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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Schistosomiasis - Infektion, Therapie und Pravention

Die Schistosomiasis, eine Infektionskrankheit verursacht durch Trematoden der Gattung Schistosoma
spp., ist vor allem in den Tropen und Subtropen verbreitet. Es sind derzeit sechs humanpathogene
Schistosomenarten bekannt. Eine Infektion mit S. haematobium fihrt zur urogenitalen
Schistosomiasis. S. mansoni, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi und S. guineensis sind die

Erreger der intestinalen Schistosomiasis (World Health Organization 2017).

In Sub-Sahara Afrika sterben jahrlich mehr als 200.000 Menschen an den Folgen einer Schistosomiasis.
Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erhalten jahrlich mehr als 258 Millionen Menschen eine
Therapie gegen die adulten Wiirmer (World Health Organization 2015). Seit vielen Jahren verfolgt die
Firma Merck zusammen mit der WHO eine Strategie zur Einddmmung der Erkrankung, indem sie jedes
Jahr Massenbehandlungen bei Schulkindern mit dem Anthelminthikum Praziquantel in
Endemiegebieten durchfiihrt (Colley 2014). Dieses Medikament wirkt ausschlieBlich gegen die adulten
Wiirmer. Es hat keine Wirkung auf die heranreifenden Wiirmer, schiitzt nicht vor Neuansteckung und
hat keinen Einfluss auf die durch die Parasiteneier verursachten Schaden in Leber, Darm oder der
Blase/Genitaltrakt (King 2009; Matthews 2011). Da die Ansteckung tber StiBwasserkontakt erfolgt,
infizieren sich die Menschen in den Endemiegebieten tdglich neu. Der chronische Verlauf der
Erkrankung fiihrt bei den betroffenen Menschen meist zu einem lebenslangen Leidensweg und zu
sozialen Problemen, wie Arbeitsunfahigkeit, Armut, Isolation und Anfilligkeit gegenliber anderen
Erregern (z.B. Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)). Zudem leiden vor allem Kinder unter Symptomen
wie Eisenmangelandmie, Untererndahrung, Wachstumshemmung und geistiger Unterentwicklung

(Colley et al. 2014; Ezeamama et al. 2018).

Um diesen Menschen helfen zu kénnen und auch die erhdhte Ansteckungsgefahr anderer
Infektionskrankheiten (HIV) zu minimieren, die beispielsweise durch Lasionen einer
Schistosomeninfektion beglinstigt werden, wird dringend ein Impfstoff bendtigt. Auf Basis moderner
molekularbiologischer Methoden (Genom-, Transkriptom- und Proteomanalysen) zielen die Arbeiten
unterschiedlicher Arbeitsgruppen zur Impfstoffentwicklung derzeit in erster Linie auf
Tegumentproteine der Wiirmer ab, um so eine gezielte Abwehrreaktion des Kérpers hervorzurufen (El
Ridi und Tallima 2013; Figueiredo et al. 2015). Bislang befinden sich nur drei Impfstoffkandidaten in
klinischen Studien beim Menschen, die maximal eine Teilimmunitdt von 50-60% hervorrufen. Damit
kann die Verbreitung der Schistosomiasis und die Folgen des chronischen Verlaufes hinausgezogert,
aber nicht verhindert werden (Lebens et al. 2004). Als Forschungsmodell fiir die Therapie- und

Impfstoffentwicklung wird haufig die Maus als Versuchstier herangezogen. In vivo Studien zeigten,
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1 Einleitung

dass die abgelegten Parasiten-Eier in der Leber sowohl beim Menschen, als auch bei der Maus, eine
im zeitlichen Verlauf &ahnliche T-Zell-Polarisation mit Granulombildung und anschlieBender

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

Die Fortpflanzung von Schistosomen erfolgt tGber einen Vertebraten/Invertebraten Zyklus bestehend
aus ungeschlechtlicher und geschlechtlicher Fortpflanzung. Zur ungeschlechtlichen Fortpflanzung
bendtigen Schistosomen eine SiuBwasserschnecke (Biomphalaria glabrata bei S. mansoni) als
Zwischenwirt. Hier reifen Giber mehrere ungeschlechtliche Entwicklungsstadien, die fiir den Menschen
(Endwirt und geschlechtliche Fortpflanzung) infektiosen Zerkarien heran. Durch Lichtreiz stromen die
Zerkarien 5-6 Wochen nach Infektion aus der Schnecke heraus ins SiiRwasser. Uber einen
chemotaktischen Gradienten finden freischwimmende Zerkarien ihren Endwirt (Mensch, Maus oder
andere Saugetiere). Nachdem die Zerkarien durch die Haut des Endwirtes eingedrungen sind,
entwickeln sich die juvenilen Larven wahrend ihrer Migration durch die Lunge und das Herz zu adulten
Wiirmern, bis sie sich in der Pfortader verpaaren. Von dort aus wandern die verpaarten Wiirmer tber
die Portalvene blutabwarts in das Mesenterium, wo sie anschlieBend verbleiben und mit der Eiablage
beginnen. Ein S. mansoni-Parchen produziert bis zu 300 Eier taglich (Gryseels 2012). Diese gelangen
ins BlutgefalRsystem und zum Grof3teil tiber die BlutgefalBwand in das Darmlumen und werden mit dem
Stuhl ausgeschieden. Im Verlauf kann es zur Polypen-Bildung und Fibrosierung des Darms kommen.
Etwa ein Drittel der Eier wird mit dem Blutstrom zuriick in die Leber geschwemmt. Hier bleiben die
Eier in den feinen Lebersinusoiden stecken und verursachen so das klinische Bild der hepatolienalen

Schistosomiasis (Gryseels et al. 2006).

Zum Zeitpunkt der ersten Eiablage herrscht ein vorwiegend von T-Helfer-Zellen des Subtyps 1 (Th1l)
dominiertes Entziindungsmilieu induziert durch die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
wie Interferon gamma (IFNy) oder Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), wobei verschiedene
Entziindungszellen, wie Makrophagen, Eosinophile und CD4* T-Helferzellen angelockt werden. Erst mit
zunehmendem Infektionsverlauf und der Chronifizierung der Erkrankung erfolgt eine Verschiebung der
Immunreaktion in Richtung profibrotischer Th2-Antwort (Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 13 (IL-13))
(Wynn et al. 2004). Dies flihrt zur Bildung von extrazelluldrer Matrix und zur Fibrosierung der Leber
(Pearce und MacDonald 2002), welche letztendlich zur Deformation und Sklerosierung der
intrahepatischen BlutgefaRe fiihrt (Loebermann et al. 2009). Die klinischen Folgen der Fibrosierung der
Leber sind portaler Hochdruck und die daraus resultierenden Komplikationen wie
Hepatosplenomegalie, Aszites und Osophagusvarizenblutungen (Colley et al. 2014). Die Regulation der
Th2-Antwort und die Chronifizierung des Krankheitsverlaufes werden lber die modifizierte Th2-

Antwort gesteuert. Die Th2-Antwort fallt auf ein gleichbleibendes Level, woraufhin regulatorische T-
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Zellen (Tregs) rekrutiert werden, was zur Folge hat, dass im weiteren Verlauf gebildete Granulome

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

1.2 Wissenschaftlicher Hintergrund - Die eingeschlechtliche Schistosoma mansoni Infektion

Im Vergleich zu anderen Trematoden, ist die Besonderheit der Schistosomen die
Getrenntgeschlechtlichkeit. Morphologisch zeigen mannliche und weibliche Schistosomen groRe
Unterschiede. Das diinnere und langere Weibchen liegt in der Bauchfalte (Canalis gynaecophorus) des
kiirzeren und dickeren Mannchens. So verbleiben die Wiirmer lebenslang verpaart im Mesenterium,

wobei das Weibchen nur zum Teil aus dem Mannchen herausragt (Ribeiro-Paes und Rodrigues 1997).

