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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Schistosomiasis Infektion, Therapie und Pravention

Die Schistosomiasisine Infektionskrankheiterursacht durch Trematodetler GattungSchistosoma
spp.,ist vor allen in den Tropen und Subtropen verbreitdis sind derzeisechshumanpathogene
Schistoemenarten bekannt Eine Infektion mit S. haematobium fuhrt zur urogenitalen
Schistosomiasis S. mansoniS. japorsum, S. intercalatumS. mekongund S. guineensissind die

Erregerderintestinalen Schistosomiagig/orld Health Organization 2017)

In SubSahara Afrika sterben jahrlich mehr als 200.000 Menschen an den Falgeisehistosomiasis.
Laut derWeltgesundheitsorganigian (WHO)rhaltenjahrlich mehrals 258 Millionen Menschen eine
Therapiegegen die adulten WirmdVorld Health Organization 2015eit vielen Jahren verfolgt die
Firma Meck zusammen mit der WHO eine Strategie zur Einddmmung der Erkrankung, indem sie jedes
Jahr Massenbehandlungen bei Schulkindern mit defmthelminthikum Praziquantel in
Endemiegebietenurchfiihrt(Colley 2014)Dieses Medikament wirkt ausschlief3lich gegen die adulten
Wiurmer. Es hat keine Wirkung auf dieranreifendenWirmer, schiitz nicht vorNeuansteckungund

hat keinen Einfluss auf die durch die Parasiteneier verursacBttréidenn Leber Darm oder der
Blese/Genitaltrakt(King 2009; Matthews 2011pa die Ansteckung Uber StRwasserkontakt erfolgt,
infizieren sich die Menschen in den Endemiegebietaglich neu.Der chronische Verlauf der
Erkrankung fuhrbei denbetroffenen Menschenmeist zu einemebenslangerLeidenswegund zu
sozialen Problemen, wie Arbeitsunfahigkedrmut, Isolation und Anfalligkeit gegentiber anderen
Erregern (z.Bdumanedmmundefizien2Virus(HIV)). Zudemleidenvor allemKinder unter Symptomen
wie EisenmangelanamielUnterernahrung, Wachstumshemmung ungkistige Unterentwicklung

(Colley et al. 2014&£zeamama et al. 2018

Um diesem Menschen helfen zu kdénnenund auch die erh6hte Ansteckngsgefahr anderer
Infektionskrankheiten (HIV) zu minimieren, die beispielsweise durch L&sioneginer
Schistosomeninfektiobeglnstigt werdenwird dringendein Impfstoff benétigt. Auf Basis moderner
molekuarbiologischer Methoden (GenomTranskriptoraund Proteomanalysenzielen die Arbeiten
unterschiedlicher Arbeitsgruppen zur Impfstoffentwicklung derzeit in erster Linie auf
Tegumentproteine der Wirmer ab, um so eine gezielte Abwehrreaktion des Korpers hervord&ufen
Ridi und Tallima 2013igueiredo et al. 20)5Bislangbefinden sichnur drei Impfstoffkandidaten in
klinischen Studien beim Mnschendie maximal eie Teilimmunitatvon 5660%hervorrufen. Damit
kann die Verbreitung debdistosomiasis und die Folgen desathischen Verlaufes haugyezdget,

aber nicht verhinddr werden (Lebens et al. 2004Als Forschungsmodell fur dieherapie und

Impfstoffentwicklung wird haufig die Mauals Versuchstier herangezogém.vivo Studien zeigten,
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1 Einleitung

dassdie abgelegten Parasiteffier inder Leber sowohl beim Menscheals auch bei der Maugine
im zeitlichen Verlauf ahnliche -ZellPolarisation mit Granulombildung und anschlieBender

Leberfibrose hervorrufe(Brunet et al. 1998; Dunne und Pearce 1999)

Die Fortpflanzungon Schistosomen erfolgiber einen Vertebraten/Invertebraten Zyklus bestehend
aus ungeschlechtlicher und geschlechtlicher Fortpflanzuhg. ungeschlechtlichen Fortpflanzung
bendtigen Schistosomen eine SiRRwasserschne&emphalaria glabratabei S. mansoni als
Zwischenwirt Hier refen ber mehrere ungeschlechtliche Entwicklungsstadienfiir den Menschen
(Endwirt und geschlechtliche Fortpflanzung) infektiosen Zerkarien h@&arch Lichtreiz stromen die
Zerkarien 56 Wochen nach Infektion aus der Schnecke heraugss SuRwasserUber einen
chemotaktische Gradientenfinden freischwimmende Zerkarien ihren Endwirt (Mensch, Maus oder
andere Saugetiere)Nachdem die Zerkariemlurch die Haut des Endwirtegingedrungen sind,
entwickeln sich diguvenilen Larven wéaend ihrer Migration durk dieLungeund dasHerz zu adulten
Wirmern, bis sie sicim der Pfortadewverpaaren. Vomort aus wanden die verpaarten Wirmeiiber

die Portalvene blutabwarts in das Mesenterium, wo sie anschliel3end verbleittemit der Eiablage
beginnen EinS. mansonParchen produziert bis zu 300 Eier tagli@ryseel2012) Diese gelangen
ins BlutgefaRsystemnd zumGrof3teil Gber die BlutgefaRwand in das Darmlumenwedden mit dem
Stuhl ausgeschiedetm Verlauf kann es zur Polyp&ildung und Fibrosierung des Darms kommen.
Bwa ein Drittelder Eier wirdmit dem Blutstrom zurlick in die Leber geschwemtdter bleiben die
Eier in den feinen Lebersinusoiden stecken und verursachen so das klinische Bild der hepatolienalen

Schistosomiasi&ryseels et al. 2006)

Zum Zeitpunkt der ersten Eiabladerrschtein vorwiegendvon FHelferZellen des Subtypl Thl)
dominiettes Entziindungsitieu induziert durchdie Freisetzung voproinflammatorisclen Zytokinen
wie Interferon gamma (L C) eder Tumornekrosefaktor alpha(TNF 0 wobei verschiedene
Entziindungszellen, wie Makrophagen, Eosinophile und THédlIferzellen angelockt werdekrst mit
zunehmenden Infektionsverlauf und der Chronifizierung der Erkrankeirfglgt eine Verschiebung der
Immunreaktion in Richtungrpfibrotischer Th2Antwort (Interleukin 4 (L-4) und Interleukin 13 [L-13))
(Wynn et al. 2004)Dies flhrt zur Bilung von extrazellularer Matrix und zur Fibrosierung der Leber
(Peare und MacDonald 2002)welche letztendlich zur Deformation und Sklerosierung der
intrahepatischerBlutgefalduhrt (Loebermann et al. 2009)ie klinischerfrolgan der Fibrosierung der
Leber sind portaler Hochdruck wund die daraus resultierenden Korlipationen wie
Hepatosplenomegalie, Aszites und Osophagusvarizenblutui@miey et al. 2014Die Regulation der
Th2Antwort und die Chronifizierung des Krankheitsverlauwiesden Uber die modifizierteTh2

Antwort gesteuert Die Th2Antwort fallt auf eingleichbleibended.evel, woraufhin regulatorische T
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1 Einleitung

Zellen (Treg rekrutiert werden, was zur Folge hat, dass im weiteren Verlauf gebildete Granulome

wesentlich kleiner sin{Pearce und MacDonald 2002; Fairfax et al. 2012; Lundy und Lukacs 2013)

1.2Wissenschatftlicher HintergruneDie eingeschlechtlich&chistosoma mansomnfektion

Im Vergleich zu anderen Trematoden, istie Besonderheit der Schistosomen die
Getrenntgeschlechtlichkeit Morphologisch zeigerménnliche und weiblicheSchistosomen grof3e
Unterschiede. Das dinnere und langere Weibcliegt in derBauchfaltgCanaliggynaecophorusdes
kurzeren und dickeren MannchenSo verbleiben die Wirmer lebenslang verpaart im Mesenterium,

wobei das Weibchen niaum Teil aus dem MannchérerausragiRibeirePaes und Rodrigues 1997)

Bei der immunologischen Reaktion des Wirtes auf den ParaSitemansonihandelt es sich um eine
Hypersensitivitatsreaktionom verspateten Typ (Typ ¥¢rmittelt durch spezifische-Zelen.Wahrend
die Parasiteneier stark immunogen sind und somit die eigentliche Krankheitsursache der
Schistosomiasis darstellen, habeie @dulten Wirmenm Laufe der Evolution Strategien entwickelt,
um nicht durch dasmmunsystem des Wirtegbgetotet zuwerden(Braschi und Wilson 2006; Liu et al.
2007; CastreBorges et al. 2011; Da'dara et al. 2010&nnochhat das Wurmantigen Einfluss auf die
zellulare Immunantwortdes Wires. Bereits vor Beginn der Eiablagsind alternativ aktivierte
Makrophagen, didl-4 Rezeptoren auf ihrer Obiiche tragen, nachweisbdliveira Fraga et al.
2010) Fur die genaue Untersuchung der Immunantwort gegen den Wahne Einfluss deorgan
schadigenden Eiablage, wurden ineé#tn Studien Infektionsmodelle entwickelt mit einer sterilen,
eingeschlechtlichen Infektion mit nur mannlichen oder nur weiblichen Wirniidioné und Boissier
2004) Das Verstandnisur die unterschiedlichenimmunantworten auf mannliche und weibliche
Schistosomen im Endwirt kénnte in Zukunft weitere Ansatze zur Entwicgesigneterinfektions

