
PageRuler™ Prestained Protein Thermo Fisher Scientific 26617
Ladder
Paraffin Sigma-Aldrich P3683
Rotiphorese ® Gel 30 Roth 3029.1
Tetramethylethylendiamin Serva Electrophoresis GmbH | 35925
(TEMED)
Tris Roth 77-86-1
TWEEEN ® 20 Serva Electrophoresis GmbH | 39796.01
Vector Blue Vector Laboratories SK-5200
Vector Red Vector Laboratories SK-5100
Wasserstoffperoxid (H202) Sigma-Aldrich 216763
William’s E Medium PAN Biotech P04-29050
Xylol VWR 28975.325

27



Material, Methoden und Chemikalien

2.10.2 Puffer und Loésungen

10x PBS:

e 80 g Natriumchlorid (NaCl) (1,37 M)

e 2 g Kaliumchlorid (KCI) (27 mM)

e 2,45 g Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) (18 mM)

e 11,5 g Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPQO4) (81 mM)

e Zusatz von HOgqq bis zu einem Endvolumenvon 1 L, pH 7,4

10x TBS:

e 24,23 g Tris Base (200 mM)
e 80gNaCl (1,37 M)
e Zusatz von HOgq bis zu einem Endvolumenvon 1 L, pH 7,5

Fir 1x TBS-T-Puffer: 10x TBS 1:10 + 1 mL TWEEN®20 (ftir 1 L)

10x Elektrophorese-Laufpuffer:

e 109 SDS (35 mM)

e 30,3 g Tris-Base (0,25 M)

e 144 g Glycin (1,92 M)

e Zusatz von HOgq bis zu einem Endvolumenvon 1 L, pH 8,3

4x Tris/HCL Puffer (SDS-PAGE Trenngel):

e 375mL 2 M Tris/HCL pH 8,8 (1,5 M)
e 10 mL 20 % SDS (0,4 %)
e Zusatz von H>Oqq bis zu einem Endvolumen von 500 mL

4x Tris-Cl Puffer (SDS-PAGE Sammelgel):

e 6,05 g Tris-Base (0,5 M) in 40 mL H2Oqqd

e Anpassung des pH auf 6,6 mit 1 M HCI

e 100 mL H204q

e Filtration (0,45 pm)

e 0,49gSDS (0,4 %)

e Zusatz von HOqq bis zu einem Endvolumen von 100 mL
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4x SDS-PAGE Ladepuffer (Laemmli Puffer):

e 1,21 g Tris Base (200 mM) aufgel6st in H2Oqq und Anpassung des pH auf 6,8
e 3,099gDTT (400 mM)

e 4gSDS (8 %)

e 0,2 g Bromophenol blau (0,4 %)

e 20 mL Glycerol (40 %)

e Zusatz von HOgq bis zu einem Endvolumen von 50 mL

Bjerrum Schafer-Nielsen Puffer (Transferpuffer):

e 5329 Tris Base (48 mM)

e 3,93 g Glycin (39 mM)

e Zusatz von 500 mL H2Oqq

e 200 mL Methanol (20 %)

e Zusatz von HOgq bis zu einem Endvolumenvon 1 L, pH 9,2

10x Citratpuffer

e 24,269 g Natriumcitrat und 3,358 g Citratsaure aufgeldst in 800 mL H2O0qq
e Anpassung des pH auf 6,0
o Auffullen mit H2Oqq bis zu einem Endvolumen von 1 L

2.10.3 Primare Antikdrper

Tabelle 5:
Antikorper Zielspezies Hersteller Produktnummer
p-c-Jun Kaninchen Cell Signaling #3270
c-Jun Kaninchen Cell Signaling #9165
p-JINK Kaninchen Cell Signaling #9251s
p-MKK4 Kaninchen Cell Signaling #9156
p-MKK7 Kaninchen Cell Signaling #4171
MCM2 Kaninchen Cell Signaling #4007
Cleaved Caspase 3 | Kaninchen Cell Signaling #9661
Cyclin D1 Kaninchen Cell Signaling #2978
p27 Kaninchen Cell Signaling #3686
GAPDH Maus Proteintech 60004-1-1g
a-Tubulin Maus Santa Cruz Sc5286
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2.10.4 Sekundare Antikorper

Tabelle 6:
Antikorper Zielspezies Hersteller Produktnummer
Goat anti-Rabbit Kaninchen Invitrogen A16104
[o[€]
HRP-linked
Goat anti-Mouse Maus Invitrogen A16072
l9G
HRP-linked

2.10.5 Kits

Tabelle 7:
Material Hersteller Produktnummer
Cellartis® Enhanced Takara Y10134
hiPS-HEP v2 Kit
Proteome Profiler Human | R&DSystems ARY003C
Phospho-Kinase Array Kit
Impress Horse Anti-rabbit | Vector Laboratories MP-7401
IgG Polymer Kit,
Peroxidase
VECTOR Red Alkaline Vector Laboratories SK-5300
Phosphatase Substate Kit
VECTOR Blue Alkaline Vector Laboratories SK-5100
Phosphatase Substate Kit

2.10.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8:
Material Hersteller Produktnummer
Cell Scraper Sarstedt AG & Co. KG 83.1830
CELLSTAR® Greiner Bio-One GmbH 664160
Zellkulturschale
CELLSTAR ® 6 Well Greiner Bio-One GmbH 657160
Zellkulturplatte
CELLSTAR ® 24 Well Greiner Bio-One GmbH 662160
Zellkulturplatte
CELLSTAR ® 50 mL Greiner Bio-One GmbH 227261
Rohrchen
CELLSTAR ® 15 mL Greiner Bio-One GmbH 188271
Rohrchen
CELLSTAR ® Pipette Greiner Bio-One GmbH 710180 (2 mL)

606180 (5 mL)
607180 (10 mL)

Deckglaser Langenbrink 01-001211
Eppendorf Reaktionsgefale | Eppendorf 0030120

O05mL,15mL,2mL)
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Gel Blotting Papier GE Healthcare Life 10426892
Whatman™ GB003 Science
Mikroskopobjekttrager Langenbrink 03-0061
Ultra plus ®
Pasteurpipette 230 mm VWR 612-1702
PDVF Membran Merck IPVH0010
Immobilon®-P
Pipettenspitzen Eppendorf 0030000
Pipettenspitzen Sarstedt 70.1130.xXxX
Rontgenfilm Amersham GE Healthcare Life 10627265
Hyperfilm ECL Science
Rontgenfilm CL- Thermo Fisher Scientific | 1233850
XPosure™
Rontgenfilmkasette Roth X265.1
2.10.7 Instrumente und Geréate
Tabelle 9:
Instrument/Gerat Hersteller Version und
Produktnummer
Biometra Fastblot™ Biometra Version B44
NEW-Line ECL ChemoStar | Intas Science Imaging 1752506

PLUS Imager

Elektrophoresekammer und | Bio-Rad Mini-Protean ® Tetra
Zubehor System

Geschlossener Leica ASP300S
Gewebeinfiltrationsautomat

Glattetisch Leica HI11220

Haraeus Sicherheitskabinet | Heraeus HBB 2448

LaminAir

Inkubator Thermo Fisher Scientific | HeraCell 150i

Kamera Nikon CoolHx540
Kihlcontainer VWR Nalgene ® Cryo 1°C “Mr.

Frosty*

Kuhl- und Gefrierschranke

Co.KG

Gefrierschrank (-80 °C) Thermo Fisher Scientific | HFU T Series

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr Premium No Frost

Kihlschrank Liebherr Profi Line

Mikroliterspritze Hamilton Microliter™ #805

Mikroskope Leica Microsystems Leitz DMR3
DM/LH6

Mikrotom Leica RM2165

Netzteil Thermo Fisher Scientific | Consort EV243

Rontgenfilmentwickler AGFA CP100

Stickstoff Tank Harsco Version CFB-160

Thermomixer Eppendorf 5436

Thermo Cycler Biometra Version T 3000

Vortex IKA-Werke GmbH & Version VF2
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Waagen
Préazisionswaage Kern Version 440-47
Prézisionswaage Faust Version FA-1500-2
Analytische Waage Sartorius Version 1801
Wasserbad fr Leica HI11210
Paraffinschnitte
Wippschdttler VWR 10860
Zentrifugen Beckmann Coulter GC-6KR

Hettich BmbH & Co.KG | Mirko 120

VWR Micro Star 17R

2.10.8 Software
e Statistische Auswertung via SPSS V. 26.0 (SPSS Inc., IBM corporation, Armonk,

NY)
e Erstellung von Abbildungen durch die App BioRender auf https://biorender.com/
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 SEA und IPSE aktivieren das Protoonkogen c-Jun und den
Transkriptionsfaktor STAT3 in induzierten humanen

Hepatozyten
In  Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Roeb konnte eine verstarkte
Phosphorylierung und Expression von c-Jun in SEA-stimulierten HuH-7-Zellen gezeigt
werden.”* Um einen Einfluss der Hepatoma-Zelllinie auf die Aktivierung von c-Jun
auszuschliel3en, wurden die entsprechenden Experimente im Rahmen der vorliegenden
Arbeit mit hiPS-HEP-Zellen wiederholt. Bei den hiPS-HEP-Zellen handelt es sich um
reife Hepatozyten, die aus Stammzellen differenziert wurden. Die Zellen exprimieren die
typischen hepatozellul&ren Marker wie hepatocyte nuclear factor 40, Cytokeratin 18 und
al-Antitrypsin. Sie weisen einen funktionsfahigen Entgiftungsmetabolismus auf und
sezernieren typische hepatische Proteine wie Albumin. Dies macht sie zu einem sehr gut

geeigneten Zellmodell fur die Simulierung von gesundem Lebergewebe.

Die hiPS-HEP-Zellen wurden mit SEA stimuliert. Es wurde ein Phospho-Kinase Proteom
Profiler durchgefiihrt, um einen generellen Uberblick iber die Signalwege zu erhalten,
welche durch diese Stimulation aktiviert wurden. Der Proteom Profiler detektiert die
Phosphorylierung von 43 verschiedenen Kinasen und zeigte die Aktivierung von c-Jun,
STAT3, HSP70 und CREB in SEA-stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle.
(Abbildung 5A).

