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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Schistosomiasis

Bei der Schistosomiasis bzw. Bilharziose handelt es sich um eine parasitare
Erkrankung, die durch eine Infektion mit Saugwurmern (Trematoden) der Gattung

Schistosoma spp. hervorgerufen wird (1).

Schatzungen gehen davon aus, dass weltweit mehr als 200 Millionen Menschen
infiziert und annahernd 800 Millionen Menschen einem potenziellen Infektionsrisiko

ausgesetzt sind.

Die Infektion mit Schistosoma spp. ist daher nach der Malaria-Infektion die
zweithaufigste parasitare Tropenkrankheit (2,3).

Mit 1,7 bis 4,5 Millionen disability adjusted life years (DALYSs) (4) fuhrt sie die Liste der
» Iropical Neglected Diseases” (NTDs) an (5,6). Damit wurde die Erkrankung und
deren soziale und wirtschaftliche Relevanz von der WHO sowie anderen Experten
lange Zeit unterschatzt (7). Im Rahmen einer chronischen Infektion, wie sie haufig in
Endemiegebieten vorkommt, scheinen Symptome wie Anamie, Diarrhdé und
Wachstumsverzogerungen eine deutlich hohere Pravalenz aufzuweisen als die

.Klassischen® Symptome, wie Leberfibrose und portale Hypertension (6,8).

Zudem erhoht die Ansteckung mit Schistosoma spp. das Risiko mdglicher Co-
Infektionen deutlich. HIV oder eine Infektion mit dem Hepatitis B- und C-Virus treten

gehauft als Komorbiditaten von Schistosomiasis auf (9).

1.2 Globale Verbreitung von Schistosoma spp.

Aktuell erstreckt sich die weltweite Verbreitung von Schistosoma spp. auf mehr als 78
Lander (10), wobei die Uberwiegende Anzahl infizierter Menschen auf dem
afrikanischen Kontinent lebt (11). Im Zuge des Sklavenhandels kam es im 19.

Jahrhundert zum Import des Erregers nach Sudamerika (12).
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Tabelle 1: Geographische Verbreitung der humanpathogenen Schistosoma-Arten (13)

Schistosomen-Art Zwischenwirt Endemiegebiet

Schistosoma mansoni Biomphalaria spp. Afrika, Sidamerika, Karibik,
Mittlerer Osten

Schistosoma japonicum Oncomelania spp. | China, Ostasien, Philippinen
Schistosoma haematobium Bulinus spp. Afrika, Mittlerer Osten
Schistosoma mekongi Neotricula aperta Sud-Ost-Asien
Schistosoma intercalatum Bulinus spp. Afrika
Schistosoma guineensis Bulinus forskalii Westafrika

Die wichtigsten humanpathogenen Vertreter sind dabei S. mansoni und S. japonicum,
als Ausloser der intestinalen bzw. hepatolienalen Schistosomiasis, sowie S.
haematobium, als AuslOser der urogenitalen Schistosomiasis.

S. mekongi, S. intercalatum und S. guineensis weisen hingegen nur ein lokal

begrenztes Ausbreitungsmuster auf (2).

1.3 Biologie und Lebenszyklus von Schistosoma mansoni

Der komplexe Lebenszyklus von Schistosomen bedarf eines obligaten Wirtswechsels
von Zwischen- zu Endwirt. Je nach Schistosomen-Art fungieren SuRwasserschnecken
unterschiedlicher Gattungen als Zwischenwirte und der Mensch bzw. andere
Vertebraten als Endwirt (Tabelle 1). Eine Besonderheit von Schistosoma spp. stellt
dabei das Vorhandensein eines Geschlechtsdimorphismus dar, wodurch sie sich von

anderen Trematoden unterscheiden (9).

Im Fall der in dieser Arbeit untersuchten Schistosomen-Art S. mansoni findet die
asexuelle Reproduktion in der SuRBwasserschnecke Biomphalaria glabrata (B.
glabrata) statt, die sexuelle Fortpflanzung hingegen erfolgt im Blutgefallsystem des
Menschen bzw. in dem von Mausen.

Nach der Verpaarung von mannlichen und weiblichen Wuirmern, die fur das
Heranreifen des Weibchens essentiell ist, wandern die Parchen in die kleinen
Kapillaren der Mesenterialvenen ein, um dort im Schnitt 300 Eier pro Tag abzusetzen
(14). Werden die Eier nach Durchwanderung der Gefal3- und Darmwand uber den

Faeces ausgeschieden, schlupfen bei SuRwasserkontakt sogenannte Mirazidien.
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Diese entwickeln sich durch asexuelle Reproduktion im Zwischenwirt zu infektiosen
Zerkarien, die erneut den Endwirt befallen kdnnen und somit den Fortpflanzungszyklus
fortsetzen (1). Eine schematische Darstellung des Reproduktionszyklus von S.

mansoni ist in Abbildung 1 dargestellt.

8 Prae-Adulter ¥ Adulte
9
v A
\\u@s
A Endwirt:
Mensch <
7 Schistosomulum |
4 2 Ei
Zwischenwirt:
i Wasserschnecke v
6 Zerkarie
3 Mirazidium
>
»
< 4 Muttersporozyste

5, Tochtersporozyste

Abbildung 1: Lebenszyklus von S. mansoni. Gezeigt sind die verschiedenen Schritte der
Parasitenentwicklung vom Schistosomulum bis zur infektidsen Larve unter Berlicksichtigung des
Wirtswechsels. (1) Die verpaarten, geschlechtsreifen adulten Egel persistieren in den Mesenterialvenen
und produzieren bis zu 300 Eier taglich. (2) Die Parasiten-Eier durchwandern mit Hilfe einer lokal
hervorgerufenen Entziindungsreaktion Gefal- und Darmwand und werden mit dem Stuhl
ausgeschieden. (3) Durch Frischwasserkontakt schlipft das im Ei enthaltene Mirazidium (1.
Larvenstadium), welches aktiv (Cilien) den Zwischenwirt (StRwasserschnecke Biomphalaria glabrata)
sucht. Nach Penetration der Schnecke entwickelt sich aus dem Mirazidium die (4) Muttersporozyste.
Durch ungeschlechtliche Vermehrung entstehen aus den Keimzellen der Muttersporozyste die (5)
Tochtersporozysten, aus denen entweder weitere Tochtersporozysten oder (6) infektiose Zerkarien

(Gabelschwanzlarven) entstehen. Diese kdnnen nach Abwurf ihres Gabelschwanzes die Haut des
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Endwirtes durchdringen und sich zum (7) Schistosomulum transformieren. Nach der Lungenpassage
wandern die (8) Praadulten ins Pfortadersystem, wo sie als geschlechtsreife (9) adulte Parchen erneut
mit der Eiablage beginnen (Quelle: Abteilung fir Tropenmedizin und Infektionskrankheiten der

Universitadtsmedizin Rostock).

1.4 Krankheitsverlauf der Schistosomiasis

Infolge der Infektion mit Schistosoma spp. kdnnen sich eine akute und eine chronische

Schistosomiasis entwickeln (1).

1.4.1 Akute Schistosomiasis

Die akute Form der Schistosomiasis tritt typischerweise bei Urlaubern auf und wird in
erster Linie durch die Reaktion des menschlichen Immunsystems auf fruhe

Wurmstadien ausgelost (9,15).

Kennzeichnend fur die akute Form ist einerseits die Zerkariendermatitis, bei der es zur
Ausbildung eines passageren, makulopapulésen Exanthems kommt (1,16), sowie
andererseits das Katayama-Syndrom, bei dem die Betroffenen Uber plotzlich
einsetzende Symptomatik mit Fieber, Nausea und Gliederschmerzen klagen und

massive Eosinophilie im Blut auftritt (17,18).

1.4.2 Chronische Schistosomiasis

Die chronischen Formen der Schistosomiasis betreffen Ublicherweise Bewohner von
Endemiegebieten, die schon frih mit rezidivierenden Infektionen konfrontiert waren.

Abgelegte Eier fuhren dabei zu einer Hypersensibilitatsreaktion des Immunsystems
(19), dessen Folgen von organspezifischen bis hin zu systemischen Auswirkungen

reichen.

Welche Organsysteme jeweils betroffen sind, hangt von der jeweiligen Schistosomen-
Art und deren bevorzugtem vendsen Eiablageort ab (2,20). Die uberwiegend in den
kleinen Kapillaren von Dickdarm und Rektum abgesetzten Eier von S. mansoni

verursachen bei ihrer Durchwanderung der Darmwand fokale Entzindungsherde
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(Granulome), die durch Pseudopolypen sowie Mikroulzerationen und Blutungen
gekenn-zeichnet sind. Symptomatisch werden die Patienten mit relativ unspezifischen
abdominellen Beschwerden, wie Diarrhdéen und rektalen Blutungen. Im Gewebe
retinierte Eier hingegen, die die Darmwand nicht (vollstandig) passieren, fuhren zur
Bildung von Fremdkorpergranulomen (1,21). Die hepatolienale Schistosomiasis ist
eine schwerwiegende Komplikation bei Infektion mit S. mansoni, die allerdings selten
auftritt (22).

Eier, die in den Mesenterialvenen abgesetzt wurden und die Darmwand nicht
erfolgreich passieren konnten, werden passiv mit dem vendsen Blutfluss zur Leber
transportiert, wo sie sich in den kleinen pra-sinusoidalen Lebergefallen verfangen und
zur Ausbildung von Granulomen fuhren (23). Eine Hepatosplenomegalie ist die Folge,
und die zunehmende Fibrosierung im Bereich der Leber kann zu portaler Hypertension
sowie portokavalen Anastomosen fuhren, welche Ausgangspunkt lebensbedrohlicher
Oesophagusvarizenblutungen sein konnen (1,24). Die von S. haematobium
ausgeloste urogenitale Schistosomiasis (Blasenbilharziose) hingegen wird von
retinierten Eiern verursacht, die zu Entzindungsreaktionen und Granulombildung im
Bereich des Urogenitaltraktes fuhren (16). Auch Co-Infektionen mit zahlreichen
bakteriellen, viralen Erregern und anderen Parasiten sind keine Seltenheit, weshalb
Schistosoma spp. indirekt an weiteren Krankheiten beteiligt ist (2,13).

So ist beispielsweise bei Frauen mit bestehender Urogenitalschistosomiasis die
Anfalligkeit fur eine HIV-Erkrankung erhoht (25-27). Dahingegen sind Falle ektoper
Schistosomiasis, bei der andere Organsysteme, wie beispielsweise das zentrale
Nerven-system (28-30) oder die Atemwege betroffen sind, untypisch (1,16).

1.4.2.1 Entstehung sowie Funktion hepatischer und intestinaler Eigranulome

Wie bereits in Kapitel 1.4.2 angesprochen, sind die Eier bzw. die von ihnen
sezernierten  loslichen  Ei-Antigene  (SEA) fur die Entstehung der
Fremdkorpergranulome in Darm und Leber verantwortlich (16).

Sie |0sen eine Hypersensitivitatsreaktion aus, die unter die zellvermittelten
allergischen Reaktionen vom Typ IV (Spattyp) nach Coombs und Gell fallt (31). Bei

den Granulomen handelt es sich um einen Zellverbund, der sich im Gewebe um die
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einzelnen Eier formiert und dessen Zusammensetzung sich im Verlauf der Infektion
andert (Abbildung 2). Bestandteile sind neben Lymphozyten, Epitheloidzellen und
anderen inflammatorischen Zellen, wie zum Beispiel Monozyten/Makrophagen, auch

Fibroblas-ten und hepatische Stellatzellen (32).

Die Regulation der Granulomentwicklung bzw. der Immunantwort des Wirtes erfolgt
durch CD4+T-Helferzellen. Wahrend in der Frihphase Zytokine dominieren, die von
Typ-1-T-Helferzellen ausgeschuttet werden (TNF-a, IFN-y und IL-2), kommt es im
weiteren Verlauf zu einem Anstieg von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, die Typ-2-T-
Helferzellen zuzuordnen sind (Abbildungen 2 und 3). Zeitgleich ist ein Abfall der
erstgenannten Zytokine zu beobachten (10). Dieser Prozess wird als Th1/Th2-

Polarisation bezeichnet (13).

Macrophages
> o O TGl oy and TNF rving
BSEA o — . . - acell meziated response
S.japonicum egg o0 Wl -@:h‘_: -
g At Asthe granuloma ppiE ','_‘5«}:_&:\
e 4mm becomesorganized, --.3"{:"3&3*‘,".‘7."‘&\'\:1 Early
i .‘::'7, . Th2 cellstakeover and Rt }.',_{, *\{! granuloma
PR secrete IL-4, IL-5, IL-10, ek ;,f.-'gg_-';;*‘
A RS andIL-13 P,

Matured granuloma:

T and B lymphocytes, macrophages
giant cells, epitheloid cells, mast cells,
plasma cells, eosinophils and

hepatic stellate cells and fibroblasts

Fibroblasts . .