Prophylaxen bringen

Erste Vakzinierungsversuche wurden madioaktiv inaktivierten Zerkarien m Mausmodell
durchgefihrt.Dies flihrte zieinem 50-70%gen Schuz vor Neuinfektiorallerdings unabhangig vom
GeschlechtBickle 1982; Lebens et al. 200 Gegensatz zvitalen Zerkarien benétigemadioaktiv
inaktivierten Zerkarien 25% langer fiidie Hautpassagewodurch eine starkere TkRAntwort
hervorgerufen wird und mehr Entziindungszellen in die Haut einwandern, im Vergleich zu einer
normalen Infektion(Mountford et d. 1988) Die Immunisierung mitadioaktiv inaktivierternZerkarien

ist bislang die erfolgreichstétmmunisierungsstrategi@n Mausmodell.Der protektive Effekt kann
durch die zusatzliche Gabe vbrterleukin 12 [L-12) als Adjuvarsnoch gesteigert werdefLebens et

al. 2004; Stephenson et al. 201&)ine unterschiedlich ausgepragjeschlechtsspezifische Wirkung

auf das Immuasystem des Wirtes zeigen die adulten Wirnin. Beeinflussung des Immunsystems
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1 Einleitung

durchménnliche und weibliche Schistosomen gibtegsige altereUntersuchungendie zeigengdass
Mannchen in der Laggnd dagmmunsystem zu beeinflussen, sowohl tidex Bidung vonAntikorper,

als auch durch Entziindungsproze@sdash 1978; Mahmoud und Woodruff 1978; Attallah et al. 1979;
Baki und Grimaud 1985; Cutts und Wilson 1997; Jacobs et al. 1997; Baki et al. 1998; Silva et al. 2003)
Im Vergleich zur eingeschlgtichen Infektion mitWWeibchen ist nach eingeschlechtlicher Infektion mit
mannlichen Wirmern die Auspragung des Olalayedtype-hypersensitivityTests (al®arameter fir
eine spezifische Immunreaktion) starker und die Zahleuwkozyterund die Gewichteon Lebern und
Milzen deutlich angestiegefBoissier et al. 2003alts wird vermutet, dass Manncheuafgund ihrer
groReren Oberflache immunogener sind als Weibcfioissier et al. 2003alpennoch besitznicht

nur das Tgumentder Wirmereine immunogene Wirkungondern auclilie Exkretionsprodukte und
Antigene des Darmtraktesnd vonBedeutung(Figueiredo et al. 20155ne in vitro Studiezeige, dass

die Ausscheidung vo8ekretionsprodukte in der Kulturschale nach 5 Tagen auf3erhalb des Wirtes bei
weiblichen Schistosomesignifikantstarkerist (van Dam et al. 19967 udem ist die Aufnahme von
Erythrozyten durch das Weghen (fir die Eiproduktion) ieiner VerpaarunglO-mal héher als beim
Mannchen (Weibchen i@y 330.000 und Mannchen tber 83@0 Erythrozyten pro Stundéyloné und
Boissier 2004)

NachReinfektion konnte gezeigt werden, dass eine egsafplechtliche Vorinfektiomit ménnlichen
oder weiblichen Zerkariekeinen oder nur geringen Einfluss auf dieuwh- oder Eilast odeBildung
der hepatischen Fibrose aufweigbDean et al. 1978ickle et al. 1979; Boissier et al. 280®1oné und
Boissier 2004)Andere Studien weisen auf eine protektive Wirkung hin, die sowalolidingig von der
Zerkarienzahbls auch deninfektionszeitraum zwischen der ersten und zweiten InfekiginNach
Vorinfektion mit hoher Zerkarienzahl von 3R6nnte ein protektiver Effeltlurchbeide Geschlechter
gezeigt werden(Moloney et al. 1986) wobei die Wurmlastreduktiondurch Vorinfektion mit
mannlichen Wirmerr(18,7%) doppelt so hoch war wike Reduktion durch weibliche Vorinfektion
(8,5%). Im Lunggmanulommodel, in demParasiterEker Uber die Schwanzvene injiziert werden und
S0 zu einer synchronen Granuloittung in der Lunge filhrerzeigen sich nach eingeschlechtlicher
Vorinfektion mit weiblichen und méannlichen Zerkarien vergleichbar grof3e Granulome in der Lunge

(Cheever et al. 1997)

Bezuglich der Unterschiedim der Infektiositat zwischen mannlichen und weiblichen Zerkarien
bestehen immer noch UnklarheiteRrilhere Studien zeign entweder keinen Unterschidgd Bezug
auf dasEindringen mannlichreund weibliche Zerkarien (Stirewalt und Fregeau 196Bowntree und
James 197Boissier et al2003b; Moné und Boissier 2003Her beschreiben eine hdhere Infebditéat
der mannlichen Zerkarier{(Boissier und Moné 2000, 2001Diese Unterschiede koénnten auf

unterschiedliche Perfusionszeitpunkteerausspulen der Wirmenjler Wirmerzurtick zu fihren sein

-4-
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Es wurde gezeigtlass sowohl nach 3 Stundendier Haut, nach @agenin der Lunge und auamach

14 Tagen in der Leber keitunterschie@ in der Anzahl von méannlichen und weiblichen Schistosomen
bedehen. Erst nach 28 Tagen wurdeach Pefusion der Leber mehr M&nnchexts Weibchen gezéahlt
(Rowntree und James 197Fur diese Beobachtuigmmen zwei Theorien in Frage: 1. Mannchen
konnen tatsachlich allein besser im Wirt Uberleben oder 2. ménnliche Wurmer lassen sich besser
herausspulen, da die weiblichen Wirmer auf Grund ihrer geringeren Gro3e weiter in das Lebergewebe

eindringen kdnner§Stirewalt und Fregeau 1968)

Die Lokalisation der adulten mannlichen und weiblichen Schistosomen unterschigieém Endwirt
deutlich. Vier Wochen nach Infektion befindetrsitas Weibchen in der Lebevandert von dortin die
Portalvene undwartet dort ca. zwei Wocherauf en geeignetes ManncherKommt es nicht zur
Verpaarung wird das Weibchen zurlick in diedredpespult undverbleilt dort. Mannchen hingegen
wandernweiter in das MesenteriunfMoné und Boissier 2004)n friiheren Studien wurde gezeigt,
dass nach 8 Wochen 85% der Weibchen bei einer eingeschlechtlichen Infektion in ddokaiizert

sind, 15 %n den Mesenterialgnen und 0% in den feinen Mesenterialgefaf3en. Bei den Mannchen sind
nur 65% in der Leber, 20% in dbftesentrialvenen und 15% in den Mesenterialgefallen zu finden
(Standen 1953; Moné und Boissier 2Q0#4ufRerdem entwickelt sich das Weibchen bei einer
eingeshlechtlichen Infektion nicht komplett zur GeschlechtsréPepiel et al. 1984 Hierflr bendtigt

das Weibchen immer dedirekten Kontakt zum MannchgiRibeirePaes und Rodrigues 199Die
unreifen Weibchersind wesentlich diinner und kleiner als verpaarte Weibclrch die dauerhafte
Lokalisation in der Leber, zédm BlutgefaRe mit weiblichen Wirmern aus einer eingeschlechtlichen
Infektion und auchlas sie umgebendeebergewebe eine starke Akkulation von Entziindungszellen

Es zeigt siclsomit eine deutlichelmmunreaktion auf unverpaarte Weibchen, im Gegensatz zu
verpaarten Mannchen odamverpaartenrMannchen(Beobachtungen Vorversuche der Arbeitsgruppe
der Abteilung Tropenmedizin und Infektionskrankheiten und Sektion Nephrologie der

Universitatsmedizin Rostock).
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2. Fragestellung

Das Mausmodell ist ein vielfach beschriebenes undtabliertes Modell zur Untersuchung von
immunologischen Vorgangen nach einer Infektion 8ghistosomanansoni Aufgrund der zum Teil
geringen Probenmengen, die in der Maus zur Analyse gewonnen werden kénnen, ist es haufig
notwendig, beispielweise Wurmlasten und fibrotische Veranderungen in unterschiedlichen Tieren zu
analysierenund ein Grol3teil des Probemmateriak wird bereits verbraucht und kann fir andere
Untersuchungen nicht genutzt werdeAuch die Wurmund Eilast korreliert nicht zwangsweise mit
der hepatischen Fibrosén der Humanmedizin wird zudem die transiente Elastographie (FibrB§¢an

ein Utraschallverfahren zur Messung der Lebersteifigkeit als Mal3 fur die Leberfjlanogewendet
(Sandrin et al. 2003Auch diese Methode ist auignd der GroResiner Mauslebenicht realisierbar.
Leberwerte, wie AlaninAminotransferase (ALT), AspartatAminotransferase (AST), alkalische
Phosphatase(AP) und Bilirubindie normalerweise im Serum gemessen werden und eine
Hepatozytenschadigung hinweisesind in der Schistosomiasis nicht erhfitwebermann et al. 2009;
Sombetzki et al. 2015Pie Beurteilung der Leberfibrose ist in dererapie und Impfstoffforschung
ebensowichtig wie in der Humanmedizin, daher werden auch im Mausmodell einfache Methoden zur
Bewertung des Schweregradeder Leberfibrosebendtigt, nicht zuletzt um die Anzahlan

Versuchstieren zu reduzieren.