Zellkulturversuche in einer Zeitreihe mit SEA- und IPSE-stimulierten hiPS-HEP-Zellen
und nachfolgende Western Blot-Analysen, zeigten eine erhohte Expression und
Phosphorylierung von c-Jun. Bei den p-c-Jun Blots sind 3 Banden sichtbar. Neben
p-c-Jun, handelt es sich hier wahrscheinlich um zwei p-JunD Banden, die ebenfalls durch
den verwendeten Antikorper erkannt und markiert werden. Unphosphoryliertes c-Jun
kann in zwei Banden bei 43 kDa und 48 kDa nachgewiesen werden. Die Versuche
zeigten, dass der starkste Anstieg in c-Jun Expression und Phosphorylierung nach 4 h
Stimulation nachweisbar war. Das zeitliche Optimum fr eine c-Jun-Stimulierung wurde

deswegen in allen weiteren Experimenten auf 4 h gesetzt. (Abb. 5B und C)
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Abbildung 5: Proteom Profiler und Western Blot Analysen von hiPS-HEP-Zellen
A) Phospho-Kinase Proteom Profiler Array von Kontroll- und SEA-stimulierten hiPS-
HEP-Zellen. Der Proteom Profiler Array detektiert die Phosphorylierung von 43
verschiedenen Kinasen. p-c-Jun ist durch die roten Boxen markiert und p-STAT3 durch
die blauen. Die linierten Boxen kennzeichnen p-c-Jun und p-STAT3-Spiegel in den
Kontrollzellen (oberes Feld), wéhrend die gepunkteten Boxen p-c-Jun und p-STAT3 in
den SEA-stimulierten Zellen hervorheben (unteres Feld). CREB und HSP27 werden
durch den Pfeil und die Pfeilspitze angezeigt. B) + C) Erhohte Expression und
Phosphorylierung von c-Jun nach SEA-Behandlung (B) und IPSE-Behandlung (C)
wurden durch Western Blotting dargestellt.

3.2 c¢-Jun wird durch SEA und IPSE Uber den MKK4/7-JNK-

Signalweg aktiviert
Die vorherigen Experimente demonstrierten eine c-Jun-Phosphorylierung durch SEA-
und IPSE-Behandlung, ergaben aber noch keine Hinweise auf die Upstream-
Mechanismen dieser Aktivierung. Der hier verwendete p-c-Jun Antikorper weist
spezifisch eine Phosphorylierung am N-terminalen Serin 73 nach. Dieser
Phosphorylierungsschritt wird durch die aktivierte Upstream-Kinase JNK katalysiert. Um
dies zu bestétigen, wurden Western Blot-Analysen von IPSE-behandelten hiPS-HEP-
Zellen durchgefiihrt. Diese Experimente zeigten, dass es zu einer verstarkten JNK-

Phosphorylierung und damit Aktivierung kam. Post-transkriptionell wird JNK in eine
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46 kDa und eine 54 kDa Untereinheit gespliced, weswegen in den JNK Western Blots
zwei JNK-Banden sichtbar sind (Abb. 6A). Um die Aktivierungssequenz weiter zu
verfolgen wurden die Upstream-Kinasen von JNK, MKK 4 und 7 untersucht. Western
Blot-Analysen von SEA-behandelten Zellen, zeigten eine verstarkte Phosphorylierung
von MKK4/7 im Vergleich zu den Kontrollzellen. Interessanterweise war die Aktivierung
von MKK4/7 in Zellen, die mit IPSE-depletiertem SEA gleicher Proteinkonzentration
stimuliert wurden, schwacher als in Zellen, die mit unbehandeltem SEA stimuliert
wurden (Abb. 6B). Um zu bestatigen, dass JINK die Kinase ist, die c-Jun phosphoryliert,
wurde ein Inhibitionsexperiment durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen 30 min vor und
wahrend der SEA-Stimulation mit einem JNK-Inhibitor behandelt. Dieses Experiment
zeigte, dass die Inhibition von JNK erfolgreich die Phosphorylierung von c-Jun
unterdriickte und den Spiegel von p-c-Jun in den stimulierten Zellen auf das MaR in den
Kontrollzellen senkte (Abb. 6C).
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Abbildung 6: Western Blot Analyse von hiPS-HEP-Zellen. Stimulations- und
Inhibitionsexperimente demonstrieren das MKK4/7 und JNK upstream von c-Jun
aktiviert sind. A) Die Western Blot Analyse zeigt das zeitabhangige Aktivierungsmuster
von JNK durch IPSE-Stimulation. B) SEA-Behandlung fiihrt zu einer verstérkten
Aktivierung von MKK4/7 in hiPS-HEP-Zellen. Die Aktivierung wurde durch die IPSE-
Depletion aus SEA reduziert. C) Inhibition von JNK verhinderte den SEA-abhéngigen
Anstieg der c-Jun Phosphorylierung.
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3.3 SEA und IPSE induzieren Proliferations- und Apoptosemarker in

hiPS-HEP-Zellen

Um zu prufen, ob die c-Jun Aktivierung durch SEA/IPSE die Proliferation beeinflusst,
wurde die Expression von MCM2 in IPSE-behandelten hiPS-HEP-Zellen bestimmt.
Mittels Western Blotting wurde eine Steigerung der MCM2-Expression in IPSE-
behandelten Hepatozyten nachgewiesen. Die gleichen Zellen zeigten eine erhohte
Phosphorylierung von c-Jun (Abb. 7A). Um zu untersuchen, ob die Aktivierung von c-Jun
und der Anstieg der MCM2-Expression zusammenhédngen, wurde ein
Inhibitionsexperiment mit einem JNK-Inhibitor durchgefiihrt. Das vorherige Experiment
hatte gezeigt, dass eine JNK-Inhibition die Aktivierung von c-Jun verhinderte. Obwohl
diese Inhibition auch zu einer Abnahme der MCM2-Expression fiihrte, waren die MCM2-
Spiegel in JNK-inhibierten und SEA-behandelten Zellen immer noch hdéher als in
Kontrollzellen (Abb. 7B).

Zusammen mit Caspase 8 und 9 ist Caspase 3 einer der Haupteffektoren von Apoptose
und wird weitlaufig als ein histologischer Marker fur Apoptose verwendet. Nachdem die
Caspase 3 durch Caspase 8 oder 9 in seine aktiven Untereinheiten gespalten wird,
degradierten diese Untereinheiten mehrere zelluldre Proteine und sind in die
Fragmentierung der DNA involviert.”® Die aktiven Caspase 3-Untereinheiten kénnen in
Western Blots als Caspase 3-Spaltprodukte bei 17 kDa und 19 kDa nachgewiesen

werden.

Western Blot-Analysen von SEA-behandelten Zellen zeigten einen Anstieg der
Caspase 3-Spaltprodukte. In Zellen, die vor der SEA-Stimulation mit einem
JNK-Inhibitor behandelt wurden, waren die Caspase 3-Spaltprodukte in geringerem
Ausmal} nachweisbar als in nicht-inhibierten Zellen. Im Vergleich zu den Kontrollzellen
waren sie jedoch immer noch erhéht (Abb. 7C).
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Abbildung 7: Western Blot Analysen von hiPS-HEP-Zellen der Proliferations- und
Apoptosemarker MCM2 und cleaved Caspase 3 A) IPSE Stimulation der Zellen fiihrt zu
einem Anstieg der MCM2 Expression. B) Vorbehandlung der hiPS-HEP-Zellen mit
einem JNK-Inhibitor verringerte diesen Anstieg. C) SEA-Behandlung verursacht einen
Anstieg der Caspase 3-Spaltprodukte in den Zellen, wahrend eine Inhibierung von JNK
diesen Effekt verminderte.
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3.4 Eine Infektion mit S. mansoni flhrt in Hamsterlebern zu einem
Anstieg der Expression und Aktivierung von c-Jun sowie seinen

Downstream-Faktoren

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe hatten Hamsterlebern von monosex- und bisex-
S. mansoni-infizierter Hamster im Hinblick auf eine verstarkte Expression und
Aktivierung von c-Jun untersucht. Diese Arbeiten hatten gezeigt, dass bisex-Infektionen
zu einer verstéarkten Expression von c-Jun im Vergleich zu monosex-Infektionen fiihrten.
In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden nun zuséatzlich noch gesunde Hamster als
Kontrolle untersucht und mit bisex- und monosex-infizierten Hamstern verglichen. Ziel
war es zu Uberprufen, ob eine Infektion mit S. mansoni selbst einen Effekt auf die c-Jun
Expression und Aktivierung hat, oder ob diese Effekte alleine durch die S. mansoni-Eier

bei einer bisex-Infektion ausgeldst werden.

Es wurden Hamsterlebern, die entweder mit S. mansoni-Wirmern eines Geschlechtes,
Wurmern beider Geschlechter oder nicht infiziert waren in Western Blots analysiert.
Zuerst wurden die Marker c-Jun und p-c-Jun untersucht. Hier wurden monosex- und
bisex-infizierte Hamster mit nicht-infizierten Hamstern verglichen. Die Western Blots
zeigten einen Anstieg der c-Jun-Expression sowohl in den monosex- als auch den bisex-
infizierten Hamstern im Vergleich zu der nicht-infizierten Kontrollgruppe. Der starkste
Anstieg von c-Jun war in den bisex-infizierten Hamstern nachweisbar. Densitometrische
und statistische Analysen bestatigten den Unterschied der c-Jun-Expression. Auch die
c-Jun-Phosphorylierung zeigte einen deutlichen Anstieg in bisex-infizierten Hamstern,
verglichen zu den nicht-infizierten Hamstern. In den monosex-infizierten Hamstern
konnte kein signifikanter Unterschied der c-Jun-Phosphorylierung im Vergleich zur

gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden (Abb. 8A-C).