Mot!erate fibrosis. Sevoere fibrosis.
US image US image

Late stage granuloma: Dilated

Fibroblasts replace majority esophageal

of the cells and mediate varices and

collagen deposition enlarged spleen.

resulting to fibrosis MRI image

Abbildung 2: Granulom- und Fibrosebildung infolge einer Infektion mit Schistosoma spp.
(Quelle: Olveda et al., 2014)

Nach einer gewissen Zeit entwickeln die Betroffenen in den meisten Fallen eine
angepasste, durch regulatorische T-Zellen gesteuerte Immunreaktion, die sich
histologisch in einer Reduktion der Grof3e neugebildeter Granulome manifestiert
(23,33) und zur Chronifizierung der Erkrankung beitragt. Diese Reaktion nennt man
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modifizierte Th2-Reaktion oder Th2/Treg-Reaktion. Sie dient dem Uberleben beider,
Parasit und Wirt, indem uberschieende Th1- und Th2-Reaktionen unterdruckt
werden. IL-10 scheint in diesem Prozess eine entscheidende Rolle zu spielen (9,34).

CD40-CD154
5-6 weeks B7-CD28 7-8 weeks IL-10 >10 weeks
B7RP1-ICOS
Ag priming IL-4, IL-10 Tregulatory
IL-12 Th1-polarized B cells Th2-polarized cells Downmodulated
response response T cell response
| —— | — | ——
IL-2 IL-4 Low to
IFN-y IL-5 undetectable
TNF-o IL-10 cytokines
IL-13
Increasing pathology Decreasing pathology

Abbildung 3: Steuerung der Immunantwort infolge einer Infektion mit Schistosoma spp. (Quelle:
(33)

Abgesehen von ihrer Rolle als Ausgangspunkt der chronischen Schistosomiasis
haben Granulome auch protektive Effekte. Mause, die nicht in der Lage waren,
adaquate Granulome auszubilden, zeigten im Rahmen der akuten Schistosomiasis
eine deutlich hohere Sterblichkeitsrate (35). So werden die hepatotoxischen Effekte,
die von den Eiern bzw. deren sezernierten Toxinen ausgehen, durch die Granulome
.eingemauert” oder abgeschirmt und der entstehende Gewebeschaden auf diese
Weise reduziert (36).

1.4.2.2 Die Leberfibrose

Infolge der Eiablage kann es zu einer massiven Fibrosierung kommen, die im
schlimmsten Fall zur hepatolienalen Schistosomiasis fuhrt. Diese stellt das
gravierendste Stadium der Erkrankung dar, verbunden mit der Gefahr oberer
gastrointestinaler Blutungen (vergleiche hierzu Kapitel 1.4.2).

Aufgrund ihrer histologischen Erscheinung wird diese Form der Leberfibrose nach
ihrem Erstbeschreiber als ,Symmers’ pipestem fibrosis® bezeichnet (37). Dabei
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unterscheidet sie sich in ihrer klinischen Symptomatik wesentlich von anderen Formen
der Leberfibrose. Zwar kommt es auch hier zur portalen Hypertension und
portokavalen Anastomosen, allerdings bleibt in der Regel die Funktion der
Hepatozyten weitestgehend erhalten (23,38). Dies ist Uberwiegend auf den
schitzenden Effekt der Lebergranulome zuruckzufiuhren.

Nur in Ausnamefallen treten Anzeichen hepatischen Funktionsverlustes auf.

In diesem Fall spricht man zur Unterscheidung von dekompensierter hepatolienaler

Schistosomiasis (39).

Ein zentrales Ereignis der Fibrosierung ist der Switch der initialen Th1-Immunantwort
zu einer durch alternativ aktivierte Makrophagen gesteuerten Th2-Reaktion mit dem
profibrotischen Leitzytokin 1L-13. Dieses steuert direkt die Transformation von Ito-
Zellen zu myofibroblasten-ahnlichen hepatischen Stellatzellen. Diese wiederum
produzieren massiv extrazellulare Matrix und sind somit Hauptakteure der

fibroproliferativen Vorgange in der Leber (9).

Einem Ungleichgewicht zwischen Th1- und Th2-Reaktion werden schwere
Krankheitsverlaufe der Schistosomiasis zugeschrieben (1,40). Trotz der Beteiligung
unterschiedlicher T-Zellreaktionen, wie Th1, Th17 und Treg, bleibt die Th2-Reaktion
die treibende Kraft in der Fibrosierung der Leber wahrend einer Infektion mit S.

mansoni.

1.5 Diagnostik, Therapie und Pravention der Schistosomiasis

1.5.1 Diagnostik der Schistosomiasis

Die Feststellung einer Infektion mit Schistosoma spp. kann sowohl Uber direkte als
auch indirekte Methoden erfolgen, wobei sich keine der bisher bekannten als das

ideale diagnostische Tool erwiesen hat.

Far den direkten Nachweis von S. mansoni hat sich die mikroskopische Untersuchung

von Stuhlproben auf Eier als Goldstandard etabliert (41).
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Weitere Nachweismethoden, wie die Polymerase-Kettenreaktion (direkt), der
Antikorper- und Antigennachweis mittels ELISA (indirekt) oder die Bildgebung im
Krankenhaus, kdnnen ebenfalls zur Diagnosefindung beitragen (42,43).

1.5.2 Therapie und Pravention der Schistosomiasis

Zwar ist mit dem Pyrazino-Isochinolin-Derivat Praziquantel (Biltricide® oder Cesol®)
seit 1970 ein wirksames Anthelminthikum auf dem Markt; dieses wirkt jedoch
ausschlieBlich gegen adulte Wurmstadien und generiert keinen Schutz vor einer
erneuten Infektion (14,44,45). Weiterhin werden durch Massenbehandlung (unter
anderem in der landwirtschaftlichen Tierhaltung und durch Therapieprogramme der
WHO) immer wieder Falle moglicher Resistenzentwicklungen beschrieben

(46-48). Daruber hinaus steht mit dem Tetrahydrochinolin-Derivat Oxamniquin
(Mansil®) lediglich ein weiteres schistosomizides Medikament zur Verfugung, das
allerdings ausschlieBlich gegenuber S. mansoni eingesetzt werden kann und deutlich
teurer ist als Praziquantel (13,49).

Der Einsatz von Malariamedikamenten im Rahmen einer Infektion mit Schistosoma
spp. wird kritisch gesehen, da eine Resistenzentwicklung bei zusatzlicher Anwendung
befurchtet wird (50-52).

Ein wirksamer Impfstoff ist zum jetzigen Zeitpunkt trotz Fortschritten in der Forschung
und trotz Forderprogrammen nicht vorhanden (2,44,53). Von den inzwischen Uber
hundert potenziellen Impfstoffkandidaten befanden sich aktuell lediglich drei
Substanzen in der klinischen Testphase (54-56). Die Wirksamkeit des
meistversprechenden Kandidaten Bilhvax konnte in jungster Vergangenheit klinisch
nicht bestatigt werden (57).

1.6 Aktueller Stand der Forschung und Zielsetzung der Arbeit

Den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit lieferten Untersuchungen des
parasitologischen Forschungslabors der Abteilung fur Tropenmedizin und
Infektionskrankheiten der Universitadtsmedizin Rostock. Im Jahr 2010 musste hier der
traditionelle S. mansoni Lebenszyklus von einem afrikanischen (Mozambique) S.
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mansoni Stamm auf einen brasilianischen (Belo Horizonte) umgestellt werden, da sich
aufgrund der jahrzehntelangen Laborhaltung Infektionsresistenzen gebildet hatten. Es
wurde festgestellt, dass Mause, die mit dem brasilianischen S. mansoni Stamm infiziert
wurden, deutlich starkere Krankheitsmerkmale aufwiesen und friher verstarben als
diejenigen Mause, die mit dem ursprunglichen afrikanischen S. mansoni Stamm
infiziert wurden.

Basierend auf diesen Beobachtungen hinsichtlich der unterschiedlichen Pathogenitat
innerhalb der S. mansoni Stamme entstand die Hypothese der vorliegenden Arbeit.
Diese besagt, dass der brasilianische S. mansoni Stamm (Belo Horizonte) im
Vergleich mit einem afrikanischen S. mansoni Stamm deutlich pathogener ist. Da der
ursprungliche Stamm (Mozambique) nicht mehr zu beschaffen war, wurde ein anderer
afrikanischer S. mansoni Stamm aus dem Institut fur Parasitologie in Gielden als
Vergleichsstamm herangezogen.

Um die genannte Hypothese zu Uberprufen, wurden mehrere Infektionsreihen geplant.
In diesen wurden NMRI Mause (Mus musculus, Charles River Laboratories,
Deutschland) mit unterschiedlichen Infektionsstarken der beiden Parasitenstdmme
infiziert, um anschlieend die Krankheitsverlaufe miteinander zu vergleichen.

Folgende Fragen sollten hierbei beantwortet werden:

1. Zeigen die beiden Parasitenstamme bei identischer Infektionsstarke eine
unterschiedlich starke Infektiositat?

2. Ist ein hohes MaRB an Infektiositat gleichbedeutend mit einer hohen Eilast?

3. Wie wirken sich unterschiedliche Infektionsstarken (drei Grade: 25
Zerkarien, 50 Zerkarien und 100 Zerkarien) im Vergleich beider Stamme
und innerhalb eines Erregerstammes aus?

4. Konnen beobachtete Unterschiede der beiden S. mansoni Stamme
hinsichtlich ihrer Pathogenitat auf Veranderungen im Leber- und
Darmgewebe bzw. im Blutserum und der mRNA-Expression

zuruckgefiihrt werden?
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Materialien und deren Bezugsquellen sind in Kapitel 8 aufgelistet.
Alle im Rahmen der Promotionsarbeit durchgefuhrten Tierversuche wurden durch das
Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-
Vorpommern genehmigt (Aktenzeichen 7221.3-1-036/18 und 7221.3-1-025/16).

2.1 Versuchstiere

2.1.1 Herkunft der Schistosoma spp. Stamme

Die Grundlage der in der Dissertation durchgefuhrten Untersuchungen bildeten ein
brasilianischer  Schistosoma mansoni Stamm (Belo Horizonte) und ein

westafrikanischer Schistosoma mansoni Stamm (Liberia).

Der brasilianische Stamm ist ein Zuchtstamm des Forschungsinstitutes der Abteilung
fur Tropenmedizin und Infektionskrankheiten der Universitat Rostock, wohingegen der
liberianische Stamm freundlicherweise von Professor Dr. Grevelding aus Gielden

bereitgestellt wurde.

Im Reproduktionszyklus von S. mansoni dienten Su3wasserschnecken der Gattung
Biomphalaria glabrata (B. glabrata, Puerto Rico) als Zwischenwirte. Als Endwirt
fungierten weibliche NMRI Mause (Mus musculus). Der verwendete Swiss-albino
Mausstamm wird im Zentralinstitut fur Versuchstierzucht in Hannover entsprechend

den SOPF-Statuten gezichtet (Charles River Laboratories, Deutschland).

2.1.2 Haltung und Futterung der Versuchstiere

Die Haltung der NMRI Mause erfolgte im Tierhaus des parasitologischen
Forschungslabors der Universitatsmedizin Rostock in einem Hell-Dunkel-Zyklus von
jeweils 12 h bei 26 °C in Kafigen mit Beschaftigungsmaterial (enriched cages) sowie
Leitungswasser und Standardfutterpellets ad libitum (ssniff R/M-H, ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, Germany). Die SuRwasserschnecken wurden in gefiltertem

Aquarienwasser bei 26 °C gehalten, wochentlich gereinigt und taglich gefuttert.
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2.2 Infektion mit Schistosoma mansoni

2.2.1 Infektion des Zwischenwirtes Biomphalaria glabrata

Zunachst wurden aus den infizierten Mausen (Haltungsmausen) nach Eroffnung des
Bauchraumes die Leber und der Darm entnommen. Aus diesen Organen wurde mit
Hilfe eines Metallsiebes eine Suspension gewonnen, die Eier von S. mansoni enthielt.
Diese wurde durch Zentrifugation fur 4 min bei 3000 rpm konzentriert. Das so erhaltene
Pellet wurde in ein Becherglas (Volumen 2 ) gegeben, das Aquarienwasser und 30
Schnecken der Gattung B. glabrata enthielt. Fur die Infektion wurden Schnecken mit
maximal 0,5 cm Gehausedurchmesser verwendet. Anschliefend fand eine Inkubation
bis zum nachsten Tag bei 26 °C statt, und die Schnecken wurden daraufhin in ein

Becherglas mit frischem Aquarienwasser uberfuhrt.

2.2.2 Infektion des Endwirtes NMRI Maus

2.2.2.1 Gewinnung der Zerkarien

Zum Zeitpunkt der Zerkariengewinnung waren die Schnecken mindestens sechs
Wochen infiziert. Um einem vorzeitigen Austritt von Zerkarien entgegenzuwirken,

wurden die Schnecken ab der funften Woche p.i. im Dunkeln gehalten.