Bei der immunologischen Reaktion des Wirtes auf den Parasiten S. mansoni handelt es sich um eine
Hypersensitivitatsreaktion vom verspateten Typ (Typ 4) vermittelt durch spezifische T-Zellen. Wahrend
die Parasiteneier stark immunogen sind und somit die eigentliche Krankheitsursache der
Schistosomiasis darstellen, haben die adulten Wiirmer im Laufe der Evolution Strategien entwickelt,
um nicht durch das Immunsystem des Wirtes abgetotet zu werden (Braschi und Wilson 2006; Liu et al.
2007; Castro-Borges et al. 2011; Da'dara et al. 2017). Dennoch hat das Wurmantigen Einfluss auf die
zelluldare Immunantwort des Wirtes. Bereits vor Beginn der Eiablage sind alternativ aktivierte
Makrophagen, die IL-4 Rezeptoren auf ihrer Oberflache tragen, nachweisbar (Oliveira Fraga et al.
2010). Fur die genaue Untersuchung der Immunantwort gegen den Wurm ohne Einfluss der organ-
schadigenden Eiablage, wurden in dlteren Studien Infektionsmodelle entwickelt mit einer sterilen,
eingeschlechtlichen Infektion mit nur mannlichen oder nur weiblichen Wiirmern (Moné und Boissier
2004). Das Verstandnis fiir die unterschiedlichen Immunantworten auf méannliche und weibliche
Schistosomen im Endwirt kdnnte in Zukunft weitere Ansatze zur Entwicklung geeigneter Infektions-

Prophylaxen bringen.

Erste Vakzinierungsversuche wurden mit radioaktiv inaktivierten Zerkarien im Mausmodell
durchgefiihrt. Dies fihrte zu einem 50-70%igen Schutz vor Neuinfektion allerdings unabhangig vom
Geschlecht (Bickle 1982; Lebens et al. 2004). Im Gegensatz zu vitalen Zerkarien bendtigen radioaktiv
inaktivierten Zerkarien 25% langer fiir die Hautpassage, wodurch eine starkere Thl-Antwort
hervorgerufen wird und mehr Entziindungszellen in die Haut einwandern, im Vergleich zu einer
normalen Infektion (Mountford et al. 1988). Die Immunisierung mit radioaktiv inaktivierten Zerkarien
ist bislang die erfolgreichste Immunisierungsstrategie im Mausmodell. Der protektive Effekt kann
durch die zuséatzliche Gabe von Interleukin 12 (IL-12) als Adjuvans noch gesteigert werden (Lebens et
al. 2004; Stephenson et al. 2014). Eine unterschiedlich ausgepragte geschlechtsspezifische Wirkung

auf das Immunsystem des Wirtes zeigen die adulten Wirmer. Zur Beeinflussung des Immunsystems
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durch mannliche und weibliche Schistosomen gibt es einige altere Untersuchungen, die zeigen, dass
Mannchen in der Lage sind das Immunsystem zu beeinflussen, sowohl tiber die Bildung von Antikérper,
als auch durch Entziindungsprozesse (Nash 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 eingeschlechtlichen Infektion mit Weibchen ist nach eingeschlechtlicher Infektion mit
mannlichen Wirmern die Auspragung des Ohr-Delayed-type-hypersensitivity-Tests (als Parameter fur
eine spezifische Immunreaktion) starker und die Zahl an Leukozyten und die Gewichte von Lebern und
Milzen deutlich angestiegen (Boissier et al. 2003a). Es wird vermutet, dass Mannchen aufgrund ihrer
groBeren Oberflache immunogener sind als Weibchen (Boissier et al. 2003a). Dennoch besitzt nicht
nur das Tegument der Wiirmer eine immunogene Wirkung, sondern auch die Exkretionsprodukte und
Antigene des Darmtraktes sind von Bedeutung (Figueiredo et al. 2015). Eine in vitro Studie zeigte, dass
die Ausscheidung von Sekretionsprodukten in der Kulturschale nach 5 Tagen auRerhalb des Wirtes bei
weiblichen Schistosomen signifikant starker ist (van Dam et al. 1996). Zudem ist die Aufnahme von
Erythrozyten durch das Weibchen (fur die Eiproduktion) in einer Verpaarung 10-mal hoher als beim
Mannchen (Weibchen Gber 330.000 und Mannchen {iber 39.000 Erythrozyten pro Stunde) (Moné und
Boissier 2004).

Nach Reinfektion konnte gezeigt werden, dass eine eingeschlechtliche Vorinfektion mit mannlichen
oder weiblichen Zerkarien keinen oder nur geringen Einfluss auf die Wurm- oder Eilast oder Bildung
der hepatischen Fibrose aufweist (Dean et al. 1978; Bickle et al. 1979; Boissier et al. 2003a; Moné und
Boissier 2004). Andere Studien weisen auf eine protektive Wirkung hin, die sowohl abhangig von der
Zerkarienzahl als auch dem Infektionszeitraum zwischen der ersten und zweiten Infektion ist. Nach
Vorinfektion mit hoher Zerkarienzahl von 300 konnte ein protektiver Effekt durch beide Geschlechter
gezeigt werden (Moloney et al. 1986), wobei die Wurmlastreduktion durch Vorinfektion mit
mannlichen Wirmern (18,7%) doppelt so hoch war wie die Reduktion durch weibliche Vorinfektion
(8,5%). Im Lungengranulommodell, in dem Parasiten-Eier Giber die Schwanzvene injiziert werden und
so zu einer synchronen Granulombildung in der Lunge fiihren, zeigen sich nach eingeschlechtlicher
Vorinfektion mit weiblichen und méannlichen Zerkarien vergleichbar groRe Granulome in der Lunge

(Cheever et al. 1997).

Bezliglich der Unterschiede in der Infektiositdt zwischen maéannlichen und weiblichen Zerkarien
bestehen immer noch Unklarheiten. Friihere Studien zeigten entweder keinen Unterschied in Bezug
auf das Eindringen mannlicher und weiblicher Zerkarien (Stirewalt und Fregeau 1968; Rowntree und
James 1977; Boissier et al. 2003b; Moné und Boissier 2004) oder beschreiben eine héhere Infektiositat
der maénnlichen Zerkarien (Boissier und Moné 2000, 2001). Diese Unterschiede konnten auf

unterschiedliche Perfusionszeitpunkte (heraus spilen der Wiirmer) der Wirmer zurlick zu fihren sein.

-4-
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Es wurde gezeigt, dass sowohl nach 3 Stunden in der Haut, nach 6 Tagen in der Lunge und auch nach
14 Tagen in der Leber keine Unterschiede in der Anzahl von mannlichen und weiblichen Schistosomen
bestehen. Erst nach 28 Tagen wurden nach Perfusion der Leber mehr Mannchen als Weibchen gezahlt
(Rowntree und James 1977). Fir diese Beobachtung kommen zwei Theorien in Frage: 1. Mannchen
kénnen tatsachlich allein besser im Wirt Gberleben oder 2. mannliche Wiirmer lassen sich besser
heraussplilen, da die weiblichen Wiirmer auf Grund ihrer geringeren GréRe weiter in das Lebergewebe

eindringen kénnen (Stirewalt und Fregeau 1968).