Zusatzlich wurden die Downstream-Proliferationsmarker MCM2 und Cyclin D1
untersucht. Western Blot-Analysen zeigten, dass sowohl MCM2 als auch Cyclin D1 in
monosex- und bisex-infizierten Hamstern verstéarkt exprimiert wurden verglichen mit den
nicht-infizierten Hamstern. Die Aktivierung von Cyclin D1 und MCM2 war am starksten
in bisex-infizierten Hamstern ausgepréagt. Densitometrische Daten bestétigten dieses
Ergebnis (Abb. 8D-F).
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Abbildung 8: Western Blot und statistische Analyse der Expression und
Phosphorylierung von c-Jun, MCM2 und Cyclin D1 in Kontroll-, monosex- und bisex-
infizierten Hamstern. A) Western Blots von p-c-Jun, c-Jun und der zugehorigen
Ladekontrolle GAPDH. B) + C) Densitometrische und statistische Auswertung der in 4A
abgebildeten Western Blots zeigen einen signifikanten Unterschied der c-Jun Expression
und Phosphorylierung zwischen bisex-infizierten Hamstern und der Kontrollgruppe.
D) Western Blots von MCM2, Cyclin D1 und der zugehorigen Ladekontrolle GAPDH.
E) + F) Densitometrische und statistische Auswertung der in 4D abgebildeten Western
Blots zeigen einen Unterschied der Expression von MCM2 und Cyclin D1 zwischen
bisex-infizierten Hamstern und der Kontrollgruppe sowie zwischen monosex-infizierten
Hamstern und der Kontrollgruppe. A) bis F) n=6/Gruppe fiir die statistische Analyse.
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3.5 c¢-Jun co-lokalisiert nukledr mit den Replikationsfaktoren MCM2
und Cyclin D1 in Hepatozyten von S. mansoni-infizierten

Hamstern

In Abschnitt 3.4 wurde bereits gezeigt, dass die Expression von MCM2 und Cyclin D1 in
Hamsterlebern, die mit S. mansoni infiziert waren, erhoht war. Um zu analysieren, welche
Leberzellen durch die Infektion beeinflusst werden, wurden immunhistochemische
Farbungen auf Leberschnitten von bisex-infizierten Hamstern durchgefiihrt. Fir diesen
Zweck wurden Co-Férbungen von c-Jun (rot) und MCM2 (blau) als auch c-Jun (rot) und
Cyclin D1 (blau) angefertigt. c-Jun wurde vor allem in perigranulomatdsen Hepatozyten
verstarkt exprimiert. Ein Anstieg der c-Jun-Expression war auflerdem dem Weg des
Blutflusses folgend nachweisbar. Die c-Jun-Expression schien dem hamatogenen Fluss
von den Portalfeldern aus, wo die Eier und Granulome lokalisiert sind, hin zu den
Zentralvenen, zu folgen. Die Co-Farbung von c-Jun und MCM2 zeigte sowohl
Hepatozyten, in denen beide Faktoren co-lokalisieren (lila), als auch Zellen die lediglich
c-Jun-positiv (rot) oder MCM2-positiv (blau) waren (Abb. 9A).

Die histologische Untersuchung der Co-Féarbungen von c-Jun und Cyclin D1 ergab ein
ahnliches Ergebnis. Es waren sowohl Hepatozyten in denen beide Faktoren exprimiert
wurden (lila) und solche die nur c-Jun (rot) bzw. Cyclin D1 (blau) exprimieren,
nachweisbar (Abb. 9B). In beiden Experimenten schien sich die Aktivierung vornehmlich
um das Granulom herum zu konzentrieren und mit zunehmender Distanz zwischen

Hepatozyten und Granulom abzunehmen.
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Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung von bisex S. mansoni-infizierten
Hamsterlebern. A) Expression von c-Jun (rot) und MCM2 (blau) in Hepatozyten um das
S. mansoni-Ei (Pfeil) und Granulom (#) herum. Hepatozyten in denen c-Jun und MCM2
co-lokalisieren sind lila gefarbt. Die Aktivierung von c-Jun und MCM2 scheint dem
Blutfluss von Ei und Granulom Richtung Zentralvene (*) zu folgen. B) Expression von
c-Jun (rot) und Cyclin D1 (blau) in Hepatozyten um das S. mansoni-Ei (Pfeil) und
Granulom (#) herum. Hepatozyten in denen c-Jun und Cyclin D1 co-lokalisieren sind lila
gefarbt. Zentralvene (*) Die VergrofRerungen sind jeweils fiir A+B linkes Feld 100x,
mittleres Feld 200x und rechtes Feld 1000x. Der Balken entspricht 100 pum.

3.6 p27 wird in den Lebern infizierter Hamster verstarkt exprimiert

und co-lokalisiert mit c-Jun
In den Abschnitten 3.3 und 3.4 wurde gezeigt, dass sowohl Proliferation als auch
Apoptose in Hepatozyten durch S. mansoni beeinflusst wird. Zellulare Seneszenz stellt
neben Apoptose einen weiteren wichtigen Abwehrmechanismus der Zellen im Umgang
mit potentiellen Gefahren fiir das Erbgut dar.”* Um zu untersuchen, ob in den
Leberproben infizierter Hamster Hinweise auf die Einleitung zellulérer Seneszenz
nachweisbar waren, wurden Western Blot Analysen und immunhistochemische

Féarbungen mit dem Seneszenzmarker p27 durchgefihrt.

Die Western Blot Analysen ergaben, dass es zu einer erhdhten p27-Expression in bisex-
infizierten Hamstern kam. Ein Unterschied zwischen monosex-infizierten und nicht-

infizierten Hamstern konnte nicht festgestellt werden (Abb. 10A).

Immunhistochemische Co-Farbungen von c-Jun (rot) und p27 (blau) zeigten eine

Expression beider Faktoren um die Granulome herum. Wie zuvor waren auch hier
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Hepatozyten nachweisbar, in denen die Faktoren co-lokalisierten (lila) oder einzeln
exprimiert wurden. Die Anzahl der c-Jun oder p27 positiven Hepatozyten schien mit

Distanz zu den Granulomen abzunehmen (Abb. 10B).
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Abbildung 10: Western Blot und immunhistochemische Analysen der c-Jun und p27
Expression in bisex S. mansoni-infizierten Hamsterlebern. A) Western Blot Analyse von
Leberproben von Kontroll-, monosex- und bisex- S. mansoni-infizierten Hamstern zeigen
eine erhdhte p27 Expression in bisex-infizierten Hamstern. B) Immunhistochemische
Analyse einer Leberprobe von bisex S. mansoni-infizierten Hamstern. Expression von
c-Jun (rot) und p27 (blau) in Hepatozyten neben einem Cluster von S. mansoni-Eiern
(Pfeil) und umgebenden Granulom (#). Hepatozyten die sowohl c-Jun als auch p27
exprimieren sind lila gefarbt. Die VergroRerungen sind 100x im linken Feld, 200x im
mittleren Feld und 1000x im rechten Feld. Der Balken entspricht 100 pum.

42



Diskussion

4 Diskussion

Die Schistosomiasis betrifft bereits heute mehr als 230 Millionen Menschen weltweit und
ist damit eine der haufigsten parasitaren Erkrankungen.?#? Durch Migration und den
Klimawandel wird die Anzahl der Schistosomiasis-Infektionen in der nahen Zukunft
wahrscheinlich noch weiter ansteigen.®’ Bereits 2013 kam es auf Korsika zu einem
Ausbruch urogenitaler Schistosomiasis.®! Dies unterstreicht das Risiko, dass sich die
Schistosomiasis durch die Einschleppung exotischer Erreger aufgrund von vermehrter
internationaler Bewegung schon bald aus Afrika auch auf weitere Teile Siideuropas
ausbreiten konnte.>® 90 % der Schistosomiasis-Infektionen kommen in sub-Sahara-
Afrika vor, wo sowohl S.haematobium als auch S.mansoni endemisch sind.
S. haematobium gilt seit Jahren als ein bestitigter Risikofaktor fiir Urothelkarzinome.®®
Es sind vielfdltige Mechanismen beschrieben, durch die S.haematobium die
Karzinogenese fordern kann. S. haematobium wurde mit der Entstehung von oxidativem
Stress, chronischer Inflammation und Epithelschaden in Verbindung gebracht.®
Aullerdem wurde postuliert, dass die Eier von S.haematobium in der Lage sind
Substanzen wie z.B. SEA zu sekretieren, die Onkogene aktivieren, DNA-Schaden

verursachen und die Proliferation steigern.'>4°

Vermutlich ist eine Infektion mit S. mansoni allein kein Ausldser fir Karzinogenese.
Jedoch deuten zahlreiche Fallstudien und erste Kohortenstudien darauf hin, dass die
Infektion mit dem Parasiten die Entwicklung des kolorektalen Karzinoms,
Prostatakarzinoms und hepatozelluldren Karzinoms fordern kénnte. 828 Aktuell wird
S. mansoni von der International Agency for Research on Cancer der Gruppe 3 zugeteilt.
Diese klassifiziert S. mansoni als potentielles Karzinogen, zu dem noch nicht geniigend
Daten zur Bestimmung der exakten Karzinogenitat vorliegen.* AuRerdem wurde gezeigt,
dass S. mansoni-Infektionen die Leberschadigung bei HCV-infizierten Patienten
potenzieren kdnnen. Diese co-infizierten Patienten hatten eine hohere Rate an HCC, und
die Tumore waren durchschnittlich groRer, 6fter multifokal, und aggressiver.** So wie
S. haematobium, verursacht auch S. mansoni eine chronische Entziindung und oxidativen
Stress.3* Des Weiteren ist bekannt, dass S.mansoni die Immunantwort des Wirts
beeinflusst. Nach der initialen Th1-fokussierten Antwort in der Akutphase der Infektion,
erfolgt in der chronischen Phase ein Wechsel zu einer Th2-fokussierten Antwort, die die
Ausbildung von Granulomen und Leberfibrose moderiert.?? Thi-Zellen sind ein