FUr den Prozess der Zerkarienausscheidung wurden die Schnecken aus dem
Aquarium jeweils paarig in mit 2 ml Aquarienwasser beflllte Reagenzglaser umgesetzt
und fur die Dauer von 2 h einer Warmlichtquelle ausgesetzt.

Anschlieend wurde der |Inhalt der Reagenzglaser gepoolt und die
Zerkarienkonzentration mikroskopisch bestimmt. Hierfur wurde ein Aliquot von 100 pl
der Zerkariensuspension mit dem gleichen Volumen Jod versetzt. Jod farbt und totet
die Zerkarien, sodass diese unter dem Mikroskop (100-fache Vergrof3erung)

ausgezahlt und die Anzahl der Zerkarien pro 100 ul bestimmt werden konnte.
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2.2.2.2 Mausinfektion

FUr den Infektionsvorgang wurden sechs bis acht Wochen alte Mause jeweils in ein
Becherglas gesetzt, dessen Boden mit Aquarienwasser bedeckt war (1-2 cm). Das
Aquarienwasser enthielt eine definierte Anzahl an Zerkarien (siehe Infektionsprotokoll
unter 2.2.2.3).

Nach 90 min wurden die Mause entsprechend ihrer Infektionsgruppe zurtck in die
Kafige gesetzt. Zusatzlich wurden separate Kontrollgruppen mit uninfizierten (naiven)

Mausen angelegt.

2.2.2.3 Infektionsprotokoll NMRI Mause

Die Infektionsreihen lassen sich in drei Teile untergliedern:

2.2.2.3.1 Wurmlastbestimmung: Aufarbeitung sechs Wochen p.i.

Um die in Leber und Mesenterium befindliche Wurmanzahl des brasilianischen und
des liberianischen Stammes zu vergleichen, wurden 10 Mause mit jeweils 300
Zerkarien infiziert. Die Aufarbeitung der Mause erfolgte dabei sechs Wochen p.i., da
ab diesem Zeitpunkt die adulten Wurmer von S. mansoni in den Bereich der Mesen-

terialvenen zur Eiablage wandern.

Tabelle 2: Infektionsprotokoll Wurmlastbestimmung

Infektion mit Liberianischer Stamm Brasilianischer Stamm
300 Zerkarien n=10 n=10

n = Anzahl der Mause

2.2.2.3.2 Leber: Aufarbeitung acht Wochen p.i.

Ziel dieser Infektionsreihe war der Erhalt definierter Leberproben, um anhand dieser
das unterschiedliche Ausmal der Schadigung im Krankheitsverlauf zu bestimmen. Um
einen Vergleich innerhalb der Erregerstamme einerseits sowie zwischen beiden

Erregerstammen andererseits vornehmen zu konnen, wurden Mause gemal
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folgendem Schema infiziert und acht Wochen nach erfolgter Infektion aufgearbeitet.

Als Vergleichsgruppe dienten uninfizierte Mause.

Tabelle 3: Infektionsprotokoll Leberaufarbeitung

Infektion mit Liberianischer Stamm Brasilianischer Stamm

100 Zerkarien n=7 n=9

50 Zerkarien n=7 n=8

25 Zerkarien n=7 n=8
Negativkontrollen n=9

n = Anzahl der Mause

2.2.2.3.3 Darm: Aufarbeitung acht Wochen p.i.

Zur vergleichenden Analyse der intestinalen Schistosomiasis beider Stamme wurden
Mause mit 100 Zerkarien infiziert und eine zusatzliche Kontrollgruppe angelegt. Auch
hier erfolgte die Aufarbeitung nach acht Wochen.

Tabelle 4: Infektionsprotokoll Darmaufarbeitung

Infektion mit Liberianischer Stamm Brasilianischer Stamm
100 Zerkarien n=10 n=8
Negativkontrollen n=6

n = Anzahl der Mause

2.3 Euthanasie und Aufarbeitung der Versuchstiere

Allen Mausen wurde vor der Euthanasie 0,2 ml eines Narkotikums s.c. verabreicht. Zur
Herstellung von diesem wurden 0,6 ml Ketamin, 0,2 ml Rompun sowie 3,2 ml NaCl
miteinander vermischt. Bei der Bestimmung der Gesamtwurmlast (siehe 2.3.1) wurden
zudem 40 pyg Heparin darin gelost, um einer Koagulation des Blutes
entgegenzuwirken.

Die Euthanasie der narkotisierten Versuchstiere erfolgte durch zervikale Dislokation
(Kapitel 2.3.1), bei der Aufarbeitung von Leber und Darm (Kapitel 2.3.2 und 2.3.3)

hingegen durch Dekapitation.
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2.3.1 Bestimmung der Gesamtwurmlast

Zur Bestimmung der Wurmlast wurde nach stattgehabter Euthanasie der
narkotisierten Versuchstiere der Abdomen- und Thoraxbereich er6ffnet und die Vena
portae hepatis mit Hilfe einer Federschere horizontal durchtrennt.

Zum Spulen der Leber wurde die rechte Herzkammer unter Verwendung einer
Fligelkanule punktiert und Uber eine 20 ml-Spritze jeweils 60 ml warme Spulldsung
verabreicht. Die Schistosomen-Wurmpaare wurden dabei in einer sterilen Petrischale
aufgefangen. Zusatzlich wurde das Mesenterium freiprapariert und ebenfalls in eine
sterile Petrischale Uberfuhrt. Unter dem Binokular konnte anschliellend anhand der
herausgespulten und in den Mesenterien sichtbaren Warmern die Wurmlast in Leber

und Darm bestimmt werden.

2.3.2 Leberaufarbeitung

Nach der Euthanasie der narkotisierten Versuchstiere wurde das austretende Blut
jeweils in 15 ml grof3en Zentrifugenrohrchen aufgefangen. Diese wurden im Anschluss
bei 3000 rpm fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das dadurch gewonnene Blutserum
wurde abpipettiert und bei -80 °C bis zur weiteren Analyse gelagert. Das Abdomen
wurde er6ffnet, und Milz und Leber wurden freiprapariert. Um definierte Leberanteile
(s. Abbildung 4) zu kryokonservieren, wurden diese zunachst in Isopentan (2-
Methylbutan/Stickstoff) schockgefroren. Die Gewebestiucke wurden daraufhin in
Kryorohrchen gelagert. Zusatzlich wurde ein Teil des rechten Leberlappens (s.
Abbildung 4) in ein 50 ml-Zentrifugenrohrchen in 4 % gepuffertem Formafix fur 24 h
bei Raumtemperatur fixiert.
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Proc.caud

Abb. 4: Praparation der Leber (G. Hoffmann und H. Bentz, 1961, S.213)
Leberstiick a) Fixierung Formalin; b) Bestimmung der Eilast; ¢) Hydroxyprolin; d) Kryokonservierung fiir
die mRNA-Expressionsanalyse

Mit Hilfe einer Sartorius-Analysewaage wurden die Gesamtgewichte der einzelnen
Versuchstiere sowie die dazugehorigen Gewichte von Leber, Milz und der Leberanteile
erfasst.

2.3.3 Darmaufarbeitung

Bei diesen Versuchstieren wurde das Blutserum auf dieselbe Weise gewonnen, wie
bereits in 2.3.2 erlautert. Der Darm wurde am Magenausgang abgetrennt und
gewogen. Anschlielend wurden jeweils zwei Stlucke Dickdarm mit einem Gewicht
zwischen 20 und 30 pg fur die mRNA-Expression sowie ein weiteres Stuck fur die
Bestimmung der Eizahl kryokonserviert. Ein Dickdarmanteil wurde in Formafix fixiert.
Bei den Stucken des Dickdarms handelte es sich dabei jeweils um denselben

Darmabschnitt, um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.
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2.4 Histologische Analyse von Leber und Darm

2.4.1 Paraffin-Einbettung

Wie in Punkt 2.3.2 und 2.3.3 beschrieben, wurden die Gewebeproben des rechten
Leberlappens sowie definierte Anteile des Dickdarms fixiert. Hierdurch wurde eine
grolRtmogliche Erhaltung der Gewebearchitektur gewahrleistet. Die fixierten
Gewebestlcke wurden in Einbettkassetten uberfuhrt und in einem 1,5 I-Becherglas

gesammelt.

Fur die Dauer von 3 h wurden die Leber- und Darmproben unter flieRendem, kaltem
Leitungswasser gespult und so von Uberschussigem Formafix befreit.

Die weitere Entwasserung erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (4 h in 70 %
Ethanol, jeweils zweimal 4 h in 80 und 90 % Ethanol und dreimal 4 h in 100 % Ethanol).
Daraufhin wurden die Proben zweimal 4 h im Intermediarmedium Xylol inkubiert.

Das Paraffin wurde fur die Dauer von zweimal 4 h auf 56 °C erhitzt und die Gewebe in
der Einbettform mit dem verflissigten Paraffin Ubergossen. Anschliel3end wurden die
Proben bei -5 °C abgekuhlt, um das Paraffin zu verfestigen.

2.4.2 Anfertigung histologischer Schnitte von Leber und Darm

Unter Verwendung eines Rotationsmikrotoms wurden von den einzelnen
Paraffinblocken in Stufenschnitttechnik Gewebeschnitte von 5 uym Dicke angefertigt.
Die Blocke wurden zuvor 24 h bei -20 °C gekuhlt, um ein besseres Schnittergebnis zu
erzielen. Uber die Rutsche des Mikrotoms wurden die Schnitte in ein Streckbad,
bestehend aus 40 °C warmem destillietem Wasser, geleitet und auf
Adhasionsobjekttrager  gezogen. Uberschiissige Wasserreste zwischen
Paraffinschnitt und Objekttrager wurden durch Lagerung im Brutschrank uber Nacht
bei 60 °C entfernt.



Material und Methoden 18

2.4.3 Analyse der Granulomgrofe in Leber und Darm

2.4.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Gewebeschnitte von Leber und Darm wurden mit Xylol zweimal 5 min
entparaffiniert und mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe (100 % und 95 % Ethanol
jeweils zweimal 5 min, 70 % und 50 % Ethanol sowie Aqua dest. je 5 min lang)
rehydratisiert. Die Kernfarbung erfolgte in Hamalaun fur 5 min. Das Waschen der
Praparate fand durch kaltes Leitungswasser in Kombination mit nachfolgender
Inkubation in HCI-

EtOH fur 3 bis 4 sek statt. Das anschlielende Blauen unter warmem Leitungswasser
sorgte Uber eine Erhohung des pH-Wertes fur einen Farbumschlag der Kernfarbung
von rotlich-braun zum typischen Blauviolett. Die Zytoplasmafarbung fand in 0,1-
prozentiger wassriger Eosinlosung fur 3 min statt. Erneut wurde mit kaltem
Leitungswasser gewaschen, um uberschussige Farbereste zu entfernen. Im letzten
Farbeschritt wurde nun Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (analog zu s.o.) eine
Dehydratation der Schnitte erreicht, die daraufhin mit Xylol zweimal 5 min geklart

wurden. Die Proben wurden mit Eukitt® eingedeckt.

2.4.3.2 Bestimmung der GranulomgroRe

Mit Hilfe eines Polarisationsmikroskops inklusive der AxioCam MRc von Zeiss und der
Zen12 Imaging-Software wurden Granulome der angefertigten Leber- und
Darmschnitte bei 100-facher Vergrof3erung fotografiert. Diese wurden anschlieend
mit der Bildverarbeitungssoftware ImagedJ (Version 1.50i; National Institutes of Health,

USA) ausgemessen und ausgewertet.

2.4.4 Quantifizierung der Fibrose in Leber und Darm

2.4.4.1 Sirius Red Farbung

Die angefertigten Gewebeschnitte von Leber und Darm wurden zunachst mit Xylol
zweimal 5 min entparaffiniert und mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe (100 %
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zweimal 5 min, 95 % und 70 % Ethanol sowie Aqua dest. je 5 min lang) rehydratisiert.
Nach Zugabe der Sirius Red Losung (bestehend aus 0,5 g Direct Red, gelost in 500
ml Pikrinsaure) wurden die Proben 1 h in einem abgedunkelten Gefald auf einem
Schuttler geschwenkt. Die anionischen Seitenketten der Sirius Red Losung binden
dabei an die basischen Seitenketten des Kollagens. Hierdurch kommt es zur parallelen
Anlagerung an die Kollagenmolekule, welche sich infolgedessen lichtmikroskopisch
rot darstellen und sich gegenuber dem gelben Zytoplasma abgrenzen lassen. Das
Waschen danach erfolgte mit jeweils zweimal 5 min 0,5 % Essigsaure sowie 100 %
Ethanol. Zuletzt wurden die Proben mit Xylol 5 min geklart und wieder mit Eukitt®

eingedeckt.