Die Lokalisation der adulten mannlichen und weiblichen Schistosomen unterscheidet sich im Endwirt
deutlich. Vier Wochen nach Infektion befindet sich das Weibchen in der Leber, wandert von dort in die
Portalvene und wartet dort ca. zwei Wochen auf ein geeignetes Mannchen. Kommt es nicht zur
Verpaarung wird das Weibchen zuriick in die Leber gespiilt und verbleibt dort. Mannchen hingegen
wandern weiter in das Mesenterium (Moné und Boissier 2004). In friiheren Studien wurde gezeigt,
dass nach 8 Wochen 85% der Weibchen bei einer eingeschlechtlichen Infektion in der Leber lokalisiert
sind, 15 % in den Mesenterialvenen und 0% in den feinen Mesenterialgefallen. Bei den Mannchen sind
nur 65% in der Leber, 20% in den Mesentrialvenen und 15% in den Mesenterialgefaen zu finden
(Standen 1953; Moné und Boissier 2004). AuRerdem entwickelt sich das Weibchen bei einer
eingeschlechtlichen Infektion nicht komplett zur Geschlechtsreife (Popiel et al. 1984). Hierfiir bendtigt
das Weibchen immer den direkten Kontakt zum Mannchen (Ribeiro-Paes und Rodrigues 1997). Die
unreifen Weibchen sind wesentlich diinner und kleiner als verpaarte Weibchen. Durch die dauerhafte
Lokalisation in der Leber, zeigten Blutgefalle mit weiblichen Wiirmern aus einer eingeschlechtlichen
Infektion und auch das sie umgebende Lebergewebe eine starke Akkumulation von Entziindungszellen.
Es zeigt sich somit eine deutliche Immunreaktion auf unverpaarte Weibchen, im Gegensatz zu
verpaarten Mannchen oder unverpaarten Mannchen (Beobachtungen Vorversuche der Arbeitsgruppe
der Abteilung Tropenmedizin und Infektionskrankheiten und Sektion Nephrologie der

Universitdtsmedizin Rostock).
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2. Fragestellung

Das Mausmodell ist ein vielfach beschriebenes und etabliertes Modell zur Untersuchung von
immunologischen Vorgangen nach einer Infektion mit Schistosoma mansoni. Aufgrund der zum Teil
geringen Probenmengen, die in der Maus zur Analyse gewonnen werden konnen, ist es haufig
notwendig, beispielweise Wurmlasten und fibrotische Verdanderungen in unterschiedlichen Tieren zu
analysieren und ein Grofteil des Probenmaterials wird bereits verbraucht und kann fiir andere
Untersuchungen nicht genutzt werden. Auch die Wurm- und Eilast korreliert nicht zwangsweise mit
der hepatischen Fibrose. In der Humanmedizin wird zudem die transiente Elastographie (Fibroscan™),
ein Ultraschallverfahren zur Messung der Lebersteifigkeit als MaR fiir die Leberfibrose, angewendet
(Sandrin et al. 2003). Auch diese Methode ist aufgrund der GroRe einer Mausleber nicht realisierbar.
Leberwerte, wie Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), alkalische
Phosphatase (AP) und Bilirubin, die normalerweise im Serum gemessen werden und auf eine
Hepatozytenschadigung hinweisen, sind in der Schistosomiasis nicht erhoht (Loebermann et al. 2009;
Sombetzki et al. 2015). Die Beurteilung der Leberfibrose ist in der Therapie- und Impfstoffforschung
ebenso wichtig wie in der Humanmedizin, daher werden auch im Mausmodell einfache Methoden zur
Bewertung des Schweregrades der Leberfibrose bendétigt, nicht zuletzt um die Anzahl an

Versuchstieren zu reduzieren.

Bislang gibt es keinen wirksamen Impfschutz gegen eine Infektion mit Schistosoma spp., da zahlreiche
offene Fragen in Bezug auf die immunologische Abwehr des Wirtes gegen den Parasiten bestehen. Die
Schwierigkeit liegt hier in der Komplexitdt des Parasiten mit seinen unterschiedlichen
Entwicklungsstadien im Endwirt, den Parasiteneiern und Unterschieden in der Immunogenitat
zwischen mannlichen und weiblichen Wirmern. Daher ist es wichtig die Hintergriinde und Grundlagen
der unterschiedlichen Immunreaktionen auf den Wirt der beiden S. mansoni Wurmgeschlechter auf
zellularer und humoraler Ebene aufzuklaren, um sich die geschlechtsspezifische Immunantwort zur
Etablierung eines Impfmodells nutzbar zu machen. Folgende Fragestellungen wurden in dieser Arbeit

bearbeitet:

I. Ist es moglich die Leberschadigung makroskopisch mit Hilfe eines Punktesystems zu bewerten?
- Korreliert diese Bewertung mit den histologischen Untersuchungen (Sirius-Red-Farbung)?
- Ist es moglich die Leberschadigung in einem Biosensor nachzuweisen, der die schadigende

Wirkung von Plasma auf eine hepatische Zelllinie nachweist?

Il. Haben mannliche und weibliche Wiirmer ein unterschiedlich hohes Potential, um im Rahmen einer

sterilen eingeschlechtlichen Vorinfektion eine zweigeschlechtliche Reinfektion zu beeinflussen?

-6-
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- Welchen Einfluss hat die eingeschlechtliche Vorinfektion auf die Wurm- und Eilast, T-Zell-
Polarisierung, Antikorperlevel, Toleranzfaktoren, Granulombildung in der Leber und

hepatische Fibrose einer Reinfektion?

lll. Beeinflusst eine eingeschlechtliche Vorinfektion auch die Parasitenabwehr in der Haut?
- Wie beeinflusst die Art der Vorinfektion die Rekrutierung von Entziindungszellen, dem
Zytokin / Chemokinlevel oder Th1-/Th2-Antwort nach Injektion von Zerkarien in eine , Air
Pouch”?
- Wie beeinflusst die Art der Vorinfektion die Expression von Anergie-assoziierten Genen?
- Hat der systemische Effekt der eingeschlechtlichen Vorinfektion Einfluss auf die Wurm- oder

Eilast einer Reinfektion?
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3. Methoden

3.1 Fibrose, makroskopisches Bewertungssystem und Biosensor

In der ersten Studie dieser Arbeit sollten NMRI Mause mit unterschiedlichen Infektionsstarken (25, 50
und 100 Zerkarien) in Hinblick auf ihre Leberschadigung makroskopisch beurteilt werden (Sombetzki
et al. 2016). Hierfiir wurden die Mauslebern 12 Wochen nach Infektion mit einem im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Punktesystem bewertet. Das Punktesystem bewertet das Leber- und Milzgewicht,
die Farbe und die Konsistenz der Leber, sowie Sichtbarkeit und Verteilung von Granulomen in der Leber
von nicht, schwach, mittel und stark infizierten Mausen. Dabei erhalten gesunde Tiere einen
maximalen Punktwert von 1 wahrend stark infizierte Tiere einen maximalen Wert von 12 erreichen
koénnen. Verifiziert wurde diese makroskopische Beurteilung durch histologische Farbungen (Sirius-
Red-Farbung (SR) und Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)). AuBerdem wurden die Leberwerte, wie
Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), alkalische Phosphatase (AP) und
Bilirubin im Serum der Mause bestimmt. Zudem wurde ein weiteres ebenfalls neu-etabliertes
Testsystem zur Beurteilung des Infektions-assoziierten Hepatozytenschadens angewandt. Dabei
wurde das Lithium-Plasma der unterschiedlich stark-infizierten Tiere in einem Biosensorsystem auf
eine potentiell zellschdadigende Wirkung analysiert. Das Biosensorsystem basiert auf der
Hepatozytenzelllinie HepG2/C3A. Nach Inkubation der Zellen mit dem Plasma infizierter M3use wurde
die Vitalitat der Zellen mittels XTT (Dehydrogenase — Aktivitat in den Mitochondrien) quantifiziert und
die Zellzahl durch Trypan-Blau-Farbung bestimmt. Zusatzlich wurde die Freisetzung von
Lactatdehydrogenase (LDH) in den Zellkulturiiberstanden gemessen. Entwickelt wurde dieser Sensor
fr den Vergleich von Plasma aus septischen und nicht septischen Patienten. Plasma von Patienten mit

septischen Schock mindern die Zellfunktion und Viabilitdt von HepG2/C3A Zellen (Sauer 2006; Sauer

et al. 2012).
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Abbildung 1: Bewertungssystem und Biosensor. Infektionsschema und Analysen der Studie | (Sombetzki et al.