wichtiges Werkzeug des Immunsystems, um den Organismus gegen Tumore zu schiitzen.
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Multiple Studien haben gezeigt, dass hohe Th1-Zytokin-Spiegel mit einem Schutz vor
Progression unterschiedlicher Krebsarten verbunden sind. Darunter fallen auch die HCC-
Entwicklung nach HBV Infektion.8-8 Th2-Zytokine hingegen kénnen fiir Tumore eine
gunstige Umgebung schaffen. IL-10, eines der Hauptzytokine der Th2-Immunantwort, ist
in der Lage, die Thl-Zytokinproduktion zu hemmen und die Aktivitat von Antigen-
prasentierenden Zellen sowie NK-Zellen zu senken.?! AuRerdem wurde gezeigt, dass
Th2-Zytokine Angiogenese-fordernd sind.8 Weiterhin sind hohe Spiegel dieser Zytokine
in Lebergewebe von HCC-Patienten mit einer erhohten Metastasierungsrate assoziiert.%
Generell korrelieren erhohte Spiegel der Th2-Zytokine IL-10 und IL-4 mit einer
schlechteren Prognose von Krebserkrankungen.®**? Vor diesem Hintergrund kann der
induzierte Wechsel der Immunantwort von einem Th1-Fokus zu einem Th2-Fokus als ein
weiterer moglicher karzinogener Faktor einer S. mansoni-Infektion betrachtet werden.
Neuere Studien weisen darauf hin, dass die Eier des Parasiten ein direktes karzinogenes
Potential haben kdnnten, da sie Protoonkogene in benachbarten Hepatozyten aktivieren
koénnen.®*% Tong et al. haben vorgeschlagen, dass eine Kombination aus Protoonkogen-
Aktivierung, chronischer Inflammation und immunmodulatorischen Funktionen der

Schliissel zum Verstandnis des karzinogenen Potentials von S. mansoni sein konnte.®

Vor kurzem haben wir die Aktivierung des Protoonkogens c-Jun durch S. mansoni
entdeckt.”® Dies war einer der ersten Schritte zum Verstandnis, welche Protoonkogene in
welcher Weise durch den Parasiten beeinflusst werden. Der Aktivierungsweg und die
Downstream-Faktoren einer solchen c-Jun-Aktivierung blieben jedoch noch unklar. Der
Fokus der vorliegenden Arbeit lag darin, die Aktivierungssequenz und Downstream-
Effekte der c-Jun-Aktivierung genauer zu analysieren. Fir diesen Zweck wurden in vivo
und invitro Experimente durchgefiihrt. Fir die der vorliegenden Arbeit
zugrundeliegenden Zellkulturexperimente wurden hiPS-HEP-Zellen verwendet. Nach
der Kultivierung der Zellen und Stimulation mit SEA oder IPSE, wurden sie fir einen
Proteome Profiler Human-Phospho-Kinase Array verwendet oder als Lysate fir Western
Blot-Analysen prépariert. Syrische Hamster wurden mit den Parasiten infiziert, um
in vivo Konditionen zu simulieren, die vergleichbar mit der menschlichen Situation sind.
Aus den Lebern der Hamster wurden Lysate fiir Western Blots und histologische Schnitte

fir immunhistologische Farbungen gewonnen.
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Die Hauptschlussfolgerungen, die aus dieser Arbeit gezogen werden kdnnen, sind:

e Das Protoonkogen c-Jun wird Uber den MKK4/7-JNK-Signalweg durch aus
S. mansoni-Eiern gewonnenes SEA und IPSE aktiviert.

e Die c-Jun-Aktivierung fuhrt sowohl zu Proliferation als auch Apoptose, was
zusammengenommen mit der schon bekannten DNA-Schédigung auf replikativen
Stress hinweist.

e Stress-induzierte Seneszenz, angedeutet durch die p27-Expression, wird in
Hepatozyten von S. mansoni-infizierten Hamstern ausgeldst, wahrscheinlich

aufgrund von replikativem Stress.

4.1 Aktivierung von Protoonkogenen durch SEA/IPSE

Der Proteom Profiler Human Phospho-Kinase Array zeigte eine Phosphorylierung von
c-Jun in hiPS-HEP Zellen. Somit wurde bestatigt, dass die SEA-Stimulation den gleichen
Effekt, den wir in HuH7-Zellen beobachtet hatten, auch in Hepatozyten induziert. Auf
diese Weise konnte ausgeschlossen werden, dass der Effekt in HuH-7-Zellen artifiziell
durch deren Transformation zu einer Adenokarzinomzelllinie hervorgerufen wurde.
Zusétzlich dazu zeigte der Proteom Profiler noch die Aktivierung weiterer Faktoren, die
mit hepatozelluldarer Karzinogenese in Zusammenhang stehen, namlich des
Protoonkogens CREB, HSP70 und des Transkriptionsfaktors STAT3.% Die
Aktivierung dieser Faktoren zeigt, dass ein komplett neues Spektrum an Signalwegen
durch Ei-sekretierte Faktoren im Parenchym des Wirts beeinflusst wird, die naher
erforscht werden koénnen. Es ist bekannt, dass das Protoonkogen CREB in der
Karzinogenese unterschiedlicher Krebsarten involviert ist, zum Beispiel Leukamie,
kolorektales und hepatozellulares Karzinom.~% BekanntermaRen férdert CREB
Proliferation, Zellzyklus-Progression, Immortalisierung und maligne Transformation.*
HSP70 ist ein Chaperonprotein, das an der Faltung von Proteinen wahrend der
Biosynthese oder der Korrektur fehlgefalteter Proteine beteiligt ist. HSP70 hat jedoch
auch anti-apoptotische Funktionen, steigert die Proliferation und das Zelltiberleben unter
Stress.'% Eine Uberexpression von HSP70 kann in einer Vielzahl von Tumoren, inklusive
HCC, nachgewiesen werden und korreliert generell mit einer schlechteren Prognose.*%
HSP70 stellt den Tumoren einen Verteidigungsmechanismus gegen Chemotherapeutika
und programmierten Zelltod bereit und fordert deren Proliferation. Diese Effekte werden
uber diverse Signalwege vermittelt, darunter auch JNK und STATS3, die auch in hiPS-
HEP-Zellen durch SEA-Behandlung induziert wurden.®¢1%-102 Dje momentan geplante
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follow-up Studie konnte zeigen, ob HSP70 tatsachlich der Aktivator von c-Jun und
STAT3 in SEA-stimulierten Zellen ist.

Sowohl c-Jun als auch STAT3 sind wichtige Marker der hepatozelluléren
Karzinogenese.1%®1% Es ist bekannt, dass c-Jun in Proliferation, Tumoriiberleben,
Tumordifferenzierung, Invasion und Metastasierung involviert ist.1®® Experimente mit
Mausen, in denen durch Diethylnitrosamin (DEN)-Gabe HCCs induziert wurden, haben
gezeigt, dass die Anzahl und GroRe der Tumore in c-Jun-knock-out-Mé&usen niedriger
waren. Die Studie zeigte weiterhin, dass c-Jun fiir das Uberleben der Tumore wichtig war
und sie durch Antagonisierung von p53 vor der Einleitung von Apoptose schiitzte.*
STATS ist ein weiterer bekannter Regulator von Proliferation und Zellberleben. Es
wurde gezeigt, dass bis zu 60% aller menschlichen HCCs STAT3 positiv sind.% In
Tumoren fordert STAT3 die Proliferation, Angiogenese und das Tumorzelliiberleben
durch Hemmung der Apoptose. AulRerdem hemmt es die Expression mehrerer pro-

inflammatorischer Gene und unterdriickt somit eine effiziente Immunabwehr.1%

Zellkulturexperimente und korrespondierende Western Blot-Analysen bestétigten die im
Proteom Profiler beobachtete Erh6hung der c-Jun Phosphorylierung in hiPS-HEP-Zellen
und zeigten weiterhin auch einen Anstieg der c-Jun Expression. Experimente mit
Stimulation der Zellen in einer Zeitreihe zeigten die starkste Aktivierung von c-Jun 4 h
nach SEA-Stimulation. Interessanterweise glich die Aktivierung und Expression von
c-Jun, sowohl nach SEA als auch nach IPSE-Stimulation, nach 24 h wieder den Leveln
der Kontroll-Zellen. Am wahrscheinlichsten l&sst sich dies durch den Abbau von SEA
erklaren. SEA ist ein Gemisch aus verschiedenen Antigenen aus den Schistosomeneiern.
Somit ist die Wirkung des SEA wahrscheinlich zeitlich begrenzt und der kontinuierliche
Effekt wird in vivo durch eine konstante Produktion aufrechterhalten. Die permanente
Aktivierung der Tumorgenese-fordernden Signalwege im in vivo Modell belegt daher,
dass zumindest molekularbiologisch wichtige Faktoren, die die Krebsentstehung férdern,
durch eine Infektion mit S. mansoni gegeben sind. Demgegenuber fehlen nach wie vor
belastbare klinische Daten aus kontrollierten Studien, deren Erhebung in
Endemiegebieten bislang nicht mdglich waren. Vor diesem Hintergrund unterstreichen
die Ergebnisse unserer Forschung mit Nachdruck, dass eine Steigerung der
wissenschaftlichen Aufmerksamkeit gegenuber neglected tropical diseases wie
Schistosomiasis weitreichende Erkenntnisse tber die Pathologie der Erkrankung liefern

kdnnten und Verbesserungen fir Diagnostik und Therapie ermdglichen wirden.
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Unsere Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass S. mansoni-Ei-sekretierte
Faktoren zu einer Aktvierung unterschiedlicher Signalwege fuhren, die mit
hepatozelluldrer Karzinogenese assoziiert sind. In der vorliegenden Arbeit wurde nur die
c-Jun-Aktivierung untersucht. Die anderen angesprochenen Signalwege stellen einen
vielversprechenden Ansatz fiir zukunftige Forschung dar und kdnnten potentiell einen
Einfluss auf einige der unten aufgefuhrten Ergebnisse haben.