2.4.4.2 Bestimmung des Fibrosegrades mittels ImageJ

Von den gefarbten Gewebeschnitten wurden Fotos bei 25-facher Vergrolerung
(Leber) bzw. 100-facher VergroRerung (Darm) angefertigt. Der Anteil Sirius Red
gefarbter, fibrotischer Areale (Sirius Red Farbung, SR) wurde ins Verhaltnis zum

ungefarbten Zytoplasma gesetzt.

2.5 Makroskopische Analyse von Leber- und Darmschadigung

2.5.1 Makroskopische Beurteilung der Leber

Der aulerlich erkennbare Leberschaden wurde anhand des in Tabelle 5 dargestellten
Scores ermittelt. Berucksichtigt wurden die Parameter Farbe, Knotenanzahl,
Oberflache und Konsistenz der Leber sowie das Gewicht von Leber und Milz.
Innerhalb der einzelnen Parameter wurde das Ausmal® der Schadigung
naherungsweise mit Hilfe der Abstufungen (-), (+) und (++) beschrieben. Die Skala

reicht dabei von 0= gesund bis 12= starke Infektion mit S. mansoni.

Tabelle 5: Score Makroskopischer Leberschaden (59)

Parameter Modalitat Score Level
Milzgewicht <0,1g (gesund) -

>0,11g +

>0,49 ++
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Lebergewicht <1,2g (gesund) -
>1,21g +
>2g ++

Farbe rot/glanzend -
dunkelrot/matt +
graulich/blass ++

Knoten keine -
gelegentlich +
flachendeckend ++

AuBenoberflache regelmaRig -
Furchen/Hocker +
makronodular ++

Konsistenz weich/elastisch -
hart +
rigide ++

2.5.2 Makroskopische Analyse des Darms

Das Ausmaly der makroskopischen Darmschadigung wurde anhand der beiden
Parameter Nekrose und Granulome analysiert und jeweils mit (1) bei Nichtauftreten
und (2) bei Vorhandensein beschrieben.

2.6 Bestimmung der Eilast in Leber und Darm

Kryokonservierte Leber- und Dickdarmstiucke definierten Gewichtes wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und mit einer Pinzette auf einen Objekttrager gegeben.
Unter Zuhilfenahme eines zweiten Objekttragers wurden Quetschpraparate erzeugt
und die sich darin befindlichen Eier zur Bestimmung der Eilast unter dem
Durchlichtmikroskop bei 100-facher VergroRerung ausgezahlt.

2.7 Bestimmung des Th1/Th2 Serum-Zytokinspiegels

Die Serumkonzentrationen der Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-13 und IL-4 wurden mit Hilfe

des Procartaplex Multiple Immunoassay Kits von ThermoFisher Scientific™ bestimmt.

Verwendet wurden hierfur die in Kapitel 2.3.2 gewonnenen Serumproben
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Tabelle 6: Ubersicht der analysierten Zytokine im Serum

Zytokin Brasilianischer Stamm Liberianischer Stamm
TNF-a n=38 n=7
IFN-y n=8 n=7
IL-13 n=7* n=7
IL-4 n=8 n=7

* Ein Messwert wurde aufgrund eines Messfehlers aus der Bewertung ausgeschlossen. n = Anzahl der
Mause; TNF-a = Tumornekrosefaktor-alpha; IFN-y = Interferon-gamma; ; IL-13 = Interleukin 13; IL-4 =
Interleukin 4.

Hierfur wurden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt:

Vorbereitung:

1.

Antigen-Standard |0sen:

Die Standards wurden zunachst fur 10 sek bei 2000 rpm zentrifugiert und in 250
ul Assay Puffer durch Vortexen fur 30 sek vermischt. AnschlieRend wurden die
Proben 10 min auf Eis gestellt.

Waschpuffer wurde bei Raumtemperatur im Verhaltnis 1:10 mit ddH20
verdinnt: 20 ml Puffer + 180 ml ddH20.

Serumproben wurden bei 20-25 °C fur 10 min bei 1000 x g zentrifugiert und
dann mit Puffer im Verhaltnis 1:3 verdunnt: 34 ul Puffer + 18 pl Serum.

4. Standard-Verdunnungsreihe wurde mit Universal Assay Puffer erstellt (auf Eis).

5. Vorbereitung der Antikorper: Antikorper wurden im Verhaltnis 1:50 verdunnt.

Durchfiihrung:

6. Beads:

a) Verwendung von 4 Kits (TNF-c, IFN-y, IL-4 und IL-13).

b) 400 pl Bead Solution (100 ul von jedem Kit) + 4500 yl Waschpuffer wurden
fur 30 sek gevortext.

c) Zugabe von jeweils 50 pl Beadmix in jedes Well (96 well Platte).

d) Um die Beads zu fixieren, wurden die Platten in einen Magneten gegeben.
Nach 2 min wurden die Platten ausgekippt bzw. ausgeklopft.

Waschen der Platten durch die Zugabe von jeweils 150 uyl Waschpuffer,

Ausschutten und Abklopfen von diesem nach 30 sek.

8. Aufbringen der Serumproben bzw. der Standards auf die Platten:
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Jeweils 50 yl der Serumproben bzw. Standards wurden in die Wells pipettiert,
welche anschliel3end mit einer Folie abgedeckt wurden. Die Platten wurden aus
dem Magneten genommen und fuar 1,5 h im Dunkeln gevortext. Wahrend die
Proben auf dem Vortexmischer waren, wurden die Antikorper vorbereitet (s.
Punkt 5). Nach Ablauf der Inkubation wurden die Platten wieder in den
Magneten gestellt und nach 30 sek ausgeschuttet bzw. ausgeklopft.

9. Dreimaliges Waschen der Platten: Hierfur erfolgte die Zugabe von jeweils 150
Ml Waschpuffer in jedes Well und das Ausschatten bzw. Ausklopfen nach 30
sek.

10.Zugabe der Antikorper: Pro Well wurden 25 pl Antikdrpersubstanz zugegeben
und die Platten anschlieRend aus dem Magneten genommen, um sie fur 30 min
im Dunkeln zu vortexen (mit Folie abgedunkelt). Daraufhin wurden die Platten
aus dem Magneten geholt und der Uberstand abgeklopft bzw. ausgeschiittet.

11.Siehe 9.

12.SAP-Zugabe: Um die Ergebnisse zum Schluss photometrisch detektieren zu
konnen, wurde pro Well 50 ul des Protein-Pigment-Komplexes Streptavidin-PE
zugegeben. Wieder wurden die Platten aus dem Magneten entfernt und
abgedeckt fur 30 min im Dunkeln geschuttelt. Nach erneutem Zurlckstellen in
den Magneten wurden sie nach 30 sek ausgeklopft.

13.Siehe 9.

14.Nach Zugabe von 120 reading Puffer in jedes Well wurden die Proben aus dem
Magneten entfernt und fur 5 min auf dem Reagenzglasschuttler im Dunkeln
geschuttelt. Hierdurch sollte ein Verklumpen der Beads verhindert werden.

15.Messung der Zytokinkonzentrationen im Serum in Relation zur Standardkurve.

2.8 mRNA-Expressionsanalysen aus dem Darmgewebe

Im Darmgewebe wurde die mRNA-Expression der unten aufgefuhrten
proinflammatorischen Zytokine anhand kryokonservierter Darmproben mittels
quantitativer Echtzeit-PCR bestimmt. Untersucht wurden dabei ausschliellich
Infektionsstarken von 100 Zerkarien; ebenso wurden Kontrollgruppen mit uninfizierten

Mausen ausgewertet.
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Tabelle 7: mRNA-Expression: Ubersicht der analysierten Zytokine aus dem Darmgewebe

Zytokin Brasilianischer Liberianischer Negativkontrolle
Stamm Stamm
TNF-a n=28 n=28 n=6
IL-6 n=8 n=8 n=6
IL-1B n=38 n=7* n==6

* Aufgrund eines Messfehlers wurde ein Wert aus der Bewertung ausgeschlossen. n = Anzahl der Tiere;
TNF-a = Tumornekrosefaktor-alpha; IL-6 = Interleukin 6; IL-1p = Interleukin 1 beta.

2.8.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die RNA-Isolierung erfolgte gemall dem Protokoll des ,RNeasy Plus Mini Kit* (Qiagen,
Hilden, Deutschland). Hierfur wurden die Gewebeproben (max. 30mg) zunachst in
Lysing Matrix-Tubes Uberfuhrt und je 600 pl RTL Plus-Puffer zugegeben, der zuvor mit
-Mercaoptoethanol versetzt wurde.

Dadurch wurden zum einen die Zellen des Darmgewebes lysiert und zum anderen

wurde dem Abbau durch spezifische und unspezifische RNasen entgegengewirkt.

Im FastPrep Homogenisator erfolgte durch 40 sek Zentrifugieren bei 6,0 rpm die
mechanische Homogenisierung der Proben. Anschlielend wurde das homogenisierte
Lysat fur 3 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der gewonnene
Uberstand auf eine spezielle Sdule (gDNA Eliminator spin column) pipettiert. Durch
erneutes Zentrifugieren bei >10000 rpm fur 30 sek wurden Uberschussige
Gewebereste herausgefiltert. Der Durchfluss wurde daraufhin mit 600 pl 70-
prozentigem Ethanol durch repetitives Pipettieren resuspendiert und der nach 15 sek
Zentrifugieren bei 10000 rpm erhaltene Durchfluss verworfen. Das Waschen der
Proben erfolgte unter Zugabe von im Kit enthaltenen Waschpuffern. Zunachst wurde
jeweils 700 yl RW1-Puffer zugegeben und die Proben fur 15 sek bei 10000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieser Schritt wurde mit 500 pl RPE-
Puffer wiederholt. Daraufhin wurde erneut 500 yl RPE-Puffer zugegeben, diesmal
jedoch fur 2 min zentrifugiert. Um Reste der Waschpuffer zu entfernen, wurden die
Filter in neue 2 ml-Auffanggefalle Uberfuhrt und fur 1 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die RNA, die am Filter
gebunden ist, durch Zugabe von 30 pl RNase free water fur 1 min bei 10000 rpm
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eluiert. Die Konzentration der RNA-LOosungen wurde mittels Photometer bei einer
Wellenlange von A= 260 nm quantifiziert.

Neben der optischen Dichte konnte auch die Ratio der jeweiligen Probe erfasst
werden. Diese gibt Auskunft Uber die Reinheit der zugehorigen Probe und sollte dabei
im Wertebreich zwischen 2,0 und 2,1 liegen. Vor Beginn der Messungen erfolgte der

Nullabgleich des Photometers mit 2 yl RNase free water.

2.8.2 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die reverse Transkription der zuvor isolierten Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung
des High-Capacity cDNA Reverse Transcritpion Kits von ThermoFisher Scientific™,
Germany. Ziel dieses Verfahrens ist die Transkription der RNA-templates in
einzelstrangige cDNA unter Verwendung einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase
(MultiScribe™ Reverse Transkriptase) sowie die daran anschlielende gezielte
Amplifikation der cDNA. Hierfir wurden zunachst die in 2.8.1 gewonnenen RNA-
Proben auf eine Konzentration von 500ng/ul eingestellt und folgender Mastermix

erstellt:

Tabelle 8: Mastermix/RT-PCR (Quelle: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits)

Mastermix/RT-PCR Menge
10X RT Buffer 2yl
10X RT Random Primers 2 ul
25X dNTP Mix (100mM) 0,8 ul
MultiScribe™ Reverse Transkriptase 1 ul
Nuclease-free H.O 4,2 ul

Daraufhin wurden jeweils 20 yl verdunnte RNA-L6sung mit 20 pyl Mastermix durch
mehrmaliges Pipettieren in einem 0,5 mI-Eppendorfgefal® vermischt.

Die RT-PCR wurde im Mastercycler gradient®von Eppendorf in vier Schritten
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde eine Probe statt mit RNA-LOosung mit Aqua dest.

versetzt.
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Tabelle 9: Protokoll RT-PCR/Zyklen (Quelle: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits)

Protokoll RT-PCR/Zyklen
1. Schritt 25°C fur 10 min
2. Schritt 37°C fur 120 min
3. Schritt 85°C fiir 5 min
4. Schritt 4°C fur co min

2.8.3 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)
Nach einer 1:5 Verdunnung erfolgte die Amplifikation der cDNA im TagMan 7900.
Als Fluoreszenzfarbstoff diente dabei FAM bei den verschiedenen Zytokinen bzw. VIC

bei GAPDH.