Bislang gibt es keinen wirksamen Impfschutz gegen eine InfektioBahistosoma sppda zahlreiche

offene Fragen in Bezug auf die immunologische Abwehr des Wirtes gegen den Parasiten bestehen. Die
Schwierigkeit liegt hier in der Komplexitit des Parasitanit seinen unterschiedlichen
Entwicklungsstadien im Endwirden Parasiteneierrund Unterschieden in der Immunogenitét
zwischen ménnlichen und weiblichen Wirmern. Dahegsstvichtig didHintergriinde und Grundlagen

der unterschiedlichen Immueaktionen aif den Wirtder beidenS. mansoniWurmgeschlechter auf
zellularer und humoraler Eberaufzuklaren um sich die geschlechtsspezifische Immunantwort zur
Etablierung eines Impfmodells nutzbar zu macHeslgendd-ragestellungemvurden indieser Arbeit

bearbeitet

I. Istes moglich die Leberschadigung makroskopisch mit Hilfe eines Punktesystems zu bewerten?
- Korreliert diese Bewertung mit den histologischen Untersuchungen (&ed&arbung)?
- Ist es moglich die Leberschadigung in einem Biosemescinzuweisen, der die schadigende

Wirkung von Plasma auf eine hepatische Zelllinie nach®eist

Il. Haben méannliche und weibliche Wirmer ein unterschiedlich hohes Potential, um im Rahmen einer

sterilen eingeschlechtlichen Vorinfektion eine zweigeschlechtliehef&tion zu beeinflusseh
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2 Fragestellung

- Welchen Einfluss hat die eingeschledfté Vorinfektion autlie Wurm- und Eilast,T-Zelk
Polarisierung Antikorperlevel, Toleranzfaktoren, Granulombilduny der Leber und

hepatischeFibroseeiner Reinfektio?

I1l. Beeinflusst eia eingeschlechtliche Vorinfekti@uch die Parasitenabwehr in der Haut?
- Wie beeinflusst die Art der Vorinfektiodie Rekrutierungvon Entziindungszellen, dem
Zytokin / Chemokinlevel oder TRI'h2-Antwort nach Injektiornvon Zerkarienin einea ! A NJ
P2 dzCPK &
- Wie beeinflusst die Art der Vorinfektion di&pression voAnergie-assoziierterGener?
- Hat der systemische Effekt der eingeschlechtlichen Vorinfektion Einfluss aMbidie oder
Eilast einer Reinfektich



3 Methoden

3. Methoden

3.1Fibrose makroskopisches Bewertungssysteamd Biosensor

In der ersten Studie dieser Arbebliten NMRI Mause mit unterschiedlichen Infektionsstéarken (25, 50
und 100 Zerkarien) in Hinblick auf ihre Leberschadignaroskopisctbeurteilt werden(Sombetzki

et al. 2016)Hierfur wurdendie Mauskbern12 Wochen nach Infektiomit einem im Rahmenidser
ArbeitentwickeltenPunktesystem bewerteDas PunktesystetmewertetdaslLeber und Milzgwicht,

die Farbe undlie Konsistenz der Lebggowie Sichtbarkeit und Verteilung von Granulonreder Leber
von nicht, schwach, niiel und stark infiziertenMausen. Dabei erhalten gesunde Tiere einen
maximalen Punktwert von 1 wahrend stark infizierte Tiere einen maximalen Wert von 12 erreichen
kénnen. Verifiziert wurde diese makroskopische Beurteilung dbistologische Farbungefsirius
RedFarbung(SR)und HamatoxylinREosinFarbung(HE). AuRerdem wurden die Leberwertevie
AlaninAminotransferase(ALT),AspartatAminotransferase(/AST) alkalische Phosphatas@AP) und
Bilirubin im Serum der Mause bestimmfudem wurde ein weiteres ebenfalls netabliertes
Testsystem zur Beurteilung des Infektieassoziierten Hepatozytenschadens angewandt. Dabei
wurde dasLithiumPlasma deunterschiedlich starknfizierten Tierein einemBiosensorsystem auf
eine potentiell zellschadigende Wirkung analysierDas Biosensorsystenbasiert auf der
Hepatozytenzelllinie HepG2/C3ach Inkubation der Zellen mit dem Plasma infizierter Mause wurde
die Vitalitat der Zellen mittels XTD€hydrogenase Aktivitat in den Mitochondrief quantifiziert und

die Zellzahl durchTrypanBlauFarbung bestimmt. Zusatzlich wurde die Freisetzung von
Lactatdehydrogenase (LDH)dan Zellkulturiiberstanden gemessdentwickelt wurde dieser Sensor
fur den Vergleich voRlasmaaus septischen und nickeptischen PatienterRlasmason Patienten mit
septischen Schock mindern dielfunktion und Viabilitdt von EpG2/C3AZellen (Sauer 2006; Sauer
et al. 2012)

Studie |
/ Infektion Aufarbeitung \ / Analysen \

keine Infektion - )
25943 Plasma: - Leberparameter AST, ALT, AP und Bilirubin
509+ 3 -Biosensor (humane hepatische Zelllinie)
1W00¢+3

= . . Leber und Milz: - makroskopische Bewertung (Punktesystem)

| | Leber : - Histologische Farbungen (SR, HE)

N y

Abbildung 1 Bewertungssystenund BiosensorInfektionsschemaind Analysen defStudie I(Sombetzki et al.
2016).
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3.2 ZweistufigesSchistosoma mansorinfektionsmodell

In der zweiten Studie dieser Arbesbllite gezeigt werden,nwieweit eine Vorinfektion mit nur
mannlichen oder weiblichen Schistosomenire beidgeschlechtlicheReinfektion (mit Eiablagg
beeinflusst(Koslowski et al. 2017Per Abstand zwischen Vorinfektion und Reinfektion betiug
diesem Versuchll Wochen.Das Geschlecht von Schistosomen ist bereits im befruchteten Ei
determiniert. [as bedeutet, dass sich in der Wasserschnecke aus einem Mirazidiber
ungeschlechtlich&ermehrungca. 1000 Zerkarien ein€eschlechtentwickeln Uber die Polymerase
Kettenrektion(PCRbesteht die Méglichkeit das Geschlechtliarvensadium (Zerkariegubestimmen
(Grevelding et al. 1997; Boissier et al. 2001; Quack et al. 1998; Gasser et al F1I®3lise Arbeit
wurden C¥BL/G) Mause mit 100 mannlichen, 100 weiblichen oder 100 mannlichen und wezblic
Zerkarien vorinfiziert und nach 11 Wochen mit 50 bzw. 150 Zerkarien beidgeschlechtlich reinfiziert.
Nach weiteren 8 Wochen wurden die Mause aufgearbeitet dedEinfluss auf di&/urm- und Eilast,
T-ZellPolarisierungAntikorperlevel, Toleranzfaktoren, Granulombildungler Leber und hepatische
Fibrose untersuchtHierflr wurden histologische Farbungen desbern angefertigt (Séhd HE)und
messengeRibonukleinsaurédmRNA)Analysen mittels reaime PCR sowie Multiplexanalysereur
Zytokinbestimmung im Serudurchgefihrt.

Studie Il

ﬁ Vorinfektion Blutabnahme Reinfektion Aufarbei@ / Analysen \
keine Infektion

Zytokinbestimmung  keine Infektion
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keine Infektion 5092+3
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10048 509+3 - 1gG Antikérper

1009 502+8 Leber / Milz: - Leber und Milz Index

fe—3 fe—3 Leber : - Histologische Férbungen (SR, HE) >

2_‘! 2_‘! 2_‘!. 2_‘! Fibrosegrad und GranulomgréRe

| I I | - mRNA Analysen (Argl, Retnla, FoxP3, CTLA4)
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keine Infektion 1509 +3
002+d 1509 +3 - Parasitenlast
1003 1509 +3
1009 150¢+3
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| I
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Abbildung 2 ZweistufigesSchistosoma mansonnfektionsmodell Infektionsschemaind Analysen der Studie

. In Abbildung A und B sind zwei unablgige Tierversuche dargestgitoslowski et al. 2017).
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3.30 ! RNEOMOadell

In der dritten Studie dieser Arbegollte die Immunantwort in der Haut bei eingeschlechtlich
vorinfizierten C57BL/8 Mausen untersucht werden(Sombetzki et al. 2018Eswurden C57BL/&

M&use mit 100méannlichen, 100 weilthen oder 100 ménnlichen und weiblichen Zerkarien infiziert.

Zur SA Ydzf | GA2Y RSNJ %SNJ I NA Sy I 0Re$Z0Madell yerwBridiBeths dzi ¢ dz!
Wochennach der ersten Infektion erfolgte die Injektion vb@0 Zerkaen beide Geschlechter in einer
TragerflussigkeitRhosphatgepufferte SalindPBS)A Yy SAy S a23SyFyyidS a! ANJ t 2
erhielt nur PBS). Dableandelt es sich um einen luftgefilltétohlraum im Nacken der M&e. Hierfir

wurde den Mausen unter IsoflunsAnasthesialreimalim Abstand von 2 Tagen subkutad 2l sterile

Luft in den Nacken injizierEsbildete sich ein luftgefullteBallon der von einer zusatzlichen diinnen
Bindegewebshautimgegeben warDie Immunantwort gegen die Zerkarien in der! Podéhdwurde

6 Stundennach Injektionanalysiert Die eingewanderterEntziindungszellen undntsprechende
Entziindungsparameterwurden mittels Durchflusgzometrie quantifiziert. Zusatzlich wurden
Antikorperlevel im Serum unchRNA Expressisievelvon Toleranzfaktoremmittels reattime PCRm
Lebergewebebestimmt. Die Effekte in demAir Pouchd wurden in einem weiteren Tierversuch
untersucht. Hierfur wurde@57BL/8Mé&use mit 10Gnannlichen, 100 weiblichen od&00 méannlichen

und weiblichen Zerkarien vimfiziert und nach 6 Wochen mit 50 bzw. 150 Zerkarien beidgeschlechtlich
reinfiziert. Nach weiteren 8 Wochen wurden die Mause aufgearbeitet dedEinfluss auf Wurprund
EilastGranulombildungn der Leber nd hepatischd-ibrose untersuchtierfir wurcen histologische