4.2 c-Jun Aktivierung tiber den MKK4/7-JNK Signalweg

Die Bedeutung des Protoonkogens c-Jun flr die hepatische Karzinogenese ist sehr gut
charakterisiert.>>%:9104 ¢c_jun kann an vielen unterschiedlichen Stellen phosphoryliert
werden, was entweder zu einer Zu- oder Abnahme der DNA-Bindungsaffinitat fiihrt.*’
Die Phosphorylierung der verschiedenen Stellen wird durch unterschiedliche Enzyme
katalysiert. Die Glycogen Synthase kinase 3 (GSK-3) kann das C-terminale Ende von
c-Jun phosphorylieren und somit dessen DNA-Bindungsaffinitat senken, wahrend die
MAP-Kinasen JNK und ERK eine N-terminale Phosphorylierung verursachen und die
DNA-Bindungsaffinitat von c-Jun erhéhren.*”*® In unserem Fall war c-Jun am
N-terminalen Serin 73 phosphoryliert. Die Western Blot-Analysen zeigten auRerdem eine
vermehrte Aktivierung von JNK als auch MKK4/7, den Upstream-Aktivatoren von
IJNK.1%7 Die Inhibitionsexperimente bestitigten schlieBlich, dass die c-Jun-Aktivierung
tatsachlich JINK-abhangig war. Dies bewies, dass JNK die Kinase war, die c-Jun in
diesem Fall phosphorylierte. Die Aktivierung von JNK ist interessant, da bekannt ist, dass
JNK sowohl Apoptose als auch Proliferation fordern kann.>*%" Fiir beides wurden in
dieser Arbeit, Downstream von c-Jun, Hinweise gefunden. JNK aktiviert nicht nur c-Jun,
sondern auch noch eine Reihe weitere Onkogene wie c-fos, BCR-Abl und Ras.** Es ist
bekannt, dass JNK fundamental an hepatozellulirer Karzinogenese beteiligt ist.>® Die
Blockierung von JNK inhibierte die Proliferation von HCC-Zellen in vitro und fiihrte zu
einer starken Reduktion von DEN-induziertem HCC-Wachstum in Mausen.1%1% Eine
JNK-Uberaktivierung beeinflusst direkt die Proliferation der Zellen und geht mit einer
erhéhten Expression von Zellzyklus kontrollierenden Genen wie Cyclin D1 und anderen
Proliferationsfaktoren wie proliferating cell nuclear antigen (PCNA) oder MCM2
einher.1% Zusatzlich ist INK auch noch in der Formation eines proinflammatorischen
Hintergrundes durch gesteigerte Expression proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und
TNF-o, als auch der Ausbildung von Leberfibrose beteiligt.}%* Insgesamt gesehen,
korreliert eine JNK-Uberaktivierung in HCC-Gewebe mit einer schlechteren Prognose

der Patienten.> JNK koénnte auch ein wichtiger Faktor fiir die Chemotherapie-Resistenz
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von HCCs sein. In 2012 zeigten Hagiwara et al., dass hohe JNK-Level in HCC mit einer
schwécheren Antwort auf Sorafenib assoziiert waren. Sorafenib ist ein Multi-Kinase-
Inhibitor, der momentan in der Therapie von fortgeschrittenen HCC-Stadien eingesetzt

wird.110

In dieser Studie wurde gezeigt, dass SEA (ber den MKK4/7-JNK-Signalweg zu einer
Aktivierung von c-Jun fiihrt. Noch zu klaren bleibt, wie SEA diesen Signalweg einleitet.
Wie oben diskutiert, konnte dies mit einer HSP70-Aktivierung assoziiert sein, allerdings
mussen andere Mechanismen ebenfalls in Betracht gezogen werden. JNK ist eine Stress-
aktivierte Protein-Kinase; also ist es auch denkbar, dass SEA die Zelle einem hohen
Stresslevel aussetzt, wodurch es wiederum zu einer Aktivierung von JNK via MKK4/7
kommt. Es wurde bereits demonstriert, dass eine S. mansoni-Infektion in Madusen
mitochondrialen Schaden in deren Lebern verursacht.!!! Dies resultiert in der Ausbildung
einer hohen Menge an reaktiven oxygen species (ROS) und der Einleitung von Apoptose
Uber den intrinsischen Weg. AuBerdem kam es zur erhéhten Expression des pro-
inflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-xB.!' Auf diese Weise verursachter
oxidativer Stress, pro-apoptotische- und pro-inflammatorische Signale kdnnten
schlieBlich die Aktivierung von JNK bedingen. Ein weiterer Erklarungsansatz ware, dass
eine Komponente des SEA extrazellular an ein G-Protein auf der Zellmembran bindet
und somit eine MAPK-Kaskade auslést, die schlieBlich in einer INK-Phosphorylierung
resultiert. Um zu verstehen, wie genau die SEA-abhdngige JNK-Aktivierung erfolgt,
werden weitere Forschungsarbeiten zur Entschlisselung der beteiligten intrazelluldren

Mechanismen nétig sein.

4.3 Downstream-Effekte der c-Jun-Aktivierung

Eine c-Jun-Aktivierung kann verschiedene Zellfunktionen wie Proliferation,
Differenzierung, Stressabwehr und Apoptose beeinflussen.*”*® Die vorliegende Arbeit
zeigte, dass die JNK-abhangige c-Jun-Aktivierung zu einer erhdhten Expression der
Proliferationsmarker MCM2 und Cyclin D1 flhrte. Der Vergleich von Western Blot
Analysen von gesunden Kontrollhamstern mit monosex- und bisex-infizierten Hamstern
zeigte, dass sowohl c-Jun als auch die Downstreamfaktoren MCM2 und Cyclin D1 in
monosex- und bisex-infizierten Hamstern verstarkt exprimiert wurden. In bisex-
infizierten Hamstern war der Anstieg der Expression jedoch deutlich grofer als in
monosex-infizierten Hamstern. Insgesamt kann somit davon ausgegangen werden, dass

der hauptsachliche Effekt zur Aktivierung von Protoonkogenen bei einer S. mansoni-
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Infektion durch die Schistosomeneier und nicht die Wurmer selbst verursacht wird.
Histologisch konnte gezeigt werden, dass c-Jun und MCM2/Cyclin D1 in Hepatozyten
um das Granulum und die S. mansoni-Eier herum co-lokalisierten. Es gab allerdings auch
Zellen, die zwar die Proliferationsmarker exprimierten, jedoch c-Jun negativ waren. In
Western Blot Analysen von SEA-stimulierten hiPS-HEP-Zellen senkte eine Inhibierung
von JNK das Ausmal} an MCM2-Expression, reduzierte sie allerdings nicht auf das Level
der Kontrollzellen. Die Zusammenschau dieser Ergebnisse deutet darauf hin, dass JINK
und c-Jun nicht die einzigen Faktoren sind, die die Zell-Proliferation nach SEA-

Behandlung steigern.

Tatsachlich sind all die oben diskutierten karzinogenen Faktoren HSP70, CREB und
STATS3, deren erhdhte Expression im Proteom Profiler beobachtet wurde, ebenfalls in der
Lage die Proliferation anzuregen.%1%01% Es scheint sehr wahrscheinlich, dass neben
c-Jun einer oder mehrere dieser Faktoren, oder sogar ein noch unbekannter Faktor,
ebenfalls zu einer Steigerung der Proliferation fuhrt. In der Tat konnte der
Hauptmechanismus, Uber den JNK die Proliferation einleitet, ein indirekter sein. Es gibt
Hinweise darauf, dass JNK in Hepatozyten, wahrend der HCC-Transformation Apoptose
ginleitet.>® Dies verleitet dann wiederum die umliegenden Hepatozyten dazu,
kompensatorisch zu proliferieren. Eine so UberschieBende kompensatorische
Proliferation konnte ein weiterer Antrieb fiir die hepatozelluldre Karzinogenese sein.>®
Diese Theorie wird dadurch unterstiitzt, dass Caspase 3-Spaltprodukte in den Zellkultur-
Experimenten der SEA-behandelten hiPS-HEP-Zellen nachweisbar waren. Caspase 3-
Spaltprodukte indizieren, dass Apoptose in den Zellen eingeleitet wurde. Dieser Anstieg
der apoptotischen Aktivitat war JNK-abhéngig, da eine Vorbehandlung der Zellen mit

einem JNK-Inhibitor die Spaltung von Caspase 3 nach SEA-Stimulation verringerte.

Es ist allerdings auch moglich, dass JNK die Proliferation tber einen direkten Weg
fordert. INK kann die Expression von Zellzyklus-regulierenden Genen wie Cyclin D1
tiber die Aktivierung von c-Jun und die Formation des AP-1-Komplexes steigern.!*2 Auch
in dieser Arbeit konnte eine erhdhte Expression von Cyclin D1 in Western Blot-Analysen
und immunhistochemischen Fé&rbungen von bisex S. mansoni-infizierten Hamstern
nachgewiesen werden. Die immunhistochemische Analyse zeigte, dass Cyclin D1 weder
strikt mit c-Jun co-lokalisiert, noch nur in Hepatozyten direkt neben c-Jun positiven
Hepatozyten exprimiert wird. Dies spricht ebenfalls flir die Theorie, dass noch weitere

Faktoren neben c-Jun und JNK an der Steigerung der Proliferation beteiligt sind. Es
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konnte allerdings auch ein Hinweis darauf sein, dass sowohl ein direkter als auch ein
indirekter Mechanismus, Gber den JNK die Proliferation anregen kann, hier teilhaben. So
kdnnte in Zellen, in denen c-Jun und Cyclin D1 co-lokalisieren, die Proliferation tber
eine gesteigerte Expression infolge einer c-Jun-Aktivierung bedingt sein. In Zellen, die
Cyclin D1 positiv und c-Jun negativ sind, konnte die gesteigerte Proliferation
kompensatorisch durch JNK-bedingte Apoptoseeinleitung in Nachbarzellen, ausgelost

werden.