Tabelle 10: Zusammensetzung und Protokoll gPCR (Quelle: High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kits)

Mastermix/qPCR Assays Menge
2x TagMan Gene Expression Master Mix 10 pl
20x TagMan Gene Expression Assay 1 ul
RNase-free water 5ul
Mastermix/qPCR GAPDH Menge
2x TagMan Gene Expression Master Mix 10 pl
GAPDH-Primer-Mix 1,5 pl
RNase-free water 4,5 ul
GAPDH-Primer-Mix Menge
Forward Primer 0,7 ul
Reverse Primer 0,7 ul
Assay Probe 0,7 ul

Protokoll qPCR/ Zyklen

1. Schritt 50°C fur 2 min
2. Schritt 95°C fur 10 min
3. Schritt 95°C fur 15 sek x 45
4. Schritt 60°C fur 1 min x 45
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Die Analyse der erhaltenen ct-Werte (Threshold-Cycle) wurde mit der Statistiksoftware
SPSS durchgefuhrt. Die mRNA-Expression der untersuchten Zytokine wurde als

relativer Wert zum Referenz-Gen (housekeeping-gene) ermittelt.

2.9 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse wurde die Statistiksoftware SPSS (Version 25, 2017)
verwendet. Die Prufung der Normalverteilung erfolgte mit Hilfe des Kolmogorov-
Smirnov-Tests. Zur Auswertung wurden folgende statistische Testsysteme
herangezogen:

Normalverteilte Daten wurden mit dem Student’s T-Test ausgewertet.

Nicht normalverteilte Daten wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test/ Wilcoxon
Rangsummen-Test verglichen. Die Signifikanzniveaus sind in dieser Arbeit mit * (p <
0,05) und ** (p < 0,01) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Infektiositat der S. mansoni Stamme

Die Bestimmung der Gesamtwurmlast erfolgte bereits sechs Wochen p.i., da ab
diesem Zeitpunkt die adulten Wuiarmer von S. mansoni in den Bereich der
Mesenterialvenen zur Eiablage wandern. Um die Wiederfindungsrate zu erhohen,
wurde die Infektionsdosis, ausschliel3lich zur Bestimmung der Wurmlast, auf 300
Zerkarien pro Maus erhoht (Abbildung 5).

140 - * Abbildung 5: Gesamtwurmlast pro S.
mansoni Stamm. Weibliche NMRI Mause
120 - wurden mit 300 Zerkarien des bras. oder lib. S.
mansoni  Stammes infiziet und die
100 A Gesamtwurmanzahl in Leber und Darm 6
Wochen p.i. bestimmt. Dargestellt sind der
3 80 Mittelwert und die Standardabweichung von
_§ jeweils 10 Mausen (bras. Stamm) und 10
S 60 - Méausen (lib. Stamm). * p<0,05.
p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch;
40 - lib. = liberianisch.
20 A
0

300 Zerkarien

bras. Stamm mlib. Stamm

Infolge einer Infektion mit dem liberianischen S. mansoni Stamm konnte mit einer
durchschnittlichen Anzahl von 98,7£28,9 Wurmern pro Maus eine signifikant hohere
Wurmlast festgestellt werden als in den mit dem brasilianischen Vergleichsstamm
infizierten Mausen, in denen sich lediglich ein Wert von 63,3+39,2 Wirmern pro Maus
ergab.

3.2 Auswertung der Eilast in Leber und Darm

Zur Bestimmung der Eilast wurden Quetschpraparate von Lebern und Darmen
definierten Gewichtes angefertigt und die ermittelte Anzahl von Eiern auf das jeweilige
Gesamtgewicht des Organs ubertragen. Untersucht wurden in der Leber die
Infektionsstarken 25, 50 und 100 Zerkarien, im Darm die Infektionsdosis von 100
Zerkarien.
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Bei der Auszahlung der Eier unter dem Lichtmikroskop acht Wochen p.i. ergaben sich
dabei Unterschiede zwischen den beiden Organen Leber (Abbildung 6) und Darm
(Abbildung 7). Wahrend im Lebergewebe von beiden Parasitenstammen jeweils eine
ahnliche Anzahl an Eiern gefunden werden konnte, befanden sich im Darmgewebe
fast ausschlieBlich Eier des brasilianischen S. mansoni Stammes. Mit einer
durchschnittlichen Eilast von 42290+18409 im Vergleich zu 1046+784 lag hier im Darm
ein signifikanter Unterschied um den Faktor 40 vor.

70000 1 * Abbildung 6: Eilast im Darm. Weibliche
60000 - NMRI Mause wurden mit 100 Zerkarien des
bras. oder lib. S. mansoni Stammes infiziert
50000 - und die Eilast im Darm 8 Wochen p.i.
ausgezahlt. Dargestellt sind der Mittelwert und
40000 die Standardabweichung von 8 Mausen (bras.
ko) Stamm) und 10 M4usen (lib. Stamm).
w 30000 4 ** p<0,01. p.i. = post infectionem; bras. =
brasilianisch; lib. = liberianisch.
20000 -
10000 -
0 _

100 Zerkarien

bras. Stamm mlib. Stamm

35000
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0
25 Zerkarien 50 Zerkarien 100 Zerkarien

bras. Stamm mlib. Stamm

Abbildung 7: Eilast in der Leber. Weibliche NMRI M&use wurden mit 25, 50 oder 100 Zerkarien des
bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und die Eilast 8 Wochen p.i. bestimmt. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung fiir den bras. Stamm (25 und 50 Zerkarien jeweils n=8, 100
Zerkarien n=9) und den lib. Stamm (25 Zerkarien n=6, 50 und 100 Zerkarien jeweils n=7). Die Eilast
korreliert mit der urspriinglichen Infektionsdosis. ** p<0,01 (zwischen den einzelnen Infektionsstarken).
p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch; lib. = liberianisch; n = Anzahl der Mause.
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Innerhalb der Leber zeigte sich bei beiden Stammen eine positive Korrelation zwischen
initialer Infektionsdosis und detektierter Eilast, wobei lediglich beim brasilianischen
Stamm zwischen den Infektionsstarken 25 und 50 Zerkarien der Anstieg der Eilast

signifikant war.

3.3 Auswirkungen der unterschiedlichen Infektionsstarken auf den Krank-

heitsverlauf

Um die unterschiedlichen Krankheitsverlaufe zu analysieren, wurden
Gewichtsveranderungen der untersuchten Organe in Relation zum Korpergewicht der
jeweiligen Maus bestimmt. Zusatzlich erfolgte eine makroskopische Bewertung der
Lebern und Darme anhand eines in der Laborgruppe ermittelten Scores.

3.3.1 Makroskopische Analyse der infektionsbedingten Veranderungen in Le-
bern und Milzen

Zur Analyse der Veranderungen von Lebern und Milzen acht Wochen p.i. wurde ein
Scoring-System verwendet, welches anhand von strukturellen Organveranderungen
das Ausmal der Organschadigung widerspiegelt (vgl. hierzu Kapitel 2.5.1).

Die Charakterisierung morphologischer Anderungen wurde anhand von praparierten
Lebern und Milzen vorgenommen (Abbildung 8).

Hierbei wiesen die Organe der mit dem liberianischen Stamm infizierten Mause in allen
drei Infektionsstarken eine Oberflache auf, die durch UnregelmaRigkeiten und
zahlreiche Knoten gekennzeichnet war. Der brasilianische Stamm hingegen
verursachte deutlich schwacher ausgepragte Pathologien (Abbildung 9). Bei beiden
Stammen war eine positive Korrelation zwischen initialer Infektionsdosis und Score zu

beobachten, wobei die Anderungen stets signifikant waren.
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A. Brasilianischer S. mansoni Stamm

25 Zerkarien 50 Zerkarien 100 Zerkarien
25 Zerkarien 50 Zerkarien 100 Zerkarien

C. Uninfizierte Kontrolle

B. Liberianischer S. mansoni Stamm

|v

Abbildung 8: Ubersicht repriasentativer Abbildungen von Lebern und Milzen. Weibliche NMRI
Mause wurden mit 25, 50 oder 100 Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und die
Aufnahmen 8 Wochen p.i. erstellt. (A) bras. Stamm (B) lib. Stamm (C) Naive. p.i. = post infectionem;
bras. = brasilianisch; lib. = liberianisch.
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Abbildung 9: Makroskopischer Leberscore. Weibliche NMRI Mause wurden mit 25, 50 oder 100
Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und der Score 8 Wochen p.i. erhoben
(genauere Ubersicht tiber die 5 Parameter des Scoring-Systems in Tabelle 5). Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung fiir den bras. Stamm (25 und 50 Zerkarien jeweils n=8, 100
Zerkarien n=9) und den lib. Stamm (25, 50 und 100 Zerkarien jeweils n=7). * p<0,05 bzw. ** p<0,01 (lib.
Stamm vs. bras. Stamm). Der Score korreliert mit der initialen Infektionsdosis. # p<0,05 bzw. ## p<0,01
(zwischen den einzelnen Infektionsstarken). p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch; lib. =
liberianisch; n = Anzahl der Mause.

Auch das Ausmal} der Hepatosplenomegalie (charakterisiert durch die Leber- und
Milzindices in Abbildung 10 und 11) war in allen Infektionsstarken beim liberianischen
Stamm deutlich ausgepragter als beim brasilianischen Vergleichsstamm. Das
Verhaltnis von Leber in Relation zum Gesamtgewicht der Maus war in allen drei
Infektionsstarken beim liberianischen Stamm signifikant hoher (Abbildung 10).
Insgesamt korrelierte die LebervergroRerung in allen drei Infektionsstarken mit der

initialen Infektionsdosis.

Nach Infektion mit dem brasilianischen Stamm war die Gewichtszunahme der Leber
zwischen der Infektionsdosis 25 (0,052+0,008) zu 50 Zerkarien (0,062+0,005)
signifikant, wohingegen beim liberianischen Stamm ein signifikanter Unterschied
zwischen 50 (0,073%0,007) und 100 (0,093+0,009) Zerkarien festgestellt werden
konnte.

Auch die MilzvergroRerung war beim brasilianischen Stamm geringer ausgepragt, und

wieder orientierte sich die Gewichtszunahme der Milz an der initialen Infektionsdosis.
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Abbildung 10: Leberindices. Weibliche NMRI Mause wurden mit 25, 50 oder 100 Zerkarien des bras.
und lib. S. mansoni Stammes infiziet und das Verhalinis der Gewichte von Leber zu
Gesamtkorpergewicht 8 Wochen p.i. ermittelt. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung flr den bras. Stamm (25 und 50 Zerkarien jeweils n=8, 100 Zerkarien n=9), den
lib. Stamm (25, 50 und 100 Zerkarien jeweils n=7) und Naive (n=9). * p<0,05 bzw. ** p<0,01 (lib. Stamm
vs. bras. Stamm). Die Gewichtszunahme im Verhaltnis zum Gesamtkdrpergewicht korreliert mit der
initialen Infektionsdosis. ## p<0,01 (zwischen den einzelnen Infektionsstarken). p.i. = post infectionem;
bras. = brasilianisch; lib. = liberianisch; n = Anzahl der Mause.
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Abbildung 11: Milzindices. Weibliche NMRI Mause wurden mit 25, 50 oder 100 Zerkarien des bras.
und lib. S. mansoni Stammes infiziert und das Verhéltnis der Gewichte von Milz zu
Gesamtkorpergewicht 8 Wochen p.i. ermittelt. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung flr den bras. Stamm (25 und 50 Zerkarien jeweils n=8, 100 Zerkarien n=9), den
lib. Stamm (25, 50 und 100 Zerkarien jeweils n=7) und Naive (n=9). * p<0,05 (lib. Stamm vs. bras.
Stamm). Die Gewichtszunahme der Milz im Verhaltnis zum Gesamtkdrpergewicht korreliert mit der
initialen Infektionsdosis. ## p<0,01 (zwischen den einzelnen Infektionsstarken). p.i. = post infectionem;
bras. = brasilianisch; lib. = liberianisch; n = Anzahl der Mause.
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3.3.2 Makroskopische Veranderungen des Darmes

In Bezug auf makroskopisch feststellbare Veranderungen im Bereich des Darmes
infolge einer Infektion mit 100 Zerkarien verursachte der brasilianische S. mansoni
Stamm acht Wochen p.i. deutlich starkere Veranderungen als der liberianische

Stamm.

Morphologische Veranderungen des Darmes wurden anhand der praparierten Darme
infizierter Mause (Abbildung 12A) mittels eines Scores (siehe hierzu Kapitel 2.5.2)
bewertet. Die Darme der Mause, die mit dem brasilianischen Stamm infiziert wurden,
wiesen im Vergleich deutlich mehr entzindliche Nekrosen und Granulome auf. Dies
resultierte darin, dass der brasilianische Stamm mit einer Punktzahl von 2+0 einen
signifikant hoheren Wert erzielte als der liberianische Stamm mit 0,1+0,32 Punkten
(Abbildung 12B).