Farbungen der Lebern angefertigt (SR und HE).
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Studie Il
K Vorinfektion Alr Pouch” Zerkarieninjektion Aufalbeim
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Abbildung 3a ! A NJ tMadeOiifektionsschemaind Analysen deStudie 1. In Abbildung & und Csind
drei unabhagige Tierversuche dargestglfombetzki et al. 2018).
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4. Ergebnise

4.1Ein FibroseScoringSystem und eirex vivoHepatozytenbasierter Biosensor zur Beurteilung

der hepatischen Fibrose irfBchistosoma mansomilausmodell

Im ersten Teitler Doktorarbeitvurden die Lebern vo8. mansoninfizierten M&ausen unterschiedlicher
Infektionsntensitaten (25, 50 und 100 Zerkariempakroskopischnach der Leberschadigung
quantifiziert und mit einem makroskopischen Punktesysteewertet (Sombetzki et al. 20)6Es
waren signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Infektionsintensitéte sehenkEs
zeigte sicleine Korrelatiorzwischen der makroskopischen Bewertung der fibrotischen Lebern und den
histologischen UntersuchungeDie Lebern der mit 100 Zerkarien infizierten Mause waren grau, blass
und mit deutlich sichtbaren Granulomen versehen und wurden mit 10 + 0,1 Punkterrteéwie
Lebern der mit 50 Zerkarien infizierten Mause zeigten eine eher rotliche Farbung und deutlich weniger
Granulome (7 + 1.9Einsignifikanter Astieg von fibrotischen Arealén den Leben (Antei der roten
Areale in der SIRarbung)korrelierte mit der steigenden Infektionslast. Eine Verifikation des
Punktesystera mit dem verwendeten Biosensor zeigte ebenfabine Beeintrachtigungdes
Zellwachstums und der Zellvitalitat, nach Inkubation mit dem Plasma infizierter. Dier2ellen, de

mit Plasma dermit 100 Zerkarien infizieen Gruppe behandelt wurdenzeigten die starkste
Beeintrachtigungim Zellwachstum und in der VitalitiDas Plasma der Tiere aus deaiven
Kontrollgruppe flhrte zu einer leichten Abnahme der Zellzaial Extinkion im XTTF Test und zeigte
hohere Werte von LDH iten Zellkulturiiberstanden im Vergleich zur Medimntrolle.Leberwerte,

wie ALTASTAPund Bilirubin im Serum der infizierten Mause zeigten keinen signifikanten Anstieg, im

Vergleich zu den gesunden Mausen.

4.2WeiblicheSchistosoma mansomeduzieren die hepatische Fibrose i8chistosoma mansoni
Mausmodell

Im zweiten Teilder Doktorarbeitwurde untersuchtob mannliche oder weibliche Schistosomen ein
unterschiedlich hohes Potential besitzen, um im Rahmen einer sterilagesthlechtlichen
Vorinfektioneine beidgeschlechtlich®einfektion zu beeinflussdiKoslowski et al. 2017Pie Lebern
der Mause, die mit weiblidn Zerkarien vorinfiziert warenwiesen makroskopisch weniger
pathdogische Veranderungen auf. Esigtensichwenige sichtbareGranulome, die Oberflache war
glatt und die Farbung dunkelroéihnlich wie bei den naiven Tierdodern und Milzen zeigten keine
Gewichtsunterschiedam Vergleichzu den Organen der naiven Grupfigurch die Vorinfektion mit
weiblichen Zerkarien zeigte sidhteressanterweiseeine signifikante Reduktion der hepatischen
Fibrose Im Vergleich zeigterdie Lebern der Mause, die entweder nicht vorinfiziert oder mit

mannlichen Zerkarien vorinfiziert waren, deutlich ausgepragte Granulome, signifikante

-12-



4 Ergebnisse

Gewichtserhdhung und eine gréuliche Farbubge Parasitenlast wan allenvorinfiziertenGruppen

verglechbar. Somit konnte gezeigt werden, dass die Leberschadigung durch die Vorinfektion mit
weiblichen Schistosomen, trotz vergleichbarer Parasitenlast, verringert widdh#:8 121 Ay S ¢ b Ct
dzy R LCh: g NBY Ay Ittt Sy ySedmvanOWis® yhit iiebhet ISy S |
Vorinfektion wurden signifikant wenigerprofibrotische Zytoking IL-4 und IL-13, gemessen im

Vergleich zu den anderen infizierten GruppBie Auspragung der THntwort wurde zudemdurch

die mRNA Expssion von Arginase (Arglund resistin like alphgRetnlg in der Leber dargestellt,

welche algVlarker fur M2Makrophagernverwendet werden Retnlawar signifikant erniedrigt in den

Mausen mit weiblicher Vorinfektion, im Vergleich zu den anderen infizierten Grujmestytotoxic
T-lymphocyteassociated Protein &CTLA4), welches auf der Oberflache von regulatorisckésil@n

exprimiert wird, ist ein wichtiger Marker fiir die Ausbildung von Ane(@igylor et al. 2007)Einen

signifikanten Anstieg von CTLRdnnte ausschliel3lich in den Mausen, die mit weiblichen Zerkarien

vorinfiziert waren, gemessen werden.

Zusammenfassenklonnte gezeigt werdendass der weibliche Wurm nach elfvidger Vorinfektion
die TI2-Antwort unterdricktohne aber die ThAntwort zu beeinflussen. Zusatzliclusde durch den
weiblichen Wurmdie CTLA4EXxpressiorhochreguliert CTLA4 ist ein Marker fir dierasez von
regulatorischen #Zellen, waslie Ursache fldie reduzierte hepatische Fibrose und Granulomgriifie
der Leber seirkdnnte. Wahrenddessen hat der weibliche Wurm keinginfluss auf die Wursund

Eilst.

4.3 Parasitenabwehr oder Immunsuppression: Mannlichad/oder weiblicheSchistosoma
mansonibeeinflussen das Immunsystem auf unterschiedliché And Weise zum Schutz gegen
eindringendeZerkarien

Im Weiteren sollte geklart werden, ob didurch die Vorinfektion mit weiblichen Wurmern
hervorgerufene Suppression der Immunantweitien systerischenEffekt auf dieAbwehr der Erreger
in der Haut hafSombetzki et al. 2018Pazug dzZNRS P d@zOModiell wedwendet.Untersucht
wurde das immunologische Geschehender cAir Pouchd 6 Stunden nachnjektion der Zerkarien

exemplarisch fir eindringendéerkarien

In den cAir PouclitExsudaten der Gruppen ohne Vorinfektion und Vorinfektion mit mannlichen
Zerkarienfand eine starke Infiltration von Entzlindungszellen, mit entsprechenden Chemiakin
ZytokinLevelstatt. Die Anzhl an Zellen des angeborenen Immunsystems, wie GR1+ Monozyten,
Eosinopnile und Neutrophile waren in beidgBruppen signifikant erhéht im Vergleich zu den anderen
infizierten MausgruppenEin erhdhter Einstrom von Makrophagekonnte ausschlief3lichn der

Gruppe nit méannlicher Vorinfektiondetektiert werden Zusatzlich konnte in der ménnlich
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vorinfizierten Gruppe erhohtémmunglobulin G- (IgG) und G2b(lgG2b)Antikorperlevel detektiert
werden. Des Weiterenwar die Expression deBork head protein 3JFoxp3, ein Marker fur

regulatorischen ¥ellen in der Gruppe mit ménnlicher Vorinféén reduziert

Im Gegensatz dazu zeigten die Gruppen mit Vorinfektion durch weibliche bzw. beidgeschlechtliche
Zerkarien eine signifikante Reduktion sowohl der Anzahl der Entzigsdehen als auclider
Chemokinund Zytokinlevein dencAir PouclérExsudaten. Auctiie Tht (IFN, TNF, -1 und 11:12)

und Th2Zytokine (I&5 und IE13) waren nach weiblicherVorinfektion signifikant reduziertjm
Vergleich zur mannlichen VorinfektioDie Expressimievel Anergie-assoziierteitGene wiell-10 und

Ctla4 von denen bekannt ist, dass sie eine Rolle bei der granulomatdsen Hyporesponsivitat spielen
(Smith et al. 2004; Walsh et al. 200Ayvaren nur in den Mausen mit weiblicher und
beidgeschlechtlicher Vorinfektion erhohDie starkste Expression der Anergisoziierten Gene
konnte in der beidgeschlechtlichen Gruppe gezeigt werden, wo zum Zeitpunkt der Messung bereits
eine Eiablage erfolgteln kener der infizierten Versuchsgruppen konntenterschiede in der Anzahl

der CD4und CD8T-Zellen und EZellengemessen werden.

Aufgrund der gesteigerten Immurawvehr in den Gruppemmit mannlicher Vorinfektiorund ohne
Vorinfektionim Verdeich zu deranderen infiziertenGruppen sollte untersucht werdeobp die oben
beschriebenen Parameter einen Einfluss auf die Wwnd Eilast nach sechgichiger Reinfektion
haben. E&onnte eine signifikanteReduktion der Wurmund Eilast ndt Reinfektiongezeigt werden

Die reduzierte Wurmund Eilast hat jedoch keinen Einfluss auf die hepatische Fibrose.