2016).
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3.2 Zweistufiges Schistosoma mansoni Infektionsmodell

In der zweiten Studie dieser Arbeit sollte gezeigt werden, inwieweit eine Vorinfektion mit nur
mannlichen oder weiblichen Schistosomen eine beidgeschlechtliche Reinfektion (mit Eiablage)
beeinflusst (Koslowski et al. 2017). Der Abstand zwischen Vorinfektion und Reinfektion betrug in
diesem Versuch 11 Wochen. Das Geschlecht von Schistosomen ist bereits im befruchteten Ei
determiniert. Das bedeutet, dass sich in der Wasserschnecke aus einem Mirazidium Uber
ungeschlechtliche Vermehrung ca. 1000 Zerkarien eines Geschlechts entwickeln. Uber die Polymerase
Kettenrektion (PCR) besteht die Moglichkeit das Geschlechtim Larvenstadium (Zerkarie) zu bestimmen
(Grevelding et al. 1997; Boissier et al. 2001; Quack et al. 1998; Gasser et al. 1991). Firr diese Arbeit
wurden C57BL/6J M3use mit 100 mannlichen, 100 weiblichen oder 100 mannlichen und weiblichen
Zerkarien vorinfiziert und nach 11 Wochen mit 50 bzw. 150 Zerkarien beidgeschlechtlich reinfiziert.
Nach weiteren 8 Wochen wurden die Mause aufgearbeitet und der Einfluss auf die Wurm- und Eilast,
T-Zell-Polarisierung, Antikoérperlevel, Toleranzfaktoren, Granulombildung in der Leber und hepatische
Fibrose untersucht. Hierfiir wurden histologische Farbungen der Lebern angefertigt (SR und HE) und
messenger Ribonukleinsdure (MRNA) Analysen mittels real-time PCR, sowie Multiplexanalysen zur

Zytokinbestimmung im Serum durchgefihrt.
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Abbildung 2: Zweistufiges Schistosoma mansoni Infektionsmodell. Infektionsschema und Analysen der Studie

. In Abbildung A und B sind zwei unabhéngige Tierversuche dargestellt (Koslowski et al. 2017).

- mRNA Analysen (Argl, Retnla, FoxP3, CTLA4)
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3.3 ,,Air Pouch“-Modell

In der dritten Studie dieser Arbeit sollte die Immunantwort in der Haut bei eingeschlechtlich
vorinfizierten C57BL/6) M&usen untersucht werden (Sombetzki et al. 2018). Es wurden C57BL/6J
Mause mit 100 mannlichen, 100 weiblichen oder 100 mannlichen und weiblichen Zerkarien infiziert.
Zur Stimulation der Zerkarienabwehr in der Haut wurde das , Air Pouch“-Modell verwendet. Sechs
Wochen nach der ersten Infektion erfolgte die Injektion von 100 Zerkarien beider Geschlechter in einer
Tragerflissigkeit (Phosphat-gepufferte Saline (PBS)) in eine sogenannte , Air Pouch” (Kontrollgruppe
erhielt nur PBS). Dabei handelt es sich um einen luftgeflllten Hohlraum im Nacken der Mause. Hierfir
wurde den Mausen unter Isofluran-Andsthesie dreimal im Abstand von 2 Tagen subkutan 2-4 ml sterile
Luft in den Nacken injiziert. Es bildete sich ein luftgefillter Ballon, der von einer zusatzlichen diinnen
Bindegewebshaut umgegeben war. Die Immunantwort gegen die Zerkarien in der ,,Air Pouch” wurde
6 Stunden nach Injektion analysiert. Die eingewanderten Entziindungszellen und entsprechenden
Entzindungsparameter wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Zusatzlich wurden
Antikorperlevel im Serum und mRNA Expressionslevel von Toleranzfaktoren mittels real-time PCR im
Lebergewebe bestimmt. Die Effekte in der ,Air Pouch” wurden in einem weiteren Tierversuch
untersucht. Hierfir wurden C57BL/6J M&use mit 100 mannlichen, 100 weiblichen oder 100 mannlichen
und weiblichen Zerkarien vorinfiziert und nach 6 Wochen mit 50 bzw. 150 Zerkarien beidgeschlechtlich
reinfiziert. Nach weiteren 8 Wochen wurden die Mause aufgearbeitet und der Einfluss auf Wurm- und
Eilast, Granulombildung in der Leber und hepatische Fibrose untersucht. Hierflir wurden histologische

Farbungen der Lebern angefertigt (SR und HE).
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Abbildung 3: ,,Air Pouch“-Modell. Infektionsschema und Analysen der Studie IIl. In Abbildung A, B und C sind

drei unabhangige Tierversuche dargestellt (Sombetzki et al. 2018).
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4. Ergebnisse

4.1 Ein Fibrose-Scoring-System und ein ex vivo Hepatozyten-basierter Biosensor zur Beurteilung
der hepatischen Fibrose im Schistosoma mansoni Mausmodell

Im ersten Teil der Doktorarbeit wurden die Lebern von S. mansoni infizierten Mausen unterschiedlicher
Infektionsintensitaten (25, 50 und 100 Zerkarien) makroskopisch nach der Leberschidigung
quantifiziert und mit einem makroskopischen Punktesystem bewertet (Sombetzki et al. 2016). Es
waren signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Infektionsintensitaten zu sehen. Es
zeigte sich eine Korrelation zwischen der makroskopischen Bewertung der fibrotischen Lebern und den
histologischen Untersuchungen. Die Lebern der mit 100 Zerkarien infizierten Mause waren grau, blass
und mit deutlich sichtbaren Granulomen versehen und wurden mit 10 * 0,1 Punkten bewertet. Die
Lebern der mit 50 Zerkarien infizierten Mause zeigten eine eher rotliche Farbung und deutlich weniger
Granulome (7 % 1.9). Ein signifikanter Anstieg von fibrotischen Arealen in den Lebern (Anteil der roten
Areale in der SR-Farbung) korrelierte mit der steigenden Infektionslast. Eine Verifikation des
Punktesystems mit dem verwendeten Biosensor zeigte ebenfalls eine Beeintrachtigung des
Zellwachstums und der Zellvitalitdt, nach Inkubation mit dem Plasma infizierter Tiere. Die Zellen, die
mit Plasma der mit 100 Zerkarien infizierten Gruppe behandelt wurden, zeigten die starkste
Beeintrachtigung im Zellwachstum und in der Vitalitdit. Das Plasma der Tiere aus der naiven
Kontrollgruppe fiihrte zu einer leichten Abnahme der Zellzahl und Extinktion im XTT - Test und zeigte
hohere Werte von LDH in den Zellkulturiiberstanden im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Leberwerte,
wie ALT, AST, AP und Bilirubin im Serum der infizierten Mause zeigten keinen signifikanten Anstieg, im

Vergleich zu den gesunden Mausen.

4.2 Weibliche Schistosoma mansoni reduzieren die hepatische Fibrose im Schistosoma mansoni
Mausmodell

Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde untersucht, ob mannliche oder weibliche Schistosomen ein
unterschiedlich hohes Potential besitzen, um im Rahmen einer sterilen eingeschlechtlichen
Vorinfektion eine beidgeschlechtliche Reinfektion zu beeinflussen (Koslowski et al. 2017). Die Lebern
der Mause, die mit weiblichen Zerkarien vorinfiziert waren, wiesen makroskopisch weniger
pathologische Verdanderungen auf. Es zeigten sich weniger sichtbare Granulome, die Oberflache war
glatt und die Farbung dunkelrot, dhnlich wie bei den naiven Tieren. Lebern und Milzen zeigten keine
Gewichtsunterschiede im Vergleich zu den Organen der naiven Gruppe. Durch die Vorinfektion mit
weiblichen Zerkarien zeigte sich interessanterweise eine signifikante Reduktion der hepatischen
Fibrose. Im Vergleich zeigten die Lebern der Mause, die entweder nicht vorinfiziert oder mit