Entsprechende Ergebnisse ergaben sich auch bei Auswertung der Darmindices
(Abbildung 12C), bei denen die Darmgewichte jeweils in Bezug zum Gesamtgewicht
der Maus gesetzt wurden. Die Darme der mit dem brasilianischen Stamm infizierten
Mause machten einen signifikant hoheren Anteil am Gesamtgewicht der Maus aus
(0,179+0,023), verglichen mit den Mausen, die mit dem liberianischen Stamm infiziert
wurden (0,127+0,021). Bei beiden Stammen war dieser Indexwert im Vergleich zur
Kontrolle (0,090+0,009) signifikant erhoht.
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Abbildung 12: Makroskopische Veranderungen des Darmes. Weibliche NMRI Mause wurden mit
100 Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und die Ergebnisse 8 Wochen p.i.
erhoben. (A) Reprasentative Bilder vom Darm. (B) Darmscore (genauere Ubersicht tber die 2
Parameter des Scoring-Systems in Kapitel 2.5.2). Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung von 8 Mausen (bras. Stamm) und 10 Mausen (lib. Stamm). ** p<0,01 (bras.
Stamm vs. lib. Stamm). (C) Darmindices. Abgebildet ist das Verhaltnis der Gewichte von Darm zum
Gesamtkorpergewicht der Maus. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von 8
Mausen (bras. Stamm), 10 Mausen (lib. Stamm) und 6 Mausen (Naive). ** p<0,01 (bras. Stamm vs. lib.
Stamm). ## p<0,01 (lib. und bras. Stamm vs. Kontrolle). p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch;
lib. = liberianisch.

3.4 Mikroskopische Veranderungen in Leber- und Darmgewebe

3.4.1 Auswertung der GranulomgroBe in Leber und Darm

Die morphometrische Analyse der Eigranulome im Leber- und Darmgewebe wurde
acht Wochen p.i. anhand von Gewebeschnitten durchgefuhrt (Abbildung 13A und
Abbildung 14A).
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Bei beiden S. mansoni Stammen zeigte sich eine positive Korrelation zwischen initialer
Infektionsdosis und Zunahme der GranulomgroRe (Abbildung 13B).

Bei dem liberianischen S. mansoni Stamm war dieser Anstieg zwischen allen drei
Infektionsdosen jeweils signifikant. Bei dem brasilianischen Stamm war lediglich der
GroRenunterschied zwischen den Infektionsdosen 50 und 100 Zerkarien signifikant.
Im direkten Vergleich beider Stamme bei identischen Infektionsstarken verursachte
der brasilianische Stamm in der niedrigsten (25) und mittleren Infektionsstarke (50)
grolere hepatische Granulome als der liberianische Stamm, wobei der Unterschied in
der Infektionsstarke mit 25 Zerkarien mit 171,246,6 ym? (brasilianischer Stamm) zu
150,9£17,9 ym? (liberianischer Stamm) signifikant war. In der hochsten Infektionsdosis
mit 300 Zerkarien hingegen waren die Granulome im Lebergewebe der Mause, die mit
dem liberianischen Stamm infiziert wurden, mit einer durchschnittlichen Grof3e von
187,2+5,8 ym? im Vergleich zu 178,7+7,1 ym? (brasilianischer Stamm) signifikant

grofer.

In der Auswertung der intestinalen Granulome (Abbildung 14B) wies der brasilianische
Stamm mit einer durchschnittichen Granulomgré3e von 180,0+5,1 pym? einen
signifikant hdheren Wert auf als die intestinalen Granulome der mit dem liberianischen
Stamm infizierten Mause (172,616,4 pm?).
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Abbildung 13: Hepatische Granulome. Weibliche NMRI Mause wurden mit 25, 50 oder 100 Zerkarien
des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und die Ergebnisse 8 Wochen p.i. erhoben.
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung fiir den bras. Stamm (25 und 50 Zerkarien
jeweils n=8, 100 Zerkarien n=9) und den lib. Stamm (25, 50 und 100 Zerkarien jeweils n=7). (A)
Granulombilder. Dargestellt sind Granulome reprasentativer Leberschnitte (Hamatoxylin/Eosin
Farbung, H&E) bei 100-facher VergroRerung. (B) GranulomgroBe. * p<0,05 (lib. Stamm vs. bras.
Stamm). Die GrofRenzunahme der Granulome korreliert mit der initialen Infektionsdosis. # p<0,05 bzw.
## p<0,01 (zwischen den einzelnen Infektionsstarken). p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch; lib.
= liberianisch; n = Anzahl der Mause.
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Abbildung 14: Intestinale Granulome.
Weibliche NMRI Mause wurden mit 100 Zer-
karien des bras. und lib. S. mansoni Stammes
infiziert und die Ergebnisse im Darm 8 Wochen
p.i. bestimmt. (A) Granulombilder.
Darstellung reprasentativer Granulome (-) in
Darmschnitten (Hamatoxylin/Eosin Farbung,
H&E) bei 100-facher VergrofRerung. (B) Gra-
nulomgroBe. Dargestellt sind der Mittelwert
und die Standardabweichung von 8 Mausen
(bras. Stamm) und 10 Mausen (lib. Stamm). *
p<0,05 (bras. Stamm vs. lib. Stamm). p.i.
post infe-ctionem; bras. = brasilianisch; lib.
libe-rianisch.

3.4.2 Quantifizierung der Fibrose in Leber und Darm

Das Ausmal} der Fibrose im Lebergewebe wurde acht Wochen p.i. anhand von
Leberschnitten (Abbildung 15) bestimmt. Der Anteil fibrotischer Areale (Sirius Red

Farbung, SR) wurde ins Verhaltnis zum ungefarbten Zytoplasma gesetzt und so ein

prozentualer Anteil berechnet (Abbildung 16). Bei beiden S. mansoni Stammen konnte

eine positive Korrelation zwischen initialer Infektionsdosis und dem Fibrosegrad

beobachtet werden. Im Vergleich von brasilianischem und liberianischem Stamm

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Im Darmgewebe lie} sich das Ausmal} der Fibrose nicht auf dieselbe Weise ermitteln.
Aufgrund der Beschaffenheit bzw. Kontraktilitdt des Gewebes erwiesen sich die

Darmpraparate als ungeeignet.

Brasilianischer S. mansoni Stamm
25 Zerkarien 50 Zerkarien 100 Zerkarien

Liberianischer S. mansoni Stamm
25 Zerkarien 50 Zerkarien 100 Zerkarien

Abbildung 15: Ubersicht reprisentativer Abbildungen der Fibrose im Lebergewebe. Weibliche
NMRI Mause wurden mit 25, 50 oder 100 Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert.
Dargestellt sind reprasentative Leberschnitte 8 Wochen p.i. bei 25-facher Vergrofierung (Sirius Red
Farbung, SR). Fibrosierte Areale sind durch Sirius Red rot angefarbt.
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Abbildung 16: Fibrosegrad im Lebergewebe. Weibliche NMRI M&use wurden mit 25, 50 oder 100
Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und der Anteil Sirius Red gefarbter,
fibrotischer Areale im Verhaltnis zum Gesamtzytoplasma 8 Wochen p.i. bestimmt. Dargestellt sind der
Mittelwert und die Standardabweichung fiir den bras. Stamm (25 Zerkarien n=7, 50 Zerkarien n=8 und
100 Zerkarien n=9) und den lib. Stamm (25, 50 und 100 Zerkarien jeweils n=7). Die Zunahme des
Fibrosegrades korreliert mit der initialen Infektionsdosis. p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch;
lib. = liberianisch; n = Anzahl der Mause.

3.5 Analyse des Th1/Th2 Serum-Zytokinspiegels

Die Serumkonzentrationen der Th1-Zytokine TNF-a und IFN-y sowie der beiden Th2-
Zytokine 1L-13 und IL-4 wurden acht Wochen p.i. mittels des Procartaplex Multiple
Immunoassays bestimmt (Abbildung 17). Untersucht wurde jeweils nach einer
Infektion mit 100 Zerkarien pro Maus. Aufgrund eines Messfehlers wurde bei IL-13 ein
Messwert des brasilianischen Stammes ausgeschlossen.

Bei keinem der vier untersuchten Zytokine ergaben sich im direkten Vergleich

signifikante Unterschiede zwischen den beiden untersuchten S. mansoni Stammen.
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Abbildung 17: Serumspiegel der Th1- und Th2-Zytokine. Weibliche NMRI Mause wurden mit 100
Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und das Serumlevel der untersuchten
Zytokine 8 Wochen p.i. bestimmt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung der Th1-
Antwort (A) TNF-a (bras. Stamm n=8; lib. Stamm n=7) und (B) IFN- (bras. Stamm n=8; lib. Stamm
n=7) sowie der Th2-Antwort (C) IL-13 (bras. Stamm n=7%; lib. Stamm n=7) und (D) IL-4 (bras. Stamm
n=8; lib. Stamm n=7). * Ein Messwert wurde aufgrund eines Messfehlers aus der Bewertung
ausgeschlossen. p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch; lib. = liberianisch; n = Anzahl der Mause;

IFN-y = Interferon-gamma; TNF-a = Tumornekrosefaktor-alpha; IL-13 = Interleukin 13; IL-4 = Interleukin
4.

3.6 Auswertung der mRNA-Expressionsanalysen

Aufgrund der festgestellten makroskopischen und histologischen Unterschiede im
Bereich des Darmes wurden mRNA-Expressionsanalysen proinflammatorischer
Zytokine im Darmgewebe durchgefuhrt. Hierfur wurde acht Wochen p.i. das

Expressionslevel der Zytokine TNF-a, IL-6, IL-13 anhand von Gewebeproben des
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Darmes bestimmt (Abbildung 18). Bei IL-13 wurde ein Messwert des liberianischen

Stammes wegen eines Messfehlers aus der Bewertung ausgeschlossen.

Bei allen drei untersuchten Zytokinen war die mRNA-Expression im Darmgewebe
infolge einer Infektion mit dem brasilianischen oder liberianischen S. mansoni Stamm
im Vergleich zu den uninfizierten Negativkontrollen erhoht. Dabei war der Unterschied
bei IL-6 und IL-1p jeweils statistisch signifikant, wohingegen bei TNF-a lediglich eine
nicht signifikante Erhdhung vorlag.

Im direkten Vergleich der beiden S. masoni-Stamme zeigte der liberianische Stamm
erhohte Expressionslevel bei den beiden Zytokinen TNF-c. und IL-6. Die Erhdhung von
IL-6 war mit durchschnittlich 85,09+52,23 beim liberianischen Stamm zu 39,43+18,22
beim brasilianischen Stamm statistisch signifikant. Beim TNF-a hingegen lag lediglich
ein nicht signifikanter Unterschied von 2,98+1,76 beim liberianischen Stamm
gegenuber 2,05+0,49 beim brasilianischen Stamm vor.

Bei IL-13 wiederum war es der brasilianische Stamm, der mit einem durchschnittlichen
Expressionslevel von 3,06+1,60 eine nicht signifikante Erhohung im Vergleich zum
liberianischen Stamm mit 2,85+1,55 aufwies.
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Abbildung 18: mRNA-Expression im Darmgewebe. Weibliche NMRI Mause wurden mit 100
Zerkarien des bras. und lib. S. mansoni Stammes infiziert und die Ergebnisse 8 Wochen p.i. erhoben.
Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung der untersuchten Zytokine als Vielfaches
der Kontrolle GAPDH. (A) TNF-a und (B) IL-6 (bras. Stamm n=8; lib. Stamm n=8; Naive n=6) und (C)
IL-1B (bras. Stamm n=8; lib. Stamm n=7; Naive n=6). * p<0,05 (bras. Stamm vs. lib. Stamm). # p<0,05
bzw. ## p<0,01 (lib. und bras. Stamm vs. Kontrolle). p.i. = post infectionem; bras. = brasilianisch; lib. =
liberianisch; n = Anzahl der Mause; TNF-o. = Tumornekrosefaktor-alpha; IL-6 = Interleukin 6; IL-
1B = Interleukin 1 beta.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Hypothese zu Uberprufen, ob der brasilianische S.
mansoni Stamm (Belo Horizonte) pathogener ist im Vergleich zum westafrikanischen

Vergleichsstamm (Liberia).

In allen Analysen ergab sich zunachst eine positive Korrelation zwischen initialer
Infektionsdosis und daraus resultierenden pathophysiologischen Veranderungen.
Zudem konnte gezeigt werden, dass der liberianische Stamm eine hohere Infektiositat
(Gesamtwurmlast) erreicht als der brasilianische. Trotz dieser Tatsache konnte bei
einer Infektion mit dem brasilianischen Stamm eine 40-fach hohere Eilast im

Darmgewebe nachgewiesen werden.

Des Weiteren ergaben die Analysen, dass der liberianische Stamm im Vergleich zum
brasilianischen Stamm ausgepragte makroskopische Veranderungen von Leber und
Milz hervorruft. Da sich auf histologischer Ebene jedoch in diesen Bereichen keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Stammen zeigten, sind die starkeren
Pathologien vermutlich auf eine deutlichere Th1-Reaktion des Wirtes infolge einer

Infektion mit dem liberianischen S. mansoni Stamm zurtckzufihren.