Diese Ergebnissereisendarauf hin, dassler weibliche Wurmdurch die Reduktionder Anzahlan
Entzindungszellen undurch die Beteiligung von CTLA4 undllLdie Immuantwort des Wirtes
supprimieren kann aber keinen Effekt auf den Infektionserfolg h@temgegenibelbesteht ein
Zusammenhang zwischeder gesteigerten Anzahl anekrutierten Entziindungszellemnd IgG
Antikérpern und dem Abtdten der Zerkarien in der Habei mannlicher eingehlechtlicher

Vorinfektion
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5. Diskussion

Die Schistosomiasis ist mit Uber 258 Millionen Infizierten eine der bedeutendsten Wurmparasitosen
der Welt, mit zum Teil schwerwiegendearKplikationen, wie Leberfibros@ortaler Hypertension und
Osophagusvarizenblutungé@olley et al. 2014)Bislang gibt es keinen wirksamen Impfschutz gegen
eine Infektion mit Schistosoma sp.ebeje et al. 2016Die Schwierigkeit liegt in der Komplexitat des
Parasiten mit seinen unterschiedlichen W&itklurgsstadien im EndwirtUnterschieden in der
Immunogenitat dieser Laenstadien und Unterschieden zwischen marfien und weiblichen
Parasiten. Trotz Massenbehandlungen in den Endemiegebieten mit dem gut wirksamen
Anthelmintikum Praziquantel konnte die Sdbsomiasis bislang nicht eingeddmmt werden
(Matthews 2011; King 2009pa Praziquantel zwar eine Entwurmung herbeiftihrt aber nicht vor
Neuinfektion schitzt. Zudem kann sich der Zwischenwirt (SuRwasserschnecke) durch die
Klimaerwarmung immer weiter ausbreiten. lahr 2013 wurden die ersten Falle der Ubertragung von

S. haematobiunn EuropaKorsika, Frankreicleschrieber(Boissier et al. 2016\uch Strategien wie
Vektorkontrollen (Schnecken), Umweltmodifikationen, Aufklarung und Verbesserung der
Hygierestandards in den Endemiegebieten sind nur maRig erfolgreich und zum Teil burokratisches
Wunschdenken bzw. massive Eingriffe in das Okosyftémet al. 2014; Chitsulo et al. 200@)ie
Entwicklung eines Impfstoffes ist eine erfolgsversprechende Moglichkeit die Schistosomiasis
einzudammen. Hierfur bendtigt es allerdings ein umfangreiches Verstandnis von noch weitreichend
unbekannten immunlogischen Mechanismen der WiParasiteAWechselwirkung. Aber it nur die
Impfstoffentwicklungist von groRer Bedeutung, sonderauch die Entwicklung von Therapien.
Insbesondere anfiibrotische Therapien, sind notwendig, um schwere Krankheitsverlazi
verhindern. Dabei ist dddausmodell de6chistosoma mansolmfektion unverzichtbar zur Aufklarung

von immunologischen Ablaufen wahrend der Infektion und zur Entwicklung bzw. Testung

schistosomizider Medikamentend Impfstofe.

In Studie | dieser Aeit wurde ein Punktesystem entwickelt, welches speziell die Infeldgmoziierten
Organveranderungen, und somit das Krankheitsbild der intestinalen Schistosomiasis bewertet
(Sombetzki et al. 2016Aufgrund der zum Teil geringen Probenmengen, die inMius zur Analyse
gewonnen werden kdnnen, ist es haufig notwendig, beispielweise Wurmlasten und fibrotische
Veranderungen in unterschiedlichen Tieren zu analysieren. Ziel der Entwicklung dieses Puarktesyst
war es daher, ein einfachemur Quantifizierung er hepatischen Fibrose nutzbares MefRsystem zu
etablieren, um kinftig Versuchstiere einsparen zu kénnen. Eine leichte Infektion mit 2 ederate
Infektion mit 50 bzw. me schwere Infektion mit 1066. mansoniZerkarien stellen etablierte
Infektionsdosa dar, die flr Versuche im Mausmodell verwendet werdBanne und Pearce 1999)

Bei der experimentellen Schistosomiasis wird eine hohe Infektionsdosis gewahlt, um charakteristische
-15-
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Krankheitsbhilder in kazer Zeit herbeifiihren zu kénnefCheever 1969Loebermann et al. 2009;
Sombetzki et al. 2015)edoch wurden bei Autopsien im Menschen seltenmehr als 5 Wurmpaare

pro Kilogramm Korpergewicht gefundéwarren 1966) Zur Verifizierung des Punktesystems wurde
zudem eir zellbasierte Analyse des infektionsbedingten Hepatozytenschadens Uiber einen Biosensor
basierend auf HepG2 / C3A Hepatozyten durchgef(Batuer 2006; Sauer et al. 201R)e Inkubation

der Zellen mit LithiunPPlasma aus den drei experimentelleru@en (gering: 25; moderat: 50; stark:

100 Zerkarien) fuhrte zu einsignifkanten Beeintrachtigung der Testzellen in Bezug auf Vitalitat und
Zellwachstum. Ein Grund hierfur kdnnten die unterschiedlichen Konzentrationen an Chemokinen und
Zytokinen im Plema der infizierten Tiere sein. Die makroskopische Bewertung der Leberschadigung
Uber das entwickelte Punktesystem korrelierte in diesem Versuch mit den Aussagen des Biosensors,
was von hervorzuhebender Bedeutung ist, daSlienansorninduzierte Schadigunder Leber Uber die
Messung klassischer Markerenzymie AR ASToder ALTim Serum der Tiere nicht zu erfassen ist. Im
chronischen Verlauf der Schistosomiasis korreliert der Grad der Leberfibrose mit dem Serumspiegel
der profibrotischen Interleukine 4 unti3 ( Mentink-Kane et al. 2011; Schwartz et al. 2pT3ennoch

ist es fraglich in welchem Umfang proinflammatorische Zytokine an der Beeintrdchtigung von
Zellfunktion und Lebensfahigkeit in HepG2/C3A Zellen bdtediigd, da bei einer chronischen
Schistosomiasis die THintwort durch die ThZytokine untedrickt wird (Herbert et al. 2004)
Proinflammatorische Zytokine sind dafiir bekannt, die Lebensfahigkeit von Zellen zu beeinflussen,
indemsie eine Mitochondrienfehlfunktion verursach¢Regueira et al. 2009)lie AlbuminrSynthese
herunterregulierenel-Saadany et al. 2008nd eine hemmende Funktion auf P46§tochromen, wie
Cytochrom P450A2, Cytochrom P45RPE1 und Cytochrom P45M\1, auslosefLi et al. 2006Nakai

et al. 2008. Bisher wurde der Biosensor zur Bestimmung der Hepatotoxizitat auf HepG2/C3A Zellen
von Plasma aus septischen und nichtseptischen Patienten in einer prospektiven klinischen Studie
getestet (Sauer 2006)Es konnte gezeigt werden, dass das Plasma von Patienten mit septischem
Schock die Zellfunktion und Lebensfahigkeit von HepG2&&HAn beeintrachtigt. Erhéhte Werte zur
Vitalitdt der Zdken konnten nur im Vergleich von Uberlebenden zu nicht Uberlebenden Patienten

gemessen werden.

Obwohl diese experimentellen Infektionsdosen nicht mit einer natirlichen Infektion des Menschen
vergleichbar sind, bedeutet das makroskopische Bewertungssygiamftig eine Reduktion der
Mauszahlen im Tierexperiment. Dartiber hinaus ware ein nachster denkbarer Schritt, den Hep&2 / C3A

Biosensor zur Beurteilung der humanen Schistosomiasis zu verwenden.

In Studie Il sollte untersucht werden, ob mannliche oder vighig! S. mansonim Rahmen einer
eingeschlechtlichen Vorinfektion, den Verlauf einer beidgeschlechtlichen (natirlichen) Reinfektion

beeinflussen(Koslowski et al. 2017Es konnte gezeigt werden, dass mit weiblicH@nmansoni
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Zerkarien vorinfizierte Mé&e eine signifikant reduzierteTh2vermittelte Leberfibrose nach
Reinfektionaufwiesen(11 Wochen nach eingeschlechtlicher Erstinfektion), verbunden mit kleineren
hepatischen Granulomen. Zudem zeigternsicdieser Gruppe verringerteeber und Milzgewichten
Relation zum Korpergewichivas auf einemilderenKrankheitsverlauf hideutet. Im Gegensatz zu
diesenErgebnissen konnte in friiheren Arbeiten unter Verwendung des Lungengranulommodells, kein
Unterschied der GranulomgrofRe zwischen Mausen, die eineefdihmannlichen, weiblichen oder
beidgeschlechtlichen Infektion ausgesetzt wargezeigt werdenlm Lungengranulommodell werden

die Parasiteneier in die Schwanzvene injiziert, diese gelangen in die Lunge und es bilden sich, wie in
der Leber auch, Esrandome, die sich alle im gleichen Entwicklungsstadium befir{@eever et al.
1997) Allerdingfehlt in diesem Modell durctie direkte Applikation der Eier die zweite Wurmreifung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf ,hidass eventuell ein kompletter zweiter

Entwicklungszyklus nétig ist, um einen Effekt auf das Krankheitsbild hervorzurufen.