mannlichen Zerkarien vorinfiziert waren, deutlich ausgepriagte Granulome, signifikante
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Gewichtserhohung und eine grauliche Farbung. Die Parasitenlast war in allen vorinfizierten Gruppen
vergleichbar. Somit konnte gezeigt werden, dass die Leberschadigung durch die Vorinfektion mit
weiblichen Schistosomen, trotz vergleichbarer Parasitenlast, verringert wurde. Die Th1-Zytokine TNFa
und IFNy waren in allen infizierten Gruppen vergleichbar. Im Serum von Mausen mit weiblicher
Vorinfektion wurden signifikant weniger profibrotische Zytokine, IL-4 und IL-13, gemessen, im
Vergleich zu den anderen infizierten Gruppen. Die Auspragung der Th2-Antwort wurde zudem durch
die mRNA Expression von Arginase 1 (Argl)und resistin like alpha (Retnla) in der Leber dargestellt,
welche als Marker fir M2 Makrophagen verwendet werden. Retnla war signifikant erniedrigt in den
Mausen mit weiblicher Vorinfektion, im Vergleich zu den anderen infizierten Gruppen. Das cytotoxic
T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA4), welches auf der Oberflache von regulatorischen T-Zellen
exprimiert wird, ist ein wichtiger Marker fir die Ausbildung von Anergie (Taylor et al. 2007). Einen
signifikanten Anstieg von CTLA4 konnte ausschlieRlich in den Mausen, die mit weiblichen Zerkarien

vorinfiziert waren, gemessen werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der weibliche Wurm nach elfwdéchiger Vorinfektion
die Th2-Antwort unterdriickt ohne aber die Th1-Antwort zu beeinflussen. Zusatzlich wurde durch den
weiblichen Wurm die CTLA4-Expression hochreguliert. CTLA4 ist ein Marker fiir die Prasenz von
regulatorischen T-Zellen, was die Ursache fiir die reduzierte hepatische Fibrose und GranulomgroRe in
der Leber sein konnte. Wahrenddessen hat der weibliche Wurm keinen Einfluss auf die Wurm- und

Eilast.

4.3 Parasitenabwehr oder Immunsuppression: Mannliche und/oder weibliche Schistosoma
mansoni beeinflussen das Immunsystem auf unterschiedliche Art und Weise zum Schutz gegen
eindringende Zerkarien

Im Weiteren sollte geklart werden, ob die durch die Vorinfektion mit weiblichen Wirmern
hervorgerufene Suppression der Immunantwort einen systemischen Effekt auf die Abwehr der Erreger
in der Haut hat (Sombetzki et al. 2018). Dazu wurde das , Air Pouch“~-Modell verwendet. Untersucht
wurde das immunologische Geschehen in der ,Air Pouch” 6 Stunden nach Injektion der Zerkarien,

exemplarisch fir eindringende Zerkarien.

In den ,Air Pouch“-Exsudaten der Gruppen ohne Vorinfektion und Vorinfektion mit mannlichen
Zerkarien fand eine starke Infiltration von Entziindungszellen, mit entsprechenden Chemokin- bzw.
Zytokin-Level statt. Die Anzahl an Zellen des angeborenen Immunsystems, wie GR1+ Monozyten,
Eosinophile und Neutrophile waren in beiden Gruppen signifikant erhéht im Vergleich zu den anderen
infizierten Mausgruppen. Ein erhéhter Einstrom von Makrophagen konnte ausschlieBlich in der

Gruppe mit mannlicher Vorinfektion detektiert werden. Zuséatzlich konnten in der maénnlich
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vorinfizierten Gruppe erhdhte Immunglobulin G1- (IgG1) und G2b (IgG2b) Antikorperlevel detektiert
werden. Des Weiteren war die Expression des Fork head protein 3 (Foxp3), ein Marker fir

regulatorischen T-Zellen, in der Gruppe mit mannlicher Vorinfektion reduziert.

Im Gegensatz dazu zeigten die Gruppen mit Vorinfektion durch weibliche bzw. beidgeschlechtliche
Zerkarien eine signifikante Reduktion sowohl der Anzahl der Entziindungszellen als auch der
Chemokin- und Zytokinlevel in den ,,Air Pouch“-Exsudaten. Auch die Th1- (IFNy, TNFa, IL-1B und IL-12)
und Th2-Zytokine (IL-5 und IL-13) waren nach weiblicher Vorinfektion signifikant reduziert, im
Vergleich zur mannlichen Vorinfektion. Die Expressionslevel Anergie-assoziierter Gene wie //-10 und
Ctla4, von denen bekannt ist, dass sie eine Rolle bei der granulomatdsen Hyporesponsivitat spielen
(Smith et al. 2004; Walsh et al. 2007), waren nur in den Mausen mit weiblicher und
beidgeschlechtlicher Vorinfektion erhoht. Die starkste Expression der Anergie-assoziierten Gene
konnte in der beidgeschlechtlichen Gruppe gezeigt werden, wo zum Zeitpunkt der Messung bereits
eine Eiablage erfolgte. In keiner der infizierten Versuchsgruppen konnten Unterschiede in der Anzahl

der CD4" und CD8"* T-Zellen und B-Zellen gemessen werden.

Aufgrund der gesteigerten Immunabwehr in den Gruppen mit mannlicher Vorinfektion und ohne
Vorinfektion im Vergleich zu den anderen infizierten Gruppen sollte untersucht werden, ob die oben
beschriebenen Parameter einen Einfluss auf die Wurm- und Eilast nach sechs-wdéchiger Reinfektion
haben. Es konnte eine signifikante Reduktion der Wurm- und Eilast nach Reinfektion gezeigt werden.

Die reduzierte Wurm- und Eilast hat jedoch keinen Einfluss auf die hepatische Fibrose.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der weibliche Wurm durch die Reduktion der Anzahl an
Entziindungszellen und durch die Beteiligung von CTLA4 und IL-10 die Immunantwort des Wirtes
supprimieren kann, aber keinen Effekt auf den Infektionserfolg hat. Demgegeniber besteht ein
Zusammenhang zwischen der gesteigerten Anzahl an rekrutierten Entziindungszellen und IgG
Antikorpern und dem Abtéten der Zerkarien in der Haut bei mannlicher eingeschlechtlicher

Vorinfektion.
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5. Diskussion

Die Schistosomiasis ist mit tGber 258 Millionen Infizierten eine der bedeutendsten Wurmparasitosen
der Welt, mit zum Teil schwerwiegenden Komplikationen, wie Leberfibrose, portaler Hypertension und
Osophagusvarizenblutungen (Colley et al. 2014). Bislang gibt es keinen wirksamen Impfschutz gegen
eine Infektion mit Schistosoma spp. (Tebeje et al. 2016). Die Schwierigkeit liegt in der Komplexitat des
Parasiten mit seinen unterschiedlichen Entwicklungsstadien im Endwirt, Unterschieden in der
Immunogenitdt dieser Larvenstadien und Unterschieden zwischen mannlichen und weiblichen
Parasiten. Trotz Massenbehandlungen in den Endemiegebieten mit dem gut wirksamen
Anthelmintikum Praziquantel konnte die Schistosomiasis bislang nicht eingeddammt werden
(Matthews 2011; King 2009), da Praziquantel zwar eine Entwurmung herbeifiihrt aber nicht vor
Neuinfektion schiitzt. Zudem kann sich der Zwischenwirt (StUBwasserschnecke) durch die
Klimaerwdrmung immer weiter ausbreiten. Im Jahr 2013 wurden die ersten Fille der Ubertragung von
S. haematobium in Europa (Korsika, Frankreich) beschrieben (Boissier et al. 2016). Auch Strategien wie
Vektorkontrollen (Schnecken), Umweltmodifikationen, Aufklarung und Verbesserung der
Hygienestandards in den Endemiegebieten sind nur maRig erfolgreich und zum Teil biirokratisches
Wunschdenken bzw. massive Eingriffe in das Okosystem (Mo et al. 2014; Chitsulo et al. 2000). Die
Entwicklung eines Impfstoffes ist eine erfolgsversprechende Moglichkeit die Schistosomiasis
einzudammen. Hierfiir benétigt es allerdings ein umfangreiches Verstandnis von noch weitreichend
unbekannten immunologischen Mechanismen der Wirt-Parasiten-Wechselwirkung. Aber nicht nur die
Impfstoffentwicklung ist von grofler Bedeutung, sondern auch die Entwicklung von Therapien.
Insbesondere antifibrotische Therapien, sind notwendig, um schwere Krankheitsverldufe zu
verhindern. Dabei ist das Mausmodell der Schistosoma mansoni Infektion unverzichtbar zur Aufklarung
von immunologischen Abldufen wahrend der Infektion und zur Entwicklung bzw. Testung

schistosomizider Medikamente und Impfstoffe.