Im Bereich des Darmes hingegen verursachte der brasilianische Stamm sowohl
makroskopisch als auch histologisch starkere Pathologien. Es stellte sich allerdings
durch mRNA-Expressionsanalysen des Darmgewebes heraus, dass diese nicht durch
eine ausgepragte Th1-Reaktion des brasilianischen Stammes ausgeldst werden.
Vielmehr war es der liberianische Stamm, der den Wirt zu einer vermehrten Produktion
proinflammatorischer Zytokine anregte. Ein Erklarungsansatz konnte im Lebensyzklus
der Parasiten liegen. Aufgrund der starkeren inflammatorischen Reaktion des Wirtes,
ausgelost durch den liberianischen Stamm, konnten dessen Eier leichter die
Darmwand passieren und ausgeschieden werden. Umgekehrt verblieben die Eier des
brasilianischen Stammes langer im Wirt und konnten somit die ausgepragten

Darmschadigungen verursachen.
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4.1 Diskussion der Methodik

Erste Studien zur Schistosomiasis, in denen Mause als Modellorganismen verwendet
werden, stammen bereits aus dem Jahr 1915 (60). Der Infektionszyklus des brasilia-
nischen S. mansoni Stammes (Belo Horizonte) mit Biomphalaria glabrata als Zwi-
schen- und NMRI Mausen als Endwirt wird seit etwa funf Jahren im parasitologischen
Forschungslabor der Universitatsmedizin Rostock verwendet. Zuvor wurde der Zyklus
uber Jahrzehnte mit einem afrikanischen (Mozambique) S. mansoni Stamm aufrecht-
erhalten. Diese Umstellung erforderte erhebliche Anpassungsmafllnahmen. Der
Infektionsvorgang der Schnecken wurde nicht mehr mit Hilfe von Kotproben infizierter
Mause Uber sieben Tage lang durchgefuhrt, sondern nur noch einmalig durch die
Zugabe von Quetschpraparaten von Lebern und Teilen des Darmes infizierter Mause.
Auch mussten die Infektionsdosen herabgesetzt werden, da die Mause deutlich friher
verstarben. Eine unterschiedliche Pathogenitat der beiden Stamme wurde vermutet,
bis dato allerdings nicht naher erforscht. Die Untersuchung eben dieser Fragestellung
stand im Zentrum dieser Arbeit. Da der ursprunglich verwendete afrikanische S.
mansoni Stamm aus Mozambique nicht zu beschaffen war, wurden die vergleichenden
Analysen mit einem westafrikanischen (Liberia) S. mansoni Stamm einer
kollaborierenden Arbeitsgruppe unter der Leitung von Prof. Christoph Grevelding
(Institut fur Parasitologie in Gie3en) durchgefuhrt. Selbstverstandlich unterscheidet
sich der Verlauf der Schistosomiasis bei Mensch und Maus in einigen Punkten. Dies
muss bei der Ubertragung von Ergebnissen auf den Menschen bedacht werden
(16,31,61). Dennoch sind sich die grundsatzlichen immunologischen Vorgange bei
Mensch und Maus sehr ahnlich. Nicht zuletzt aus ethischer Sicht stellen Mause daher
einen guten Modellorganismus fur die Erforschung der Schistosomiasis dar (62).

4.2 Vergleich der Infektiositat der Schistosoma mansoni Stamme

Sechs Wochen p.i. konnte, verglichen mit dem brasilianischen Stamm, im
Gefaldsystem der Leber und des Darmes eine signifikant hohere Anzahl adulter
Wurmer des liberianischen Stammes festgestellt werden. Da die Infektionen unter
vergleichbaren Bedingungen durchgefuhrt wurden (63), deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass sich der liberianische Stamm leichter in den NMRI Mausen etablieren lasst
als der brasilianische Vergleichsstamm, und der liberianische Stamm somit eine



Diskussion 45

hohere Infektiositat besitzt. Eine geringe Wurmlast bzw. Infektiositat beim Stamm aus
Belo Horizonte konnte bereits in einer Studie aus dem Jahr 2012 nachgewiesen
werden (64). Fur diese wurden weibliche SPF-Mause infiziert und die Anzahl adulter
Wurmer acht Wochen p.i. bestimmt. Verglichen wurden neben dem Stamm aus Belo
Horizonte noch zwei weitere brasilianische Stamme aus dem Bundesstaat Sdo Paulo
(Vale do Rio Paraiba; Jardim Sdo Domingos, Campinas). Sowohl bezuglich der
ermittelten Gesamtwurmlast als auch hinsichtlich der Wurmanzahl im Verhaltnis zur
eingesetzten Zerkarienmenge war der Stamm aus Belo Horizonte den anderen beiden

signifikant unterlegen.

Bedacht werden muss bei der Bewertung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
dass durch die Verwendung der Gesamtwurmlast als alleinigen Indikator fur die
Infektiositat ein Teilaspekt aufler Acht gelassen wird: Der Anteil penetrierender
Zerkarien, der sich zu adulten Warmern entwickelt, ist nicht bei allen Schistosomen-
Arten identisch (65). Da jedoch nicht eingedrungene Zerkarien, sondern die von
herangereiften Weibchen abgelegten Eier die schwerwiegenden Veranderungen im
Rahmen der chronischen Schistosomiasis auslosen (1,66), stellt letztendlich die
Anzahl adulter Wurmpaare den entscheidenden Faktor zur Beurteilung der Infektiositat
dar.

4.3 Bewertung der Eilast in Leber und Darm

Trotz der signifikant geringeren Wurmlast fuhrte der brasilianische Stamm acht
Wochen p.i. zu einer in Summe deutlich hdheren Eizahl als der liberianische Stamm.

Ausgewertet wurde die Eimenge in den in erster Linie betroffenen Organen Leber und
Darm (2,67). Wahrend sich die Unterschiede in der Leber noch in allen drei
Infektionsstarken als unerheblich darstellten, fand sich im Darmgewebe infolge einer
Infektion mit dem brasilianischen Stamm eine 40-fach hohere Menge an Eiern als beim
liberianischen Vergleichsstamm. Somit Iasst sich die anfangs gestellte Frage, ob ein
hohes Mal} an Infektiositat gleichbedeutend mit einer hohen Eianzahl ist, anhand der
vorliegenden Daten verneinen. Die Ergebnisse konnten auf eine erhohte
Reproduktivitat des brasilianischen Stammes hinweisen, die in der vorliegenden Arbeit

jedoch nicht bestimmt wurde. Hierfir waren andere Untersuchungen notwendig,
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beispielsweise eine Kultur der Wurmer und eine Analyse der Eizahl unter in vitro
Bedingungen.

Des Weiteren fuhrte eine hohere Infektionsdosis bei beiden S. mansoni Stammen zu
einer erhohten Eilast in der Leber. Dies ist schlissig, da aus einer grofieren Menge
von Zerkarien eine hohere Anzahl adulter Wirmer entsteht. Dass diese Korrelation in
gewissen Grenzen Bestand hat, ist in der Literatur beschrieben (68).

Die ahnliche Eizahl in der Leber und die wiederum signifikant unterschiedliche Summe
an Eiern im Darm kdnnte darauf zurlckzufuhren sein, dass der Anteil der via Blutstrom
zur Leber transportierten Eier beim liberianischen Stamm deutlich hoher ist als beim
brasilianischen. Mdglicherweise sind die Eier des brasilianischen Stammes durch den
Stachel starker im Bereich des Darmes verankert. Untersuchungen in diese Richtung

sollten Bestandteil zukunftiger Studien sein.

4.4 Auswirkungen der beiden Schistosoma mansoni Stamme und deren

unterschiedliche Infektionsstarken auf den Krankheitsverlauf

4.41 Untersuchung der hepatolienalen Schistosomiasis

Im Rahmen der hepatolienalen Schistosomiasis kommt es zu pathophysiologischen
Veranderungen im Bereich von Leber und Milz. Diese sind auf Parasiteneier
zurUckzufuhren, die sich in den prasinusoidalen Pfortaderasten des Wirtes verfangen
und in der Folge zur Entstehung hepatischer Granulome und dem Einsetzen

fibrotischer Prozesse im Lebergewebe fuhren (2,16).

In der vorliegenden Arbeit verursachte der liberianische S. mansoni Stamm acht
Wochen p.i.in allen drei Infektionsstarken im Bereich dieser beiden Organe
ausgepragte makroskopische Veranderungen. So war das Ausmall der
Hepatosplenomegalie, bestimmt als relative Gewichtszunahme von Leber und Milz im
Verhaltnis zum Korpergewicht, beim liberianischen Stamm signifikant starker
ausgepragt als beim brasilianischen Stamm. Ebenso wies die Leberoberflache infolge
einer Infektion mit dem liberianischen Stamm unter anderem mehr makronodulare
Knoten auf und war in ihrer Konsistenz deutlich harter. Sowohl die Granulombildung,
reguliert durch CD4+ T-Lymphozyten und deren Zytokine (23), als auch die
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Fibrosierung werden in der Literatur als mitverantwortliche Ausloser fur die
VergroRerung von Leber und Milz im Rahmen der hepatolienalen Schistosomiasis
genannt (21,69). Wahrend hepatische Granulome eine allmahliche Vergrolierung der
Leber bedingen, fuhren fibrotische Gefallverschlusse uber portale Hypertension und
Hyperplasie des retikuloendothelialen Systems zur Splenomegalie (31,70). Vor
diesem Hintergrund konnen die histologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
nicht die signifikanten makroskopischen Unterschiede zwischen den beiden
Parasitenstammen erklaren. Denn das Ausmald der Fibrose war in den drei
untersuchten Infektionsstarken bei beiden S. mansoni Stammen auf einem ahnlichen
Niveau. Zudem ergab sich bei der Auswertung der Granulomgrofie ein heterogenes
Bild. Wahrend der brasilianische Stamm in den Infek-tionsstarken 25 und 50 Zerkarien
groRere Granulome verursachte, erzeugte der liberianische Stamm in der
Infektionsstarke mit 100 Zerkarien signifikant groRere Granulome. Da die ermittelte
Eimenge im Lebergewebe bei beiden Parasitenstammen in allen Infektionsstarken
jeweils vergleichbar war, scheinen die verschiedenen Krankheitsauspragungen in
diesen Organen direkt auf individuelle Unterschiede der beiden Parasitenstamme
zuruckzufuhren zu sein. Daher konnten die Ergebnisse darauf hinweisen, dass der
liberianische Stamm eine starkere inflammatorische Wirkung auf den Wirtsorganismus
ausubt, als es beim brasilianischen Stamm der Fall ist. Hierdurch lieRen sich die
groReren Indizes von Leber und Milz infolge einer Infektion mit dem liberianischen S.
mansoni Stamm erklaren. Beim Vergleich der verschiedenen Infektionsstarken
miteinander ergab sich ein einheitliches Bild. Das Ausmal}l makroskopischer
Pathologien von Leber und Milz korrelierte mit der eingesetzten Infektionsstarke,
wobei insbesondere im Scoring-System der Leber die Unterschiede stets signifikant
waren. Ebenso konnte auf histologischer Ebene eine stetige Zunahme der
GranulomgrofRe und des Fibrosegrades festgestellt werden, wobei die Unterschiede

nicht immer signifikant waren.

4.4.2 Untersuchung der intestinalen Schistosomiasis

Da die vermutete starkere Pathogenitat des brasilianischen Stammes durch die
Untersuchungen von Lebern und Milzen nicht bestatigt werden konnte, wurden
infektionsbedingte Veranderungen des Darmes analysiert. Pathologien im Bereich des

Darmes manifestieren sich im Rahmen einer chronischen Schistosomiasis in erster
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Linie im Dickdarm (71). Neben Granulomen und Fibrosierungsprozessen konnen die
ausgelosten Entzindungen auch zu Ulzerationen fuhren (16,72).

In der vorliegenden Arbeit verursachte der brasilianische S. mansoni Stamm acht
Wochen p.i. sowohl auf makroskopischer als auch auf histologischer Ebene starkere
Veranderungen in diesem Bereich. So konnten infolge einer Infektion mit dem
brasilian-ischen Stamm eine starke Erhohung des relativen Darmgewichtes sowie
deutlich mehr Nekrosen und intestinale Granulome als beim liberianischen Stamm
festgestellt werden. Zudem waren die intestinalen Granulome des brasilianischen
Stammes signifikant gro3er als beim liberianischen Stamm.

Bei isolierter Betrachtung der Ergebnisse des Darmes konnte daher vermutet werden,
dass der brasilianische S. mansoni Stamm eine starkere Th1-Reaktion auslost und die
starkeren Pathologien im Bereich des Darmes damit zu erklaren sind.