Ubereinstimmend mit der verringerten GranulomgréRe und Leberfibrose in der Gruppe mit weiblicher
Vorinfektion wurden niedrigere Semzytokinspiegel der profibrotischen Interleukinedllund IE13
gemessenEin kombinierter Knoeut der IL.-4 und IE13 Gene in Mauselin einer friheren Studie
fuhrte zu einem Anstieg der Thiggulierten Entziindung begleitet von nekrotischer Gewebezerstérung
und héherer MortalitatBrunet et al. 1997; Fallagt al. 2000) Dennoch wurde in unserer Studie keine
erhdhte ThtAntwort trotz verminderter Th2Antwort gemessen. Die Expression von Argl in den
Lebern aller infizierten Mause bestatigte zudem eine adaquateAri®ort. Eine vergleichbar starke
Reduktion der Th2Antwort und somit der Expression der profibrotischen Zytokind lind [E13
konnte ebenfalls Uber die medikamentdse Hemmung deEelFProliferation Uber 24or-
Ursodeoxycholsaure gezeigt werd¢Bombetzki et al. 20157Zudem war in unserer Studie Retnla
(resistinlike molecule alphajpusschlielich in der Gruppe mit weiblicher Vorinfektion S$igamt
erniedrigt, im Vergleich zu allen weiteren infizierten Gruppen. Es ist bekannt, dass die Ablagerung von
S. mansoniHdmozoirPigment in den Mauslebern mit der Anwesenheit von Apgéitiven
Makrophagen assoziiert ist, denen insbesondere die Expressio Retnla fehlfTruscott et al. 2013)
Darlber hinaus sind wahrend der Infektion r8itmansonkoxp3positive TregsXhliisselregulatoren

der ImmunhomoostaseCTLA wird konstitutiv auf Foxpdositiven Tregs exprimiert und bildet einen
weiteren wirksamen Inhibitor der Th&ntwort durch die Induktion von-ZeltAnergie undToleranz
(Taylor et al. 2007)CTLA war in dieser Studie signifikant erhdht in der Gruppe mit weiblicher
Vorinfektion, wahrend Foxp3 in allen infizierten Gruppen einheitlich exprimiert wurde. Wie schon in
frheren Studien gezeigt werden ke, fiihrt die Bockade von CTl4Awahrend des akuten Stadiums
der S. mansoninfektion zu einer Uberschiel3enden FARtwort. Wenn eine CTL4ABlockade zu einer

massiven ThReaktion und gesteigerter Fibrosierunghft, konnte die verstarkte CTéAXpression

-17-



5 Diskussion

das Gegenteil bewirken und einen Erklarungsansatz fiir die reduzierte Fibrosierung in den weiblich

vorinfizierten Mausen liefern.

In der Studie Il sollte geklart werden, ob die oben beschriebene Immunsuppression durch den
weiblichen Wurm systemische Auskingen hat und die Abwehr von Zerkarien in der Haaginflusst
(Sombetzki et al. 2018Y0der ob sich die gezemtimmunsuppression nur auf diEkrinduzierte
Fibrosierung imder Leber beschrankt. Die angeborene Immunantwort in der Haut hat einen wichtigen
Einfluss auf sich entwickelnde SchistosdmaavenMountford und Trottein 2004)ind ist erforderlich,

um diese Larven bereits beim Eindringemlie Haut zu bekampfefRiengrojpitak et al. 1998; Hogg et
al.2003®@ a Al | AR aDOWMdddisist es maghth, tie Zellrekrutierung und die Produktion von
Chemokinen (RANTES, EotaxionMacrophage Inflammatory Protein-m h-mi 3Monocyte
Chemoattractant Protein,Chemokine Ligand 2/ 1Qnd Zytokinerd L Cb h Z-m ¢ 1Qp7(q, IL4,

IL-5, 11-:13, 1:10) nach Injektion eines Entziindungsstimulus zu untersuchen und zu quantifizieren. Es
konnte gezeigt werden, dass Weibchen und Wurmpaare im Gegensatz zu mannlichen Wirmern (bzw.
ohne Vorinfektion) die angeborene Immunantwort in der Haut als Reaktion aukitgizZerkarien
unterdricken. Wobei die Vorinfektion mit Weibchen einen signifikant starkeren Effekt auf die
angeborene Immunantowrt zeigte, als die Wurmpaare. Dies spiegelt sich in den niedrigeren
Konzentrationen von Cherkmen und Zytokinen in dewAir Pouch*Exsudaten wider und kann
wiederum zu einer verringerten chemotaktischen Anlockung von Immunzellen fuhren. Eine
mansonilnfektion I6st einen anfanglichen Einstrom von Neutrophilen in die Haut aus, gefolgt von
Eosinophilen, Makrophagen und dendritien Zellen Incani ud McLaren 1984Hogg et al2003.
Letzteres kann von infiltrierenden Monozyten abgeldst wer@€ang et al. 2014Die Anzahl von-T
Zellen, BZellen, Gedachtni$-Zellen und Gedachtni®-Zellen wurde durch ®&finfektion mit
mannlichen oder weiblichen Schistosomen, Wurmpaaren bzw. ohne Vorinfektion nicht erhéht. Dies
schliefl3t aber eine mogliche Beteiligung dieser Zellen nicht unbedingt aus. Die durch die Parasiten
ausgeloste TypV-Hypersensitivitatsreaktion it typischerweise erst 48 h nach der Exposition
gegenuber einem Antigen alfichtenberg et al. 1976)Yaher ist es durches mdglich, dass die
Reaktiong Rekrutierungzeit dieser Zellen in ded\ir Pouchinicht ausreichend war, um eine adaquate

T- oder BZellReaktion zu ermdglichen.

Wie schon in Studie Heigte sich auch in Studie Il ein Aagtider Expressionsraten von CZluhd
zusatzlich von 1110 in den Milzen der Mause mit weiblicher Vorinfektion im Vergleich zu Mausen mit
mannlicher Vorinfektion und nicht vorinfizierten Mausen. Diese Ergebnisseé&ddatrauf hindeuten,
dass Anergigelevante Mechanismen zeitabh&ngig sind. Dariiber hinaus konnte eine Expression von
1133 und seinem Rezeptor gezeigt werden, welcher als wirksamer Mediator der Immunsuppression bei

infektiosen oder sterilen Entziindungen lbbseben wird (Siede et al. 2016; Nascimento et al. 2P17
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5 Diskussion

Die Indiktion von Anergie durcls. mansoriWirmer ist bereits bekann(Smith et al. 2004)Die
Neuwertigkeit dieser Studie liegt darin, dass vermutlich hauptséchlich der weibliche Wurm fir dieses
Phanomen verantwortlich isDie sarke Induktion der CTUAUNnd IL10 Expression in den Milzen der
Mause, die mit Wurmpaaren vorinfiziert waren, ist hochstwahrscheinlich auf die bereits eingesetzte
EtAblage zuriickzufiihren. Beide Gene spielen eine Rolle bei der granulomatdsen Hyporegponsivit
(Walsh et al. 2007)ks ist bekannt, dass Parasiteneier die Expression von Adasgpeiierten Genen

induzieren.

Neutrophile und eosinophile Granulozyten konnen Parasiten abtdten, indem sie Elastase und
Wasserstoffperoxid produzierefFreudensteirDan et al. 2003)Die starke Rekrutierung von Zellen
der angeborenen Immunabweltrei mit mannlichen Zerkarien vorinfizierten Mausen sollte demnach
zu einer Verringerung der Parasitamd Eilast fihren. Um diese Hypothese zu eniifvurden Mause

in einem zweistufigen Infektionsmodell mit ménnlichen, weiblichen oder ménnlichen und weiblichen
Schistosomen vorinfiziert und nach 6 Wochen erneut beidgeschlechtlich infiziert (Reinfektion). Wie
erwartet, wurden die niedrigsten Wurmzahlemd ParasiterEier in den Mausen gemessen, die mit
mannlichen Zerkarien vorinfiziert waren. Obwohl die Mause ohne Vorinfektion eine vergleichbar
starke dermale Immunantwort aufwiesen, wie die & mit mannlicher Vorinfektiokkam es hier zu
keiner Redukbn der Parasitenlast. Vermutlich liegt es an der fehlenden Mdglichkeit protektive IgG1
und IgG2bAntikdrperreaktionen zu entwickeln oder vor der Infektion Makrophagen in die Haut zu
rekrutieren. Dennoch hat die Reduktion der Parasitenlast durch ménnkarafektion nur eine
begrenzte Wirkung auf die Leberfiborose und Granuldifigr Die Verhéltnisse von
Leber/Kérpergewicht und MilKorpergewicht waren vergleichbar in allen infizierten Gruppen.
Obwohl im Gewebe eingeschlosseBer als inflammatorische 8tuli wirken, sind die profibrotischen
Interleukine4 und-13 der Hauptantrieb fur die Progression der Leberfibrose. Ab eimestimmten
Infektionsniveau (Eilagh der Leber) wird die Th2ermittelte Fibrose hochreguliert und schreitet
unabhangig von derilast fort(Cheever 1997)1-4 und 113 bestimmen das Ausmald der Fibrosierung
(Barron und Wynn 2011)Eine alleinige Verringerung der Parasitenlast zur Behandlung von

Leberschaden, insbesondere Leberfibrose, ist somit mdglicherweise nicht ausreichend.