In Studie | dieser Arbeit wurde ein Punktesystem entwickelt, welches speziell die Infektion-assoziierten
Organveranderungen, und somit das Krankheitsbild der intestinalen Schistosomiasis bewertet
(Sombetzki et al. 2016). Aufgrund der zum Teil geringen Probenmengen, die in der Maus zur Analyse
gewonnen werden konnen, ist es haufig notwendig, beispielweise Wurmlasten und fibrotische
Veranderungen in unterschiedlichen Tieren zu analysieren. Ziel der Entwicklung dieses Punktesystems
war es daher, ein einfaches zur Quantifizierung der hepatischen Fibrose nutzbares Mel3system zu
etablieren, um kiinftig Versuchstiere einsparen zu kénnen. Eine leichte Infektion mit 25, eine moderate
Infektion mit 50 bzw. eine schwere Infektion mit 100 S. mansoni Zerkarien stellen etablierte
Infektionsdosen dar, die fir Versuche im Mausmodell verwendet werden (Dunne und Pearce 1999).

Bei der experimentellen Schistosomiasis wird eine hohe Infektionsdosis gewahlt, um charakteristische
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Krankheitsbilder in kurzer Zeit herbeifiihren zu konnen (Cheever 1969; Loebermann et al. 2009;
Sombetzki et al. 2015). Jedoch wurden bei Autopsien im Menschen nur selten mehr als 5 Wurmpaare
pro Kilogramm Korpergewicht gefunden (Warren 1966). Zur Verifizierung des Punktesystems wurde
zudem eine zellbasierte Analyse des infektionsbedingten Hepatozytenschadens liber einen Biosensor
basierend auf HepG2 / C3A Hepatozyten durchgefiihrt (Sauer 2006; Sauer et al. 2012). Die Inkubation
der Zellen mit Lithium-Plasma aus den drei experimentellen Gruppen (gering: 25; moderat: 50; stark:
100 Zerkarien) fihrte zu einer signifikanten Beeintrachtigung der Testzellen in Bezug auf Vitalitat und
Zellwachstum. Ein Grund hierfiir kdnnten die unterschiedlichen Konzentrationen an Chemokinen und
Zytokinen im Plasma 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, da die S. mansoni induzierte Schadigung der Leber tiber die
Messung klassischer Markerenzyme wie AP, AST oder ALT im Serum der Tiere nicht zu erfassen ist. Im
chronischen Verlauf der Schistosomiasis korreliert der Grad der Leberfibrose mit dem Serumspiegel
der profibrotischen Interleukine 4 und 13 ( Mentink-Kane et al. 2011; Schwartz et al. 2014). Dennoch
ist es fraglich in welchem Umfang proinflammatorische Zytokine an der Beeintrdchtigung von
Zellfunktion und Lebensfihigkeit in HepG2/C3A Zellen beteiligt sind, da bei einer chronischen
Schistosomiasis die Thl-Antwort durch die Th2-Zytokine unterdrickt wird (Herbert et al. 2004).
Proinflammatorische Zytokine sind dafiir bekannt, die Lebensfahigkeit von Zellen zu beeinflussen,
indem sie eine Mitochondrienfehlfunktion verursachen (Regueira et al. 2009), die Albumin-Synthese
herunterregulieren (el-Saadany et al. 2008) und eine hemmende Funktion auf P450-Cytochromen, wie
Cytochrom P450-1A2, Cytochrom P450-2E1 und Cytochrom P450-7A1, ausldsen (Li et al. 2006; Nakai
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/C3A-Zellen beeintrachtigt. Erhohte Werte zur
Vitalitdt der Zellen konnten nur im Vergleich von Uberlebenden zu nicht Gberlebenden Patienten

gemessen werden.

Obwohl diese experimentellen Infektionsdosen nicht mit einer natirlichen Infektion des Menschen
vergleichbar sind, bedeutet das makroskopische Bewertungssystem kiinftig eine Reduktion der
Mauszahlen im Tierexperiment. Darliber hinaus wéare ein nachster denkbarer Schritt, den HepG2 / C3A-

Biosensor zur Beurteilung der humanen Schistosomiasis zu verwenden.

In Studie Il sollte untersucht werden, ob mannliche oder weibliche S. mansoni im Rahmen einer
eingeschlechtlichen Vorinfektion, den Verlauf einer beidgeschlechtlichen (natirlichen) Reinfektion

beeinflussen (Koslowski et al. 2017). Es konnte gezeigt werden, dass mit weiblichen S. mansoni
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Zerkarien vorinfizierte Mause eine signifikant reduzierte Th2-vermittelte Leberfibrose nach
Reinfektion aufwiesen (11 Wochen nach eingeschlechtlicher Erstinfektion), verbunden mit kleineren
hepatischen Granulomen. Zudem zeigten sich in dieser Gruppe verringerte Leber- und Milzgewichte in
Relation zum Korpergewicht, was auf einen milderen Krankheitsverlauf hindeutet. Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen konnte in friiheren Arbeiten unter Verwendung des Lungengranulommodells, kein
Unterschied der GranulomgrofRe zwischen Mausen, die einer friiheren mannlichen, weiblichen oder
beidgeschlechtlichen Infektion ausgesetzt waren, gezeigt werden. Im Lungengranulommodell werden
die Parasiteneier in die Schwanzvene injiziert, diese gelangen in die Lunge und es bilden sich, wie in
der Leber auch, Ei-Granulome, die sich alle im gleichen Entwicklungsstadium befinden (Cheever et al.
1997). Allerdings fehlt in diesem Modell durch die direkte Applikation der Eier die zweite Wurmreifung.
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass 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 Serumzytokinspiegel der profibrotischen Interleukine IL-4 und IL-13
gemessen. Ein kombinierter Knock-out der IL-4 und IL-13 Gene in Mausen in einer frilheren Studie
flhrte zu einem Anstieg der Th1-regulierten Entziindung begleitet von nekrotischer Gewebezerstérung
und hoherer Mortalitat (Brunet et al. 1997; Fallon et al. 2000). Dennoch wurde in unserer Studie keine
erhohte Thl-Antwort trotz verminderter Th2-Antwort gemessen. Die Expression von Argl in den
Lebern aller infizierten Mause bestatigte zudem eine adaquate Th2-Antwort. Eine vergleichbar starke
Reduktion der Th2-Antwort und somit der Expression der profibrotischen Zytokine IL-4 und IL-13
konnte ebenfalls (iber die medikamentése Hemmung der T-Zell-Proliferation Uber 24-nor-
Ursodeoxycholsdure gezeigt werden (Sombetzki et al. 2015). Zudem war in unserer Studie Retnla
(resistin-like molecule alpha) ausschlieflich in der Gruppe mit weiblicher Vorinfektion signifikant
erniedrigt, im Vergleich zu allen weiteren infizierten Gruppen. Es ist bekannt, dass die Ablagerung von
S. mansoni-Hdmozoin-Pigment in den Mauslebern mit der Anwesenheit von Argl-positiven
Makrophagen assoziiert ist, denen insbesondere die Expression von Retnla fehlt (Truscott et al. 2013).
Darliber hinaus sind wahrend der Infektion mit S. mansoni Foxp3-positive Tregs Schliisselregulatoren
der Immunhom©oostase. CTLA4 wird konstitutiv auf Foxp3-positiven Tregs exprimiert und bildet einen
weiteren wirksamen Inhibitor der Th2-Antwort durch die Induktion von T-Zell-Anergie und -Toleranz
(Taylor et al. 2007). CTLA4 war in dieser Studie signifikant erhéht in der Gruppe mit weiblicher
Vorinfektion, wahrend Foxp3 in allen infizierten Gruppen einheitlich exprimiert wurde. Wie schon in
friheren Studien gezeigt werden konnte, fihrt die Blockade von CTLA4 wiahrend des akuten Stadiums
der S. mansoni Infektion zu einer Uberschiefenden Th2-Antwort. Wenn eine CTLA4-Blockade zu einer