Allerdings wurden die Erkenntnisse aus den Bereichen Leber und Milz dieser
Annahme widersprechen. Diese deuten eher auf eine starke proinflammatorische
Reaktion des liberianischen Stammes hin. Ein moglicher Erklarungsansatz konnte im
Lebenszyklus von S. mansoni liegen. Dessen Eier |6sen notwendigerweise
Entzindungsreaktionen im Bereich des Darmes aus, um die Darmwand zu passieren
und schlieBlich mit dem Faeces ausgeschieden zu werden (1). Unter der Annahme,
dass der liberianische Stamm eine starkere inflammatorische Immunreaktion des
Wirtes verursacht, wurden dessen Eier deutlich kurzer im Darmbereich verbleiben.
Umgekehrt kdonnten die Eier des brasilianischen Stammes aufgrund der langeren
Verweildauer im Darm ausgepragte intestinale Pathologien hervorrufen. Diese These
wurde auch die deutlich geringere Menge an Eiern des liberianischen Stammes im
Darmgewebe erklaren.

4.5 Analyse der Th1/Th2-Antwort

Um den Erklarungsansatz zu stutzen, dass der liberianische Stamm eine starkere
inflammatorische Reaktion auslost als der brasilianische Vergleichsstamm, wurden
zunachst die Serumlevel der proinflammatorischen Th1-Zytokine IFN-yund TNF-a
sowie der profibrotischen Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 bestimmt. Hierfur wurde das

Procartaplex Multiple Immunoassay Kits von ThermoFisher Scientific™ verwendet. Es



Diskussion 49

bietet im Gegensatz zum ansonsten haufig verwendeten ELISA-Verfahren (73) die
Maoglichkeit, aus geringeren Probenmengen umfassendere Analysen zur selben Zeit
durchzufuhren (74). In der Regel findet im Verlauf einer Erkrankung mit Schistosoma
spp. ein flieRender Ubergang von einer Th1-dominierten zu einer Th2-dominierten
Immunantwort statt, bis sich schlieRlich ein gewisses Gleichgewicht einstellt (75). Dass
Storungen dieses Prozesses weitreichende Folgen nach sich ziehen, konnte in einer
Studie mit Knockout-Mausen gezeigt werden. In dieser wurde eine Th1-polarisierte
Immunreaktion durch IL-10/IL-4-Knockout-Mause bzw. eine Th2-polarisierte
Immunreaktion durch IL-10/IL-12-Knockout-Mause erzeugt. Durch eine Dominanz
proinflammatorischer  Zytokine einerseits kam es zu einem massiven
Hepatozytenschaden, andererseits verursachte ein Uberschuss profibrotischer
Zytokine eine ausgepragte Granulombildung (76). Die Auswertungen der untersuchten
Zytokine ergaben allerdings, dass sich die Serumlevel der beiden S. mansoni
Stammen jeweils auf einem ahnlichen Niveau befinden. Aus diesem Grund wurde in
einem nachsten Schritt die mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine
TNF-a, IL-6 sowie IL-1Bim Darmgewebe gemessen. Hierbei erreichte der
liberianische Stamm deutlich hohere Expressionswerte, womit die starkere
inflammatorische Wirkung des liberianischen Stammes im Darmgewebe bestatigt

werden konnte.

4.6 Zusammenfassende Schlussbetrachtung und Ausblick

Unter der Annahme der hoheren Pathogenitat des brasilianischen S. mansoni
Stammes im Vergleich zum liberianischen Stamm gingen wir zunachst von einer
starker ausgepragten hepatolienalen Schistosomiasis infolge einer Infektion mit dem
brasilianischen Stamm aus. Die durchgefuhrten Untersuchungen bestatigten dies
allerdings nicht. Vielmehr verursachte der liberianische Stamm ausgepragte
makroskopische Organveranderungen im Bereich von Leber und Milz. Da auf
histologischer Ebene keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Stammen
festgestellt werden konnten (vergleichbares Ausmaly an Fibrose sowie ahnliche
GranulomgrofRen), ist im Rahmen einer Infektion mit dem liberianischen Stamm von
einer Polarisation der T-Helferzellen hin zu einer proinflammatorischen Th1-Reaktion

auszugehen.
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Bei Betrachtung der intestinalen Schadigung bedingte der brasilianische Stamm
sowohl auf makroskopischer als auch auf histologischer Ebene starkere
pathophysiologische Veranderungen, obwohl die mRNA-Expressionsanalysen im
Darmgewebe, passend zu den Ergebnissen im Bereich von Leber und Milz, eine
starkere Th1-Reaktion des liberianischen Stammes ergaben.

Die Erklarung hierfur konnte im Lebenszyklus von S. mansoni liegen: Aufgrund der
Tatsache, dass der liberianische Stamm eine starkere Th1-Reaktion generiert,
konnten dessen Eier schneller den Wirtsorganismus verlassen als die des
brasilianischen Vergleichsstammes, da zur Durchdringung der Darmwand eine
proinflammatorische Reaktion essentiell ist. Umgekehrt verblieben die Eier des
brasilianischen Stammes langer im Darmbereich des Wirtes und konnten so starkere
pathophysiologische Veranderungen hervorrufen. Somit erweist sich die Th1-
Polarisation im Rahmen einer Infektion mit dem liberianischen S. mansoni Stamm als

protektiver Faktor fur den Wirt.

In zukunftigen Studien sollte durch Untersuchungen des exkretorischen und
sekretorischen Systems nach Ursachen fur die unterschiedlich starke Th1-Reaktion
der beiden S. mansoni Stamme gesucht werden.

AuBerdem sollte die angenommene starkere Th1-Reaktion des liberianischen
Stammes im Bereich von Leber und Milz durch mRNA-Expressionsanalysen genau
uberpruft werden sowie die gesteigerte Eiausscheidung des liberianischen Stammes
bestatigt werden.

Dies kann beispielsweise durch eine Kultur der Warmer und Analyse der Eizahl unter
in vitro Bedingungen erfolgen.

Zur Vervollstandigung der durchgefuhrten Analysen konnte zudem das Ausmal} der
Fibrose im Darmgewebe bestimmt werden. Aufgrund der Gewebebeschaffenheit des
Darmes und dessen Kontraktilitat war die Auswertung des Kollagengehaltes nicht wie
in der Leber mittels Sirius Red Farbung und Imaged mdglich. Eine alternative
Quantifizierung der Fibrose konnte Uber die Messung des Hydroxyprolingehaltes
angestrebt werden (76,77).
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5 Zusammenfassung

Bei der Schistosomiasis (Bilharziose) handelt es sich um eine parasitare Erkrankung
von hoher soziookonomischer Relevanz, fir die es bisher trotz intensiver

Forschungsbemuhungen keinen Impfstoff gibt (44,57).

Ausgehend von der Hypothese, dass der brasilianische S. mansoni Stamm (Belo
Horizonte) deutlich pathogener ist als der liberianische S. mansoni Stamm (Liberia),
wurde in der vorliegenden Arbeit die Pathogenitat beider Stamme in unterschiedlichen
Infektionsstarken miteinander verglichen. Hierfur wurden NMRI Mause mit 25, 50 und
100 Zerkarien infiziert und die Auswirkungen acht Wochen nach Infektion anhand
makroskopischer, histologischer sowie laborchemischer Testungen analysiert.

In allen Analysen ergab sich eine positive Korrelation zwischen initialer
Infektionsstarke und daraus resultierenden pathophysiologischen Veranderungen.

Beim brasilianischen Stamm konnte trotz einer signifikant geringeren Infektiositat
(Gesamtwurmlast) in Summe eine signifikant hohere Eizahl festgestellt werden, was
der 40-fach hoheren Eimenge im Darmgewebe geschuldet war. Der liberianische
Stamm IOste eine ausgepragte hepatolienale Schistosomiasis aus. Diese ist vermutlich
auf eine starke Th1-Reaktion zurlckzufuhren, da auf histologischer Ebene keine
eindeutigen Unterschiede bezuglich des Ausmalles der Fibrose bzw. der
Granulomgroe zwischen beiden Stammen ausgemacht werden konnten. Im Bereich
des Darmes hingegen verursachte der brasilianische Stamm sowohl makroskopisch
als auch histologisch starkere Pathologien. Diese sind jedoch nicht, wie die mRNA-
Expressionsanalysen zeigten, auf eine starkere Th1-Reaktion des brasilianischen

Stammes zurtckzufuhren, sondern sind im Lebenszyklus des Parasiten begrundet.

Die Eier des liberianischen Stammes provozierten eine starkere Entzindungsreaktion,
die zur Durchwanderung der Darmwand und der Ausscheidung uber den Faeces
notwendig ist. Umgekehrt verblieben die Eier des brasilianischen Stammes langer im
Wirtsorganismus und konnten daher starkere intestinale Pathologien verursachen.
Dieser Mechanismus und die daraus resultierende ausgepragte Darmschadigung
konnte ein Erklarungsansatz fur die hohere Letalitat der Mause sein, die mit dem

brasilianischen S. mansoni Stamm infiziert wurden. Insbesondere die Suche nach
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Ursachen fiir die starkere Th1-Reaktion des liberianischen Stammes sowie der

Nachweis eben dieser auch im Lebergewebe sollte Gegenstand zukunftigen Studien
sein.
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6 Thesen

1.

S. mansoni Stamme aus unterschiedlichen Herkunftslandern Iosen

verschiedene Krankheitsbilder aus.

Die Letalitat des sidamerikanischen S. mansoni Stammes ist auf eine starke

hepatolienale Schistosomiasis zurlckzufuhren.

Der sudamerikanische S. mansoni Stamm induziert groRere hepatische

Granulome als der westafrikanische Stamm.

Der sudamerikanische S. mansoni Stamm verursacht eine starkere hepatische

Fibrose als der westafrikanische Stamm.

Der westafrikanische S. mansoni Stamm ist weniger infektios als sein

sudamerikanischer Vergleichsstamm.

Der westafrikanische S. mansoni Stamm induziert eine starkere Th2-Antwort

als sein sudamerikanischer Vergleichsstamm.

Der westafrikanische S. mansoni Stamm fuhrt zu geringeren intestinalen

Lasionen als sein sudamerikanischer Vergleichsstamm.

Der westafrikanische S. mansoni Stamm induziert geringere intestinale

Granulome als der sudamerikanische Vergleichsstamm.

Die Expressionsprofile entzindungs- und wundheilungsassoziierter Gene in
Leber- und Darmgewebe der Versuchstiere sind beim westafrikanischen und

stdamerikanischen S. mansoni Stamm unterschiedlich.

10. Eine Polarisation der T-Helferzellreaktion in Richtung Th1 fuhrt zu einer

gesteigerten  Organschadigung der Versuchstiere, die mit dem

stdamerikanischen S. mansoni Stamm infiziert sind.
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8 Anhang

1. Gerate und Werkzeuge

Bezeichnung Hersteller
Becherglaser; 2I Schott
Einmalspritzen, steril; 20ml BD
Eppendorf-Tubes; 0,5ml Eppendorf
Kryorohrchen; 2ml Nalgene
Petrischalen Greiner

Parafilm, GroRe M

American National Can Company

Pipettenspitzen; 10 ul, 100 pl, 1 ml Greiner
Einwegpipetten; 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner
Mastercycler gradient® Eppendorf
Polarisationsmikroskop inkl. AxioCam Zeiss
MRc
TagMan 7900 Applied Biosystems™
Praparierbesteck Dimeda, Karl Storz, Aesculap, Chirmed
Poland
Rotationsmikrotom Hyrax M55 Zeiss
Wasserbad GFL, Burgwedel
Zentrifuge Biofuge Fresco Heraeus
Zentrifuge Biofuge Stratos Heraeus

Fast Prep Homegenisator

MP Biomedicals

Sartorius-Analysewaage Sartorius
Lichtmikroskop Axio Imager M2 Zeiss
Lichtmikroskop Axioplan 2 Imager Zeiss
Lichtmikroskop CH-2 Olympus
Binokular Olympus
Photometer Fluostar Omega BMG Labtech
Brutschrank Binder
Vortexer IKA
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2. Kits und Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Procartaplex Multiple Immunoassay Kits

ThermoFisher Scientific™

,RNeasy Plus Mini Kit*

Qiagen, Hilden, Deutschland

High-Capacity cDNA Reverse
Transcritpion Kits

ThermoFisher Scientific™

Rompun® 2%ige Losung Bayer
Ketamin 10% Medistar
Heparin-Natriumsalz, > 180 Sigma-Aldrich
USP Elnheiten/mg
Hydroxyprolin-Standard Sigma-Aldrich
-Mercaoptoethanol Sigma-Aldrich
Eukitt® Sigma-Aldrich

Hamatoxylin Il nach Gill

Apotheke des Universitatsklinikums

Rostock
Formalin Merck
Hamalaun Apotheke des Universitatsklinikums
Rostock
Sirius Red (Direct Red 80) Sigma-Aldrich
Pikrinsaure, gesattigt (1,3% in H20) Sigma-Aldrich

Ethanol, reinst und vergallt

Apotheke des Universitatsklinikums

Rostock
3. Software
Programm Version Hersteller
Excel 16.27 (2019) Microsoft
Imaged 1.50i (2016) National Institutes of
Health, USA
Statistiksoftware SPSS 25 (2017) IBM
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