Die hier prasentiegn Datenund die Daten anderer zeigedass sich mannliche und weibliche
Schistosomen nicht nur morphologisch unterscheiden, sondern auch verschiedene immunologische
Antworten im Endwirt auslése(Moné und Boissier 2004pa es eher selten zu eingeschligichen
Infektionen in der freien Natur kommt, ist dies, evolutiondr gesehen, ein geschickter Schachzug,
Aufgaben zwischen méannlichen und weiblichen Wirmern aufzuteilen. Das Ziel jedes Parasiten ist es,
maoglichst lange im Wirt zu Gberleben und sich zu ogjpzieren. Auf der anderen Seite darf aber der
Wirtsorganismus nicht zu sehr geschadigt werden, da der Parasit dann sein Habitat verliert. Die
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5 Diskussion

Immunsuppression, vermittelt durch Helminthen, stellt einen Mechanismus dar, der bekanntermafien
nicht nur das Ubedeben von Parasiten erleichtert, sondern auch die Chronifizierung von
Krankheitsverlaufen férdert. Mannliche Schistosomen schiitzen, erndhren und transportieren das Ei
produzierende Weibchen. Sie werden zunachst, mehr oder minder, durch Mechanismen des
angeborenen Immunsystemsabgewehrt Das Weibchen sorgt fur eine Parasiezundliche
Umgebung durch die Abschwachung der Immunabwehr und sichert somit das eigene Uberleben und

das des Wirtes.

Auf der im Marz 2013 stattgefundenen internationalen Fachtagwmy'z ¢ KSYI o{ OKA &2 a
9t AYAYF(dA2Y {GN}XGS3e YR t20SyGAltf w2tS 2F | x| (
das National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) und der Bill & Melinda Gates
Foundation gesponsert wurde, wurdalrei wesentliche Punkte zusammengefasst, die ein moglicher
zuklnftiger Impfstoff leisten muss. Esngen daher in Zukunft Impfstoffentwicklunggrefordert, die

mindestens eines der folgenden Ziele anvisieren: 1) ein prophylaktisch wirkender Impfstoff der eine
praventive oder reduzierende Infektionsrate bewirkt und somit digertragung verringert odetnd

den Wirt von Parasiten befreit, 2) ein Ifispff der eine Neuansteckung verhindert oder abschwacht

durch die Beeinflussung des weiblichen Wurms (Uberleben) oder Hemmung der Eiproduktion und 3)

ein therapeutischer Impfstoff der das Krankheitsbild reduziert (passiver Effekt). Optimal ware aber

eine Kombination aus allen drei Eigenschaftgvio et al. 2014) Angesichts der in dieser Arbeit
zusammengefassten Daten wird deutlich, dass mannliche und weibliche Wirmer ein unterschiedliches
Potential fur die Impfstoffentwicklung mitbringen. Sollte es gelingen die immunmodulierenden

Mechanismen der Wirmer zu entschlisseln, kénnte dies Erfolge fur alle 3 Ansatze bringen.
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6. Zusammenfassung

Die Infektion mit dem intravaskuldren Trematod&chistosoma spystellt mit Gber 258 Millionen
Infizierten weltweitein ernsthaftes Gesundheitsproblem daor allem in den Entwicklungslandern
Wahrend einer chronischeBchistosoma mansohifektion rufen komplexe Immunantworten auf die
im Gewebe eingeschlossenen Parasiida eine granulomatése Entzindung hervor, die zu
ernsthaften Schaden in der Leber und im Darm fiihEgne anschlie3ende fibrotisciNarbenbildung

und Deformierung&klerosierung der intrahepatischen Pfortadervenen flihrt zu portaler Hypertension,
Aszites undDsophagusvarizdnutungen Das murine Modell deBchistosoma mansohifektion ist
geeignet, die schwerehepatosplenala Schadigungnder Erkrankung innerhalb einer angemessenen
Zeit nachzuweisenDas Zielder Studie | war die Implementierung eines makrkgpischen
Bewertungssystems fur Madsbern zur Bestimmung infektionsbedingter Organveranderungen der
S. mansoninfektion. as hier entwickeltemakroskopischdBewertungssystenstellt ein wertvolles
Werkzeug bei der experimentellen Schistosomiasis dardam Schweregrad der hepatosplenalen
Schistosomiasis zu bestimmen und die Anzahl der Tiere zu reduzZiqeerimentelle Therapiaind

Impferfolge im Mausmodell kénnen in Zukunft leichter bewertet werden.

Eine Immunisierung ist diebeste langfristigeStrategie zur Kontrolle der Schistosomiadi¥e
Schistosomen haben Mechanismen entwickelt, das Immunsystem des Wirtes zu unterdriicken, um ihr
eigenes Uberleben zu sichern, aber gleichzeitig \Aért vor infektionsbedingte®rganschadigungen

der fehlgeleieten Eier in der Leber zu schiitzen. Mannliche und weibliche Wiirmer haben diesbeztiglich
offenbar unterschiedliche Aufgaben. Es ist bekannt, dass mannliche Schistosomen, induzierten
Immunabwehrmechanismen entgehen koénnen und weibliche Wirmer im Blutstrogernraund
ernahren. InStudie Il und llkonnte erstmalgezeigtwerden, dass der weibliche Wurm nicht nur fur

die EiProduktion zustandig ist, sondern durch die Suppression des Immunsystems eine offenbar
ParasiteAfreundliche Umgebung schafft. Weibliche Btbsomen unterdriicken die Wirs
Immunantwort gegen eindringende Zerkarien in der Haut und verstarken die Expression Anergie
assoziierer Gene, wie beispielsweise CHLMannliche Schistosomen dagegen l6sen eine starke
Immunreaktion aus, die letztendlicli ziner Verringerung der Wurmind Eilast filhrtDieDaten legen

nahe, dass der weibliche Wurm ein vernachlassigter Faktor bé&egulation defmmunantwort des

Wirts ist und daher ein vielversprechendes Ziel fur neue immunmodulatorische Therapienlltlarste
Daher wird Bestandteil zuklnftiger Arbeiten der Arbeitsgruppe die Aufklarung der
immunmodulierenden Mechanismen derdnnlichen und weiblichewirmersein um neue Impfstoff

und Therapieansatze zu schaffen.
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Severe hepatosplenic injury of mansonian schistosomiasis is caused by Th2 mediated granulomatous response against parasite eggs
entrapped within the periportal tissue. Subsequent fibrotic scarring and deformation/sclerosing of intrahepatic portal veins lead to
portal hypertension, ascites, and oesophageal varices. The murine model of Schistosoma mansoni (S. mansoni) infection is suitable
to establish the severe hepatosplenic injury of disease within a reasonable time scale for the development of novel antifibrotic or
anti-infective strategies against S. mansoni infection. The drawback of the murine model is that the material prepared for complex
analysis of egg burden, granuloma size, hepatic inflammation, and fibrosis is limited due to small amounts of liver tissue and blood
samples. The objective of our study was the implementation of a macroscopic scoring system for mice livers to determine infection-
related organ alterations of S. mansoni infection. In addition, an in vitro biosensor system based on the detection of hepatocellular
injury in HepG2/C3A cells following incubation with serum of moderately (50 S. mansoni cercariae) and heavily (100 S. mansoni
cercariae) infected mice affirmed the value of our scoring system. Therefore, our score represents a valuable tool in experimental
schistosomiasis to assess severity of hepatosplenic schistosomiasis and reduce animal numbers by saving precious tissue samples.

1. Introduction

In the host adult Schistosoma mansoni (S. mansoni) worms
are found within the mesenteric blood vessels around the
sigmoid colon and the rectum, where the oviposition takes
places [1]. Schistosomal eggs induce a strong antibody
response against soluble egg antigens that corresponds to a
type 4 hypersensitivity reaction mediated by T-helper 2 (Th2)
cells and alternatively activated macrophages. Via blood-
stream the lateral-spined eggs get into the liver and become
entrapped within the periportal tissue [2]. Th2 response
directs periocular inflammation towards fibrous scarring
with subsequent deformation and sclerosing of the intrahep-
atic portal veins whereby the arterial and ductular structures
remain largely unaffected [3]. Fibrotic septa sprout from

the periportal area into the parenchyma, while the acinar
architecture is preserved. Due to high infection rates or
repeated infections periportal (Symmers’ pipestem) fibro-
sis [4] occurs as mild chronic granulomatous hepatitis or
advanced hepatosplenic manifestations with massive fibrosis,
splenomegaly, portal hypertension, ascites, and esophageal
varices.

By virtue of intact liver function serum biochemistry is
inconspicuous. During the acute stage of disease (Katayama
syndrome) eosinophilia and a slight increase of alanine
aminotransferase (ALT) can be seen. Later in the chronic
stage of disease aminotransferase levels are often within the
normal ranges and alkaline phosphatase might be slightly
elevated.
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Apart from discrepancies regarding susceptibility for
infection between mice and man [5], immunological reac-
tions to parasite eggs run similarly in terms of involved cells
types and regulating cytokines, granuloma formation, disease
progression, and clinical symptoms [6]. In man, disease
progression towards advanced hepatosplenic schistosomiasis
depends on the age, gender, infection rates, and duration
of infection [7]. The mouse model is suitable to establish
severe hepatosplenic manifestations within eight weeks by
infection with low numbers of worms [3]. Therefore the
murine model is used to study the complex immune reactions
to egg and worm antigens within a reasonable time scale
and to develop novel antifibrotic or anti-infective strategies
against Schistosoma infections [8]. However, complex analysis
of egg burden, granuloma size, hepatic inflammation, and
fibrosis is limited due to small amounts of liver tissues and
blood samples. Therefore usually large numbers of animals
are needed, in order to address scientific issues adequately.

The objective of our study was the implementation of
a macroscopic scoring system determining infection-related
organ alterations as markers of disease severity in mice
infected with S. mansoni. An in vitro biosensor system
detecting hepatocellular injury in HepG2/C3A cells affirmed
our scoring system.