massiven Th2-Reaktion und gesteigerter Fibrosierung fihrt, konnte die verstarkte CTLA4-Expression
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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 Auswirkungen hat und die Abwehr von Zerkarien in der Haut beeinflusst
(Sombetzki et al. 2018). Oder ob sich die gezeigte Immunsuppression nur auf die Ei-induzierte
Fibrosierung in der Leber beschrankt. Die angeborene Immunantwort in der Haut hat einen wichtigen
Einfluss auf sich entwickelnde Schistosoma-Larven (Mountford und Trottein 2004) und ist erforderlich,
um diese Larven bereits beim Eindringen in die Haut zu bekdmpfen ( Riengrojpitak et al. 1998; Hogg et
al. 2003). Mit Hilfe des ,, Air Pouch“-Modells ist es moglich, die Zellrekrutierung und die Produktion von
Chemokinen (RANTES, Eotaxion, Macrophage Inflammatory Protein -1a/-1B8, Monocyte
Chemoattractant Protein 1, Chemokine Ligand 2 / 10) und Zytokinen (IFNy, TNFa, IL-1B, IL-12p70, IL-4,
IL-5, IL-13, IL-10) nach Injektion eines Entzlindungsstimulus 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 auf injizierte Zerkarien
unterdriicken. 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 Chemokinen und Zytokinen in den ,Air Pouch”-Exsudaten wider und kann
wiederum zu einer verringerten chemotaktischen Anlockung von Immunzellen fihren. Eine S.
mansoni-Infektion 16st einen anfanglichen Einstrom von Neutrophilen in die Haut aus, gefolgt von
Eosinophilen, Makrophagen und dendritischen Zellen ( Incani und MclLaren 1984; Hogg et al. 2003).
Letzteres kann von infiltrierenden Monozyten abgeldst werden (Yang et al. 2014). Die Anzahl von T-
Zellen, B-Zellen, Gedachtnis-T-Zellen und Gedachtnis-B-Zellen wurde durch Vorinfektion mit
mannlichen oder weiblichen Schistosomen, Wurmpaaren bzw. ohne Vorinfektion nicht erhoht. Dies
schlieRt aber eine mogliche Beteiligung dieser Zellen nicht unbedingt aus. Die durch die Parasiten
ausgeloste Typ-IV-Hypersensitivitatsreaktion tritt typischerweise erst 48 h nach der Exposition
gegenliber einem Antigen auf (Lichtenberg et al. 1976), daher ist es durchaus moglich, dass die
Reaktions-/Rekrutierungszeit dieser Zellen in die ,,Air Pouch” nicht ausreichend war, um eine addquate

T- oder B-Zell-Reaktion zu ermdoglichen.

Wie schon in Studie Il zeigte sich auch in Studie Ill ein Anstieg der Expressionsraten von CTLA4 und
zusatzlich von 1110 in den Milzen der Mause mit weiblicher Vorinfektion im Vergleich zu Mausen mit
mannlicher Vorinfektion und nicht vorinfizierten Mausen. Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten,
dass Anergie-relevante Mechanismen zeitabhangig sind. Darliber hinaus konnte eine Expression von
1133 und seinem Rezeptor gezeigt werden, welcher als wirksamer Mediator der Immunsuppression bei

infektiosen oder sterilen Entziindungen beschrieben wird (Siede et al. 2016; Nascimento et al. 2017).
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Die Induktion von Anergie durch S. mansoni-Wiirmer ist bereits bekannt (Smith et al. 2004). Die
Neuwertigkeit dieser Studie liegt darin, dass vermutlich hauptsachlich der weibliche Wurm fiir dieses
Phdanomen verantwortlich ist. Die starke Induktion der CTLA4 und IL10 Expression in den Milzen der
Mause, die mit Wurmpaaren vorinfiziert waren, ist hochstwahrscheinlich auf die bereits eingesetzte
Ei-Ablage zuriickzufiihren. Beide Gene spielen eine Rolle bei der granulomatésen Hyporesponsivitat
(Walsh et al. 2007). Es ist bekannt, dass Parasiteneier die Expression von Anergie-assoziierten Genen

induzieren.

Neutrophile und eosinophile Granulozyten kdénnen Parasiten abtdten, indem sie Elastase und
Wasserstoffperoxid produzieren (Freudenstein-Dan et al. 2003). Die starke Rekrutierung von Zellen
der angeborenen Immunabwehr bei mit mannlichen Zerkarien vorinfizierten Mausen sollte demnach
zu einer Verringerung der Parasiten- und Eilast fihren. Um diese Hypothese zu priifen, wurden Mause
in einem zweistufigen Infektionsmodell mit mannlichen, weiblichen oder mannlichen und weiblichen
Schistosomen vorinfiziert und nach 6 Wochen erneut beidgeschlechtlich infiziert (Reinfektion). Wie
erwartet, wurden die niedrigsten Wurmzahlen und Parasiten-Eier in den Mausen gemessen, die mit
mannlichen Zerkarien vorinfiziert waren. Obwohl die Mause ohne Vorinfektion eine vergleichbar
starke dermale Immunantwort aufwiesen, wie die Mause mit mannlicher Vorinfektion, kam es hier zu
keiner Reduktion der Parasitenlast. Vermutlich liegt es an der fehlenden Maoglichkeit protektive 1gG1-
und IgG2b-Antikorperreaktionen zu entwickeln oder vor der Infektion Makrophagen in die Haut zu
rekrutieren. Dennoch hat die Reduktion der Parasitenlast durch mannliche Vorinfektion nur eine
begrenzte Wirkung auf die Leberfibrose und GranulomgrofRe. Die Verhaltnisse von
Leber/Korpergewicht und Milz/Kérpergewicht waren vergleichbar in allen infizierten Gruppen.
Obwohl im Gewebe eingeschlossene Eier als inflammatorische Stimuli wirken, sind die profibrotischen
Interleukine-4 und -13 der Hauptantrieb fir die Progression der Leberfibrose. Ab einem bestimmten
Infektionsniveau (Eilast in der Leber) wird die Th2-vermittelte Fibrose hochreguliert und schreitet
unabhangig von der Eilast fort (Cheever 1997). IL-4 und IL-13 bestimmen das Ausmal der Fibrosierung
(Barron und Wynn 2011). Eine alleinige Verringerung der Parasitenlast zur Behandlung von

Leberschaden, insbesondere Leberfibrose, ist somit moglicherweise nicht ausreichend.

Die hier prasentierten Daten und die Daten anderer zeigen, dass sich mannliche und weibliche
Schistosomen nicht nur morphologisch unterscheiden, sondern auch verschiedene immunologische
Antworten im Endwirt auslésen (Moné und Boissier 2004). Da es eher selten zu eingeschlechtlichen
Infektionen in der freien Natur kommt, ist dies, evolutiondr gesehen, ein geschickter Schachzug,
Aufgaben zwischen mannlichen und weiblichen Wiirmern aufzuteilen. Das Ziel jedes Parasiten ist es,
moglichst lange im Wirt zu tiberleben und sich zu reproduzieren. 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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Immunsuppression, vermittelt durch Helminthen, stellt einen Mechanismus dar, der bekanntermaRen
nicht nur das Uberleben von Parasiten erleichtert, sondern auch die Chronifizierung von
Krankheitsverldufen fordert. Mannliche Schistosomen schiitzen, erndhren und transportieren das Ei-
produzierende Weibchen. Sie werden zunachst, mehr oder minder, durch Mechanismen des
angeborenen Immunsystems abgewehrt. Das Weibchen sorgt fiir eine Parasiten-freundliche
Umgebung durch die Abschwichung der Immunabwehr und sichert somit das eigene Uberleben und

das des Wirtes.