Eine weitere Erklarung fiir den Anstieg von apoptotischer Aktivitat ware replikativer
Stress. Wir haben in Vorarbeiten die Prdsenz von y-H2AX, einem Marker fir DNA-
Doppelstrangbriiche, in Hepatozyten nahe am Granulom und den Eiern nachgewiesen.”
In Kombination mit der Beobachtung, dass SEA und die S. mansoni-Eier gleichzeitig
Proliferation und Apoptose induzieren, unterstiitzt dies die Idee, dass die Hepatozyten
unter replikativem Stress leiden. Der ausgeloste, hohe replikative Druck flihrt dazu, dass
den Hepatozyten Fehler wahrend der Replikation unterlaufen. Dadurch werden DNA-
Schdaden verursacht, hier angedeutet durch y-H2AX, was wiederum die Einleitung von
Apoptose zur Folge hat. Replikationsstress ist schwierig zu definieren. Charakteristisch
fur Replikationsstress ist eine Abnahme der DNA-Syntheserate infolge von Fehlern
wahrend der Polymerisation, die entweder repariert werden oder zum Stopp der Synthese
fiihren.® Eine erhdhte Expression von Onkogenen fiihrt zu replikativem Stress durch eine
erhohte Expression und Aktivierung von Zellzyklus regulierenden Proteinen wie
Cyclinen und CDKs. Dadurch wird in den Zellen die Replikation eingeleitet, obwohl sie
nicht alle Vorbereitungsschritte durchlaufen haben.!*® Normalerweise fiihrt dies in Zellen
zum DNA-Synthesestopp, was wiederum in Reparatur, Einleitung von Seneszenz oder
Apoptose resultiert. Es kann jedoch auch zur malignen Transformation von Zellen
beitragen. Mutationen, die durch replikativen Stress verursacht wurden, kénnen
Protoonkogene aktivieren oder die Zelle in die Lage versetzen sich der Apoptose oder

Seneszenz zu widersetzen.®%14

Wéhrend es schwierig ist zu bestimmen, welche der besprochenen Mechanismen hier
teilhaben, scheint es am wahrscheinlichsten, dass eine Kombination aus
Protoonkogenaktivierung, chronischer Inflammation und Apoptoseinduktion fir die
beobachteten Effekte verantwortlich ist. Es kann angenommen werden, dass JNK/c-Jun
und andere Faktoren die Proliferation steigern und Apoptose induzieren. Die

apoptotischen Zellen kénnen die Proliferation dann noch weiter erhéhen, indem sie
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umgebene Hepatozyten dazu verleiten, kompensatorisch zu proliferieren. Alles in allem
erscheint es plausibel, dass SEA und die S.mansoni-Eier das Potential haben,
karzinogene Signalwege zu aktivieren, die die Proliferation von Hepatozyten steigern,

und so zu replikativem Stress fuhren.

4.4 Seneszenz in Hepatozyten S. mansoni-infizierter Hamster

Die Western Blot Analysen S. mansoni-infizierter Hamsterlebern zeigten einen Anstieg
der p27-Expression, was darauf hinweist, dass dort Seneszenz eingeleitet wurde.
Zusétzlich verdeutlichten die immunhistochemischen Analysen, dass die p27-Expression
vornehmlich in Hepatozyten in unmittelbarer Nachbarschaft zu S. mansoni-Eiern und
Granulomen nachweisbar war. p27 co-lokalisierte dabei teilweise mit c-Jun war jedoch
auch in einigen c-Jun negativen Zellen nachweisbar. Western Blot Analysen zeigten, dass
die p27-Spiegel in den monosex-infizierten Hamstern nicht héher waren als in der
Kontrollgruppe, obwohl die c-Jun-Expression in dieser Gruppe erhéht war. Dies deutet
entweder darauf hin, dass der Anstieg an c-Jun-Expression in den monosex-infizierten
Hamstern nicht ausreichte, um Seneszenz auszulGsen, oder dass c-Jun nicht der Ausléser
fur die Stress-induzierte Seneszenz in den Hamstern war. Dies wiirde ebenfalls zu der
Beobachtung passen, dass in der Immunhistochemie p27-positive aber c-Jun-negative

Zellen nachweisbar waren.

Die Einleitung zelluldrer Seneszenz als Antwort auf replikativen Stress ist ein in der
Literatur bereits gut beschriebener Mechanismus. Venkatachalam et al. zeigten in 2017,
dass sub-letale Dosen von oxidativem Stress in Zellkultur mit Myoblasten zu DNA-
Doppelstrangbriichen flihrten, was schlussendlich Stress-induzierte Seneszenz in diesen
Zellen ausloste.®> Weiterhin demonstrierten Di Micco et al., dass die Expression des
Onkogens Ras zu Hyperreplikation, folgendem DNA-Schaden und schliellich

Seneszenz-Einleitung in humanen Fibroblasten fiihrte. 116

Alles in allem stellt der Nachweis zellulérer Seneszenz einen weiteren wichtigen Hinweis
daflr dar, dass S. mansoni-Eier das Potential haben, die Integritat der DNA zu schadigen
und karzinogene Signalwege zu aktivieren, worauf die Zellen mit Abwehrmechanismen

wie der Einleitung von Seneszenz oder Apoptose reagieren.

4.5 S. mansoni und hepatozelluléares Karzinom

Die Schistosomiasis wird bereits seit den 70er Jahren mit Karzinogenese in Verbindung
gebracht.’® Leider ist die Beziehung zwischen den verschiedenen Unterarten und
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Krebsentstehung immer noch nicht eindeutig geklart. Auf der einen Seite wird
S. haematobium von der IARC als ein definitives Karzinogen fir Harnblasenkrebs
angesehen. Auf der anderen Seite werden S. japonicum und S. mansoni seit mehr als
20 Jahren als mogliche Karzinogene diskutiert, ohne dass dies eindeutig bewiesen oder
widerlegt werden kann.*1>4 Die Signalwege, die momentan als Ursache fiir die
karzinogenen Effekte von S. mansoni diskutiert werden, sind die Umwandlung einer Th1-
in eine Th2-fokussierte Immunantwort, die Ausbildung einer chronischen Inflammation,
oxidativer Stress und die Aktivierung von Protoonkogenen.'>"4! Bis vor kurzem war
relativ wenig dartiber bekannt, welche Protoonkogene durch S. mansoni aktiviert werden
und wie diese Aktivierung stattfinden konnte. In unserer Studie konnten wir erste
Fortschritte auf diesem Gebiet machen und zeigen, dass das SEA aus den Eiern der
Schistosomen das Protoonkogen c-Jun aktiviert. Weiterhin haben wir gezeigt, dass diese
Aktivierung zu DNA-Schadigung, angedeutet durch y—H2AX, fiihrt.”

Die vorliegende Arbeit erbrachte zusétzliche Hinweise darauf, dass SEA karzinogene
Signalwege aktiviert, die mit hepatozellularer Karzinogenese in Verbindung stehen,
namlich JNK-c-Jun, STAT3, HSP70 und CREB.%100.104106 AyRerdem wurde gezeigt,
dass die Aktivierung dieser Signalwege zu einem Anstieg der Proliferation und damit
auch zu proliferativem Stress in SEA-stimulierten Hepatozyten in der Zellkultur oder
Hepatozyten nahe den S. mansoni-Eiern in den Hamsterlebern fuhrte. Zusatzlich ergaben
die Experimente, dass sowohl Seneszenz als auch Apoptose in Hepatozyten induziert
werden, die dem Einfluss der S.mansoni-Eier bzw. SEA ausgesetzt waren. Die
Hypothese, die aus diesen Ergebnissen abgeleitet werden kann, lautet, dass die
S. mansoni-Eier durch Substanzen wie SEA und IPSE onkogene Signalwege in
Hepatozyten nahe der Granulome aktivieren, was Uber proliferativen Stress zu DNA-
Schaden flihrt. Dies aktiviert die DNA-damage-response der Zellen, wodurch es zur
Einleitung von Seneszenz oder Apoptose kommt (Abbildung 11). Wenn die DNA-
Schéden, die durch diese Effektkaskade verursacht werden, zu stark werden, kdnnte dies
zur dysplastischen Degeneration der Zellen fiihren. Es scheint jedoch so, dass die durch
S. mansoni verursachten Schéaden nicht ausreichen, um alleine Neoplasien zu
verursachen. Ein moglicher Erklarungsansatz daflir waére, dass die etablierten
Abwehrmechanismen der Zellen dysplastische Entwicklungen gerade noch verhindern
kdnnen. Kirzlich schlugen EI-Tonsy et al. vor, dass die Schéden, die durch S. mansoni in
den Lebern von betroffenen Patienten verursacht werden, einen eher langsamen,

progressiven Charakter haben und allein nicht potent genug sind, um eine HCC-Bildung
52



Diskussion

in einer normalen Lebensspanne eines Menschen zu initiieren. Sollte jedoch eine weitere
leberschadigende Noxe préasent sein, dann wird die HCC-Entwicklung schneller und
aggressiver sein, da sich die Leber bereits in einem vorgeschadigten Status befindet.*
Diese Hypothese scheint sehr gut mit den Ergebnissen dieser Arbeit zu korrelieren. Hier
wurden sowohl Anzeichen fir die Schaden die durch S. mansoni entstehen (Aktivierung
von Protoonkogenen, proliferativer Stress) als auch den Abwehrmechanismen der Zellen
fur diese Schaden gefunden (Seneszenz, Apoptose). Es scheint, als waren die
Hepatozyten in der Lage, die durch S. mansoni-Infektion induzierten Schéaden durch ihre
Abwehrmechanismen zu kompensieren, wodurch eine maligne Entartung verhindert
wird. Bei VVorliegen einer zusétzlichen schadigenden Noxe wie einer HBV-Infektion sind
die Abwehrmechanismen zur Pravention von Karzinogenese jedoch bereits erschopft und
konnen die zusatzlichen Schéden durch die zweite Infektion nicht mehr neutralisieren.
Deswegen kommt es bei Co-Infektionen zu einem friiheren Auftreten der Tumoren und

einem aggressiveren Verlauf.
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Abbildung 11: Zusammenfassung der Ergebnisse und des vorgeschlagenen
Mechanismus Direkte Interaktionen von SEA/IPSE mit Zellrezeptoren und indirekte
Effekte wie oxidativer Stress, konnen in den Zellen zur Aktivierung onkogener
Signalwege fiihren. Dadurch kommt es zur Steigerung der Expression
proliferationsfordernder Gene. Dies fiihrt zu proliferativem Stress, der DNA-Schéden wie
DNA-Doppelstrangbriichen zur Folge hat. Durch die Aktivierung der DNA-damage-
response kommt es schliel3lich zur Reparatur der Schaden, der Einleitung von Apoptose
oder Seneszenz. Created with BioRender.com
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4.6 Limitierungen dieser Arbeit