2. Material and Methods

2.1. Schistosoma mansoni Mouse Model. Schistosoma man-
soni (S. mansoni, Brazilian strain) was held in a life cycle
with Biomphalaria glabrata fresh water snails (B. glabrata,
Brazilian strain) as intermediate hosts and female NMRI mice
as definite hosts. Mice were kept with a 12:12 hour light/dark
cycle, standard mouse chow (SSNIFE Soest, Netherlands),
and water ad libitum. B. glabrata were kept in aquarium
water at 25°C and a lettuce diet. Cercariae were obtained
by mass shedding after light exposure and the number of
cercariae/mL was determined using a conventional light
microscope (magnification 100-fold). To generate pathologies
of different severities, 6- to 8-week-old NMRI mice were
infected with either 50 S. mansoni cercariae (n = 9) for a
moderate infection or 100 S. mansoni cercariae (n = 9) for
a heavy infection. Mice were exposed to S. mansoni cercariae
by sitting in a water bath, except the healthy control-group
(n = 5). Twelve weeks after infection mice were sacrificed
via cervical dislocation under Ketamine/Xylazine anesthe-
sia. Collection of sterile plasma for biosensor testing was
performed by immediate retrobulbar exsanguination using
lithium/heparin blood collection tubes (Sarstedt, Hannover,
Germany). Within the experimental groups plasma samples
were pooled and frozen at —80°C. The experiments were
performed according to the German animal protection law
and approved by the local animal care and use committee (file
number 7221.3-2.5-003/10).

2.2. Serum Biochemistry and Liver Histology. Alanine amino-
transferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alka-
line phosphatase (AP), and bilirubin were measured in
serum with the UniCel® DxC 800 Synchron® Clinical System
(Beckman Coulter GmbH).

BioMed Research International

TabLE 1: Description of the macroscopic score.

Parameter Modality Score level
<0,1g (healthy) -
Spleen weight >0,llg +
>04g ++
<1,2 g (healthy) -
Liver weight >1,21g +
>2g ++
Red/glossy -
Color Dark red/fade +
Greyish/pale ++
None -
Nodules Occasional +
Area-wide ++
Regular -
External surface Furrows/bosselation +
Macronodular ++
Soft/elastic -
Consistency Firm +
Rigid ++

One-half of the right liver lobe was fixed in 10% neutral
buffered formalin solution (Sigma Aldrich, Germany) and
embedded in paraffin. Five ym thin sections were stained
with either hematoxylin/eosin (HE) or Sirius red (SR).

2.3. Macroscopic Evaluation of Liver Injury. Twelve weeks
after infection, liver and spleen weights were determined
and the extent of liver damage was assessed macroscopically
by using a minus (=)/plus (+) scoring system: (—) unobtru-
sive for the evaluated parameter and (+) obtrusive for the
evaluated parameter. The score ranges from 1- = healthy to
12+ = heavily affected by S. mansoni infection. The scoring
system determines the extent of liver damage and considers
infection-related organ alterations as color, stiffness, and
prevalence of nodules compared to naive livers (Table 1).

2.4. Human Hepatocyte Based Biosensor. Two mL hep-
arinized plasma was drawn from all three experimental
groups for testing with the in vitro hepatotoxicity test [9, 10].
To determine the toxicity of animal plasma the human hep-
atocytes cell line HepG2/C3A obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC CRL-10741) was used. The
cells were cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
(Dulbeccos MEM, GIBCO Life Technologies, Eggenstein,
Germany). HepG2/C3A cells were seeded in 24-well cell
culture plates in a density of 250.000 cells/well; then the cells
were cultured for three days with 0.5 mL heparinized plasma
from each animal. Subsequently, cells were rinsed once with
Dulbecco’s MEM and incubated with 1mL fresh Dulbecco’s
MEM for three days. Cells, respectively, supernatants, were
tested for viability using the XTT test (dehydrogenase activity
in the mitochondria) and measurement of cell count was
indicated with the trypan blue-staining. The XTT test was
carried out according to the protocol of Scudiero et al. [11].
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FIGURE I: Serum biochemistry of mice infected with 50 or 100 S. mansoni cercariae. Serum biochemical markers of hepatocellular injury
(ALT and AST) and cholestasis (AP and bilirubin) remain unchanged in mice infected with 50 or 100 S. mansoni cercariae compared to naive

control mice.

Additionally, the release of lactate dehydrogenase (LDH) into
the cell culture supernatants was measured. Each test batch
with plasma from one group was tested in four experiments
(n = 4), Dulbecco’s MEM control was used and each meas-
urement was performed twice.

2.5. Statistical Analysis. Significance between the groups was
analyzed with the Kruskal-Wallis one way and the two-tailed
Mann-Whitney U-test, using the Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS). The results are expressed as median
and range. Differences were considered significant at p <
0.05.

3. Results

3.1 Serum Biochemistry. Serum levels of ALT, AST, AP, and
bilirubin were not increased by the different S. mansoni
infection intensities compared to the naive control (Figure 1).

3.2. Scoring System. S. mansoni infection resulted in signifi-
cant increase of liver and spleen weights compared to healthy
control mice (Figure 2(a)). The different infection intensities
were reflected by marked differences in the macroscopic
appearance of infected mice livers in mice infected with
100 S. mansoni cercariae (Figure 2(b)). Livers of these mice
appeared greyish and pale; bosselations of the capsule with
star-like depression and wide spread nodules were clearly
visible. A semiquantitative evaluation of the infection-related
organ alteration was performed according to the scoring
system described in Table 1. The highest score levels with
a mean of 10 + 0.1 were found in mice infected with 100
S. mansoni cercariae compared to mice infected with 50 S.
mansoni cercariae and score levels of 7 + 1.9 (Figure 2(c)).

3.3. Microscopic Appearance. Histological survey staining
(HE, magnification 2.5-fold) of mice livers revealed clearly
visible hepatic granulomas within enlarged portal spaces.
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F1GURE 2: Pathological changes of the liver due to different S. mansoni infection intensities. (a) Weights of spleens and livers of infected mice
groups are significantly increased compared to naive mice. Infection with 50 or 100 cercariae results in a comparable increase of spleen and
liver weights. (b) The outer appearance of mice livers following infection with 50 or 100 cercariae is markedly different. Compared to the livers
of naive and mice infected with 50 cercariae, the livers of mice infected with 100 cercariae appear firmer and paler with area-wide nodules,
bosselations, and star-like depressions. (¢) Scoring of parameters describing the outer appearance of all mice livers reveals highest score levels
in mice infected with 100 cercariae compared to livers of naive mice and mice infected with 50 cercariae.
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TABLE 2; Biosensor results (median and range).

50 cercariae (n = 4)

100 cercariae (n = 4) Medium-control (n = 4)

Naive (n = 4)
Number of cells (x1.000) 833 (825-840)
Vitality (%) 95.2 (93.3-971)
XTT (extinction/well) 1.48 (1.25-2.37)
Release of LDH (U/L) 135 (134-136)

610 (575-645)
82.8 (80.6-84.9)
0.92 (0.84-1.00)"

145 (139-150)"

560 (545-575)
73.8 (64.4-83.2)
0.84 (0.51-0.90)"

157 (152-161)"

1111 (535-1.355)

94.9 (911-973)

213 (1.72-3.27)"
113 (110-123)

“P < 0.05 versus naive; LDH: lactate dehydrogenase.

Naive

Hematoxylin-eosin

Sirius red

50 S. mansoni cercariae

100 S. mansoni cercariae
edaesihic
X 7 ]

F1GURE 3: Liver histology of mice infected with 50 or 100 cercariae. Representative images of mice livers (HE, 2.5-fold magnification and SR,
2.5-fold magnification): uninfected mice (naive), mice infected with 50 cercariae (50 cercariae), and mice infected with 100 cercariae (100
cercariae). Livers of mice infected with 100 cercariae have considerably more periocular granulomas compared to the other mice. Higher
infection rates result in tortuous vascularization of the portal area and pronounced portoportal bridging with markedly sclerosed hepatic

veins.

Livers of mice infected with 100 S. mansoni cercariae
displayed tortuous vascularization of the portal area with
replaced blood vessels. Infiltration with inflammatory cells as
macrophages/monocytes, granulocytes, and T-lymphocytes
was not restricted to periocular regions but to blood vessels
and was sporadically found within the parenchymal interface.
The amount of hepatic granulomas was conspicuous higher
following infection with 100 compared to 50 S. mansoni
cercariae. Sirius red positive area was mostly distributed in
livers of mice infected with 100 S. mansoni cercariae. Livers of
these mice displayed pronounced portoportal bridging and
markedly sclerosed hepatic veins. In animals infected with
50 S. mansoni cercariae connective tissue was restricted to
periocular areas with dense connective tissue fibers spread
into the parenchymal interface (Figure 3).

3.4. Biosensor of Hepatocellular Injury. The results of testing
the toxicity of the animal plasma from the three experimental
groups using human hepatocytes are displayed in Table 2.
A markedly impairment of viability was only seen in the
infected groups; however, the impairment of viability was

more pronounced in the 100 cercariae group compared with
the 50 cercariae group. The plasma of the animals from the
control-group led to a slightly decrease of the number of cells
and extinction in the XTT test and higher values of LDH in
cell culture supernatants compared with the medium-control.

4, Discussion

Murine models of S. mansoni infection were used to imitate
human disease patterns and remain indispensable for antis-
chistosomal drug development. The presented experimental
scoring system specifically pays attention to infection-related
organ alterations resembling severity of disease. It comprises
the evaluation of liver characteristics, which were commonly
used for the assessment of hepatic fibrosis and related mor-
bidity in humans such as liver stiffness, presence of nodules,
and surface condition [12-14]. The different pathologies and
therefore the usability of the score were proven by an in vitro
biosensor system based on the detection of hepatocellular
injury in HepG2/C3A cells.
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