Auf der im Marz 2013 stattgefundenen internationalen Fachtagung zum Thema ,Schistosomiasis
Elimination Strategy and Potential Role of a Vaccine in Achieving Global Health Goals”, welche durch
das National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) und der Bill & Melinda Gates
Foundation gesponsert wurde, wurden drei wesentliche Punkte zusammengefasst, die ein moglicher
zuklnftiger Impfstoff leisten muss. Es werden daher in Zukunft Impfstoffentwicklungen geférdert, die
mindestens eines der folgenden Ziele anvisieren: 1) ein prophylaktisch wirkender Impfstoff der eine
praventive oder reduzierende Infektionsrate bewirkt und somit die Ubertragung verringert oder/und
den Wirt von Parasiten befreit, 2) ein Impfstoff 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 Eigenschaften (Mo et al. 2014). Angesichts der in dieser Arbeit
zusammengefassten Daten wird deutlich, dass mannliche und weibliche Wiirmer ein unterschiedliches
Potential fur die Impfstoffentwicklung mitbringen. Sollte es gelingen die immunmodulierenden

Mechanismen der Wiirmer zu entschlisseln, konnte dies Erfolge fiir alle 3 Ansatze bringen.
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6. Zusammenfassung

Die Infektion mit dem intravaskuldaren Trematoden Schistosoma spp. stellt mit Gber 258 Millionen
Infizierten weltweit ein ernsthaftes Gesundheitsproblem dar, vor allem in den Entwicklungslandern.
Wahrend einer chronischen Schistosoma mansoni Infektion rufen komplexe Immunantworten auf die
im Gewebe eingeschlossenen Parasiten-Eier eine granulomatose Entziindung hervor, die zu
ernsthaften Schaden in der Leber und im Darm fiihren. Eine anschlieBende fibrotische Narbenbildung
und Deformierung/Sklerosierung der intrahepatischen Pfortadervenen fihrt zu portaler Hypertension,
Aszites und Osophagusvarizenblutungen. Das murine Modell der Schistosoma mansoni Infektion ist
geeignet, die schweren hepatosplenalen Schadigungen der Erkrankung innerhalb einer angemessenen
Zeit nachzuweisen. Das Ziel der Studie | war die Implementierung eines makroskopischen
Bewertungssystems flir Maus-Lebern zur Bestimmung infektionsbedingter Organveranderungen der
S. mansoni Infektion. Das hier entwickelte makroskopische Bewertungssystem stellt ein wertvolles
Werkzeug bei der experimentellen Schistosomiasis dar, um den Schweregrad der hepatosplenalen
Schistosomiasis zu bestimmen und die Anzahl der Tiere zu reduzieren. Experimentelle Therapie- und

Impferfolge im Mausmodell kdnnen in Zukunft leichter bewertet werden.

Eine Immunisierung ist die beste langfristige Strategie zur Kontrolle der Schistosomiasis. Die
Schistosomen haben Mechanismen entwickelt, das Immunsystem des Wirtes zu unterdriicken, um ihr
eigenes Uberleben zu sichern, aber gleichzeitig den Wirt vor infektionsbedingten Organschidigungen
der fehlgeleiteten Eier in der Leber zu schiitzen. Mannliche und weibliche Wiirmer haben diesbezlglich
offenbar unterschiedliche Aufgaben. Es ist bekannt, dass méannliche Schistosomen, induzierten
Immunabwehrmechanismen entgehen kénnen und weibliche Wirmer im Blutstrom tragen und
erndhren. In Studie Il und Il konnte erstmals gezeigt werden, dass der weibliche Wurm nicht nur fir
die Ei-Produktion zustandig ist, sondern durch die Suppression des Immunsystems eine offenbar
Parasiten-freundliche Umgebung schafft. Weibliche Schistosomen unterdriicken die Wirts-
Immunantwort gegen eindringende Zerkarien in der Haut und verstarken die Expression Anergie-
assoziierter Gene, wie beispielsweise CTLA4. Mannliche Schistosomen dagegen l6sen eine starke
Immunreaktion aus, die letztendlich zu einer Verringerung der Wurm- und Eilast fihrt. Die Daten legen
nahe, dass der weibliche Wurm ein vernachlassigter Faktor bei der Regulation der Immunantwort des
Wirts ist und daher ein vielversprechendes Ziel fiir neue immunmodulatorische Therapien darstellt.
Daher wird Bestandteil zuklnftiger Arbeiten der Arbeitsgruppe die Aufklarung der
immunmodulierenden Mechanismen der mannlichen und weiblichen Wirmer sein 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].

Vi
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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.

Vil
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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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Infection with fifty to hundred S. mansoni cercariae
represents the usual amount of cercariae used for experi-
mental schistosomiasis [3, 8, 15]. The presented score des-
cribes specific organ alterations following infection with
either 50 or 100 S. mansoni cercariae, resembling moderate
and heavy infections under experimental conditions. Both
infection intensities are incomparable to human infection,
since the heaviest infection found in man at autopsy rarely
exceeded five worm-pairs per kilogram of body weight [16].
Experimental schistosomiasis is performed with considerably
higher numbers of cercariae to provoke severe clinical pat-
terns within a reasonable time scale.

Diagnostic methods in human as transient elastography
(FibroScan) or magnetic resonance elastography are used
to analyze liver stiffness, occurrence of nodules, or surface
conditions to grade hepatic fibrosis and to assess morbidity. In
mice these clinical changes have not attracted scientific inter-
est so far. Common approaches to quantify hepatic fibrosis in
mice are based on determination of hepatic hydroxyproline
content, histological collagen staining, or measurement of
profibrotic gene expression [8, 17]. Examining egg secretion
in feces or detection of soluble egg antigen in serum sel-
dom reflects real infection burden or organ alterations [18].
Moreover, determination of whole egg or worm numbers in
mice livers requires processing of the whole liver but does not
reflect the extent of liver damage.

To distinguish between moderate (50 cercariae) and
heavy (100 cercariae) S. mansoni infection we performed
a cell based analysis of hepatotoxicity in the HepG2/C3A
hepatocyte cell line [9, 10]. The incubation with plasma of
the three experimental groups (naive, 50 cercariae, and 100
cercariae) led to a significant impairment of cell viability in
the infected groups only. According to the histological score,
the impairment of test cells was more pronounced in the
mice infected with 100 S. mansoni cercariae than in the mice
infected with 50 S. mansoni cercariae. This might result from
different levels of chemokines and cytokines in the plasma of
the infected animals. In chronic schistosomiasis the degree
of hepatic fibrosis correlates with serum levels of interleukin
13 and interleukin 4 [19, 20]. It is debatable to which extent
proinflammatory cytokines are involved in the impairment
of cell functions and viability in HepG2/C3A cells, since
in chronic schistosomiasis Thl response is suppressed by
Th2 cytokines [21]. However, proinflammatory cytokines are
known to affect cell viability by causing dysfunction of mito-
chondria [22], downregulating albumin synthesis [23], and
diminishing function of P450 cytochromes like cytochrome
P450-1A2, cytochrome P450-2E1, and cytochrome P450-7A1
[24, 25].

So far, this test system was tested in a prospective clinical
study addressing hepatotoxicity of plasma from septic and
nonseptic patients [9]. We found that the plasma of patients
with septic shock impaired cellular functions and viability
of HepG2/C3A cells. These values of biosensor-parameters
were