Fur die in dieser Arbeit diskutierten Experimente wurden sowohl Zellkultur- als auch
Tierversuche durchgefiihrt. Tierversuche mussen immer kritisch daraufhin hinterfragt
werden, ob der potentielle Wissens- und Verstandnis-Zugewinn, im Vergleich zu der
Tétung der Tiere gerechtfertigt ist. Ein Ethikvotum muss beantragt und erworben werden,
um zu validieren, ob Tierexperimente anwendbar sind. In vivo Experimente sind jedoch
von hoher Bedeutung, um die Ergebnisse der Zellkultur zu bestatigen, da sie die
Konditionen im Korper realistischer simulieren als reine Zellkulturversuche. Gemal den
Prinzipien der 3Rs wurden fir diese Studie Leberproben weiblicher Hamster verwendet,
die fur die Aufrechterhaltung des Lebenszyklus von S. mansoni bestimmt waren. Somit
konnten Leberproben, die ansonsten verworfen worden waren, noch wichtige
Forschungseinblicke liefern. Die in dieser Studie genutzten Hamster haben einen
wertvollen Wissensgewinn dartber ermdglicht, wie S. mansoni-Eier ihr umgebenes
Gewebe beeinflussen. AuRerdem wurde nachgewiesen, dass die Eier und ihre enthaltenen
Biomolekiile wie SEA und IPSE auch Hepatozyten beeinflussen kénnen, obwohl die Eier
von einem dicht gepackten Granulom umschlossen sind. Dies sind Erkenntnisse, die

in vitro nicht zu Uberpriifen gewesen wéren.

Fur die Zellkulturversuche wurden hiPS-HEP-Zellen verwendet, die derzeit als
Goldstandart  fir Lebertoxizititstestungen angesehen werden.””  Wahrend der
Experimente zeigte sich allerdings, dass die Zellen sehr leicht durch Veradnderungen der
Kulturbedingungen stimulierbar sind. In einigen Versuchen zeigten die Zellen ein sehr
hohes Basislevel an c-Jun-Expression und Phosphorylierung, was andeutet, dass die
Zellen schon vor der SEA/IPSE-Behandlung unter Stress standen. In Abb. 7B wird
deutlich, dass die p-c-Jun-Spiegel in der Kontrolle fast so hoch waren wie in den SEA-
stimulierten Zellen; MCM2 hingegen war nur in den stimulierten Zellen erhoht. Dieses
Problem der gestressten Zellen ohne korrespondierenden Stimulus ist ein Phdnomen, das

in zukinftigen Experimenten adressiert und verbessert werden sollte.

In Abb. 8A wird deutlich, dass die Menge an p-c-Jun innerhalb der Gruppe der monosex-
infizierten Hamster stark schwankte. Sie reicht von einem Expressionsspiegel &hnlich der
WT-Hamster bis zu dem der bisex-infizierten Hamster. Diese Experimente wurden
mehrfach durchgefiihrt, so dass eine Verwechslung der Proben ausgeschlossen werden
kann. Die wahrscheinlichste Erklarung beruht auf interindividuellen Unterschieden der

assoziierten Leberpathologie, die auch bei einer monosex-Infektion nicht zu

55



Diskussion

vernachlassigen ist. Histologisch wird dies insbesondere durch unterschiedlich starke
inflammatorische Infiltrate in den Lebern einzelner Tiere deutlich.

4.7 Ausblick auf zuktnftige Forschung

Diese Arbeit erbrachte erstmals tieferreichende Einblicke in die Mechanismen, die flr
das karzinogene Potential von S. mansoni verantwortlich sind. Sie liefert auRerdem einen
Erklarungsversuch, warum eine S. mansoni-Infektion alleine trotzdem nicht zur
Krebsentstehung flihrt, diese jedoch bei VVorliegen einer zusétzlichen Noxe potenzieren
kann. Das hier hauptsachlich untersuchte Protoonkogen c-Jun wurde sowohl Upstream
als auch Downstream verfolgt. So konnte gezeigt werden, dass c-Jun tber den MMK4/7-
JNK-Signalweg durch SEA/IPSE aktiviert wird. Interessant ware noch, welche
Zellrezeptoren durch die extrazelluldr vorliegenden Stoffe SEA/IPSE aktiviert werden,
um intrazellular die Aktivierung der MAPK-Kaskade einzuleiten. Zukinftige
Inhibitionsexperimente konnten hier durch spezifische Hemmung einzelner Rezeptoren
Aufklarung verschaffen. Neben dem in dieser Arbeit untersuchten JINK-c-Jun-Signalweg
wurden noch weitere onkogene Signalwege aufgedeckt, die durch die S. mansoni-Eier
aktiviert werden. Dies stellt einen spannenden Ansatz flr zukinftige Forschung dar,
insbesondere da einige der hier vorgestellten Ergebnisse darauf hinweisen, dass das
onkogene Potential nicht alleine auf eine c-Jun Aktivierung zuriickzufuhren ist. So
zeigten die immunhistochemischen Analysen, dass die Proliferationsmarker MCM2 und
Cyclin D1 als auch der Seneszenzmarker p27 teilweise in Hepatozyten exprimiert
wurden, die c-Jun negativ waren. Dies deutet darauf hin, dass andere Faktoren die
Expression dieser Marker in Hepatozyten verursachten. Der Proteom Profiler ergab
bereits erste Hinweise, welche anderen Signalwege an den S. mansoni-vermittelten
Effekten beteiligt sein konnten, ndamlich CREB, HSP70 und STAT3. Somit stehen fir
follow-up Studien bereits erste Forschungsziele zur Verfligung, die untersucht werden
konnen. In laufenden Studien wird momentan versucht, die hier erbrachten Ergebnisse in
Darmgewebe zu replizieren. S. mansoni-Eier bleiben auch dort im Gewebe fixiert und

konnten ahnliche Effekte wie in der Leber verursachen.

Insgesamt bleibt zu hoffen, dass die hier erbrachten, ersten Fortschritte in der Aufdeckung
der Aktivierung onkogener Signalwege durch Schistosomen einen AnstoR flr weitere
Forschung auf diesem Gebiet darstellen. Als eine der von der WHO als neglected-
diseases bezeichneten Erkrankungen stellt die Schistosomiasis weltweit ein grofRes
Problem dar. Das Forschungsinteresse auf diesem Gebiet ist dennoch gering, weil die
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Erkrankung in den westlichen L&ndern noch eine Raritét darstellt. Durch einen global
gesteigerten Forschungsaufwand konnten viele der heute noch unzureichend
untersuchten neglected-diseases schneller und besser erforscht werden. Auf dieser
Grundlage konnten dann verbesserte Diagnostik- und Therapieverfahren fir diese global
weit verbreiteten Erkrankungen entwickelt werden, um Millionen Menschen eine hohere

Lebensqualitat zu ermdglichen.
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5 Zusammenfassung

Die Schistosomiasis ist weltweit eine der h&ufigsten parasitaren Infektionskrankheiten
mit derzeit mehr als 230 Millionen Menschen die eine praventive Behandlung bendtigen.
Ausgelost wird die Erkrankung von Trematoden des Genus Schistosoma, von denen flinf
verschiedene humanpathogene Formen bekannt sind. Schon seit langerer Zeit werden
Schistosomiasis-Infektionen mit Karzinogenese in Verbindung gebracht. Dabei gilt
S. haematobium als ein bestatigtes Karzinogen fur Blasenkrebs. S. mansoni hingegen
wird als ein mogliches Karzinogen fir die Entwicklung des hepatozelluldaren Karzinoms
diskutiert, ohne das je eine direkte Beziehung nachgewiesen werden konnte. Fir das
karzinogene Potential der Schistosomen werden aktuell in der Literatur die Etablierung
einer chronischen Inflammation, oxidativer Stress, Immunmodulation und die
Aktivierung von Protoonkogenen diskutiert. In VVorarbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass S. mansoni-Eier das Protoonkogen c-Jun aktivieren. Ziel dieser Arbeit war
es, die Mechanismen dieser Aktivierung zu untersuchen und ihre Downstream-Effekte zu
erforschen. Hierzu wurden Zellkulturversuche mit hiPS-HEP-Zellen durchgefuhrt, die
mit aus S. mansoni-Eiern isolierten Stoffen stimuliert wurden. Des Weiteren wurden
Hamsterlebern von S. mansoni-infizierten Hamstern mittels Immunhistochemie und
Western Blot-Analysen untersucht. Das Protoonkogen c-Jun wurde in Hepatozyten durch
SEA/IPSE-Stimulation Uber den MKK4/7-JNK-Signalweg aktiviert. Diese Aktivierung
fuhrte auferdem zur erhohten Expression der Proliferationsmarker MCM2 und
Cyclin D1. Zusatzlich wurden Hinweise auf Apoptose- und Seneszenz-Einleitung
gefunden. Zusammen mit dem aus Vorversuchen bekanntem Ergebnis, dass SEA in
Hepatozyten DNA-Schaden in Form von DNA-Doppelstrangbriichen verursacht,
erschloss sich hieraus, dass die Leberzellen unter proliferativem Stress stehen. Die
Hypothese die aus diesen Ergebnissen abgeleitet werden kann lautet, dass die S. mansoni-
Eier Uber Ei-sekretierte Faktoren Protoonkogene wie c-Jun in Hepatozyten aktivieren.
Dies fihrt Uber die erhohte Expression von Proliferationsmarkern wie MCM2 und
Cyclin D1 zu proliferativem Stress, wodurch DNA-Schéden entstehen. Diese DNA-
Schéden fiihren zur Aktivierung der DNA-damage-response der Hepatozyten, woriber
Abwehrmechanismen wie die Induktion von Seneszenz oder Apoptose eingeleitet
werden. Insgesamt erbrachte die vorliegende Arbeit somit erste tieferreichende Einblicke
in das karzinogene Potential einer S. mansoni-Infektion durch Aufklarung der
Aktivierungssequenz und der Downstream-Effekte einer S. mansoni-vermittelten
c-Jun-Aktivierung.
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6 Summary

Schistosomiasis is one of the most-common parasitic diseases worldwide, with more than
230 million people currently requiring preventive treatment. The disease is caused by
trematodes of the genus Schistosoma, of which five different subspecies can infect
humans. Schistosomiasis-infections have been associated with carcinogenesis for a long
time. S. haematobium is considered a definite carcinogen for bladder cancer. In contrast,
S. mansoni has been discussed as a possible carcinogen for hepatocellular carcinoma,
with no clear association ever being made. The mechanisms, which are currently being
discussed in the literature for schistosomiasis-related carcinogenesis, are the induction of
chronic inflammation, oxidative stress, modulation of the immune response and the
activation of protooncogenes. In previous work we demonstrated the activation of the
protooncogene c-Jun via S. mansoni eggs. The goal of this study was to elucidate the
mechanisms of this activation and its’ downstream effects. For this purpose, cell culture
experiments with hiPS-HEP-cells, which were stimulated with substances isolated from
S. mansoni eggs, were performed. Additionally, hamster livers of S. mansoni-infected
hamsters were analysed via immunohistochemistry and Western Blots. The
protooncogene c-Jun was activated via the MKK4/7-JNK-pathway in hepatocytes
stimulated with SEA/IPSE. Additionally, this activation led to an increased expression of
proliferation markers like MCM2 and Cyclin D1. Furthermore, evidence suggesting the
induction of apoptosis and senescence was revealed as well. This, taken together with the
results from our previous work, which showed that SEA could induce DNA-damage in
the form of DNA-double-strand breaks in hepatocytes, led to the conclusion that the liver
cells suffer from replication stress. The hypothesis that can be deduced from these
findings is that egg-secreted factors from the S. mansoni eggs activate protooncogenes
like c-Jun in surrounding hepatocytes. This causes replication stress via an increased
expression of proliferation markers like MCM2 and Cyclin D1, which leads to DNA-
damage. This DNA-damage in turn activates the DNA-damage-response of the
hepatocytes, which results in the activation of cellular defence mechanisms, like the
induction of apoptosis or senescence. In summary, this work provides first major insights
into the carcinogenic potential of a S. mansoni infection by elucidating the activation

sequence and downstream-effects of a S. mansoni-induced c-Jun activation.
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7 Abkirzungsverzeichnis

Abkulrzung Englisch Deutsch
AP-1 activator protein-1 Aktivatorprotein-1
APS ammonium persulfate Ammoniumpersulfat
ATF activating transcription factor | Aktivierender
Transkriptionsfaktor
ATM ataxia telangiectasia mutated Ataxia telangiectasia mutiert
CDK cyclin-dependent kinase Cyclin-abhéngige Kinase
Chk checkpoint kinase Checkpointkinase
CREB CAMP response element- cAMP
binding protein Antwortelementbindendes
Protein
DC dendritic cells Dendritische Zellen
DDR DNA-damage-response DNA-Schadensantwort
DEN diethylnitrosamine Diethylnotrosamin
DNA deoxyribonucleic acid Desoxyribonukleinsdure
DNA-DSB DNA-double-strand breaks DNA-Doppelstrangbriiche
DTT 1,4-Dithiothreitol 1,4-Dithiothreitol
ECDC European Centre for Disease Européisches Zentrum fir
Prevention and Control Krankheitskontrolle und-
pravention
EGF epidermal growth factor Epidermaler Wachstumsfaktor
ERK extracellular signal-regulated extrazellular Signal-regulierte
kinase Kinase
FCS fetal calf serum fetales Kélberserum
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate Glyceraldehyd 3-
dehydrogenase Phosphatdehydrogenase
GSK-3 glycogen Synthase kinase 3 Glykogensynthase-Kinase 3
H20qq destilled water destilliertes Wasser
H20> hydrogen peroxide Wasserstoffperoxid
HBV hepatitis B virus Hepatitis-B-Virus
HCC hepatocellular carcinoma Hepatozelluldres Karzinom
HCI hydrogen chloride Chlorwasserstoff
HCV hepatitis C virus Hepatitis-C-Virus
hiPS-HEP human induced stem-cell menschlich induzierte,
derived hepatocytes stammzell-entstammte
Hepatozyten
HRP horseradish peroxidase Meerrettich-Peroxidase
HSP70 heat shock protein 70 Hitzeschockprotein 70
IARC International Agency for Internationale Agentur fir
Reasearch on Cancer Krebsforschung
IgG immunoglobulin G Immunglobulin G
IL-10 interleukin 10 Interleukin 10
IL-13 interleukin 13 Interleukin 13
IL-2 interleukin 2 Interleukin 2
IL-4 interleukin 4 Interleukin 4
IL-5 interleukin 5 Interleukin 5
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IL-6 interleukin 6 Interleukin 6

INFy interferon y Interferon y

IPSE IL-4-inducing principle from IL-4-induzierendes Prinzip aus
Schistosoma mansoni eggs Schistosoma mansoni Eiern

JNK c-Jun-N-terminal kinase c-Jun-N-terminale Kinase

KCI potassium chloride Kaliumchlorid

KH2PO4 potassium hydrogen phosphate | Kaliumhydrogenphosphat

MAP3K mitogen-activated protein Mitogen-aktivierte-Protein-
kinase kinase kinase Kinasen-Kinasen-Kinase

MAPK mitogen-activated protein Mitogen-aktivierte-Protein-
kinase Kinase

MAPKK mitogen-activated protein Mitogen-aktivierte-Protein-
kinase kinase Kinasen-Kinase

MKK4 mitogen-activated protein Mitogen-aktivierte-Protein-
kinase kinase 4 Kinasen-Kinase 4

MKK?7 mitogen-activated protein Mitogen-aktivierte-Protein-
kinase kinase 7 Kinasen-Kinase 7

MCM mini-chromosome maintenance | Mini-Chromosom
complex Erhaltungskomplex

Na;HPO4 disodium hydrogen phosphate | Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl sodium chloride Natriumchlorid

NAFLD non-alcoholic fatty liver Nicht-alkoholische
disease Fettlebererkrankung

NF-xB nuclear factor kappa-light- Nukleérer Faktor kappa-
chain-enhancer of activated B | Leichtketten-Verstarker von
cells aktivierten B-Zellen

nIPSE natural IPSE naturliches IPSE

NK-Zellen natural killer cells natlrliche Killerzellen

p21 cyclin-dependent kinase Cyclin-abhéngige Kinase
inhibitor 1 Inhibitor 1

p27 cyclin-dependent kinase Cyclin-abhéngige Kinase
inhibitor 1B Inhibitor 1B

PBS phosphate-buffered saline Phosphat-gepufferte

Kochsalzldsung

PCNA proliferating cell nuclear Nukledres Antigen
antigen proliferierender Zellen

PDGF platlet-derived growth factor Plattchen-entstammter

Wachstumsfaktor

pRB retinoblastoma protein Retinoblastomaprotein

PTEN phosphatase and tensin Phosphatase und Tensin
homolog Homolog

PVDF polyvinylidene fluoride Polyvinylidenfluorid

ROS reactive oxygen species Reaktive Sauerstoffspezies

S. haematobium

Schistosoma haematobium

Schistosoma haematobium

S. intercalatum

Schistosoma intercalatum

Schistosoma intercalatum

S. japonicum Schistosoma japonicum Schistosoma japonicum

S. mansoni Schistosoma mansoni Schistosoma mansoni

S. mekongi Schistosoma mekongi Schistosoma mekongi

SAPK stress-activated protein kinase | Stress-aktivierte Proteinkinase
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SDS sodium dodecyl sulphate Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate Natriumdodecylsulfat-
polyacrylamid gel Polyacrylamid-Gel-
electrophoresis Eletkrophorese

SEA soluble egg antigen I6sliches Ei-Antigen

STAT3 signal transducer and activator | Signal Umwandler und
of transcription 3 Aktivator der Transkription 3

TBS Tris-buffered saline Tris-gepufferte Kochsalzldsung

TBS-T Tris-buffered saline + Tris-gepufferte Kochsalzldsung
Tween20 + Tween20

TEMED Tetramethylethylenediamine Tetramethylenethylendiamin

TGF Transforming growth factor Transformierender

Wachstumsfaktor

Thl-Zellen Type 1 T-helper cell Typ 1 T-Helferzelle

Th2-Zellen Type 2 T-helper cell Typ 2 T-Helferzelle

TNFa tumor necrosis factor o Tumornekrosefaktor a

Treg regulatory T-cells regulatorische T-Zellen

WHO World Health Organisation Weltgesundheitsorganisation

y-H2AX H2A histone family member X | H2A Histonfamilienmitglied X
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11 Anhang
11.1 Genehmigung Abbildung 1: Lebenszyklus von Schistosomen am

Beispiel von S. mansoni
Das New England Journal of Medicine erlaubt generell die Verwendung von Inhalten

fur Dissertationen.

,,content (full-text or portions thereof) may be used in print and electronic versions of a
dissertation or thesis without formal permission from the Massachusetts Medical
Society (MMS), Publisher of the New England Journal of Medicine.”

Nachzulesen auf https://www.nejm.org/about-nejm/permissions unter dem Punkt: Reuse
of Content Within a Thesis or Dissertation. (Stand 30.01.22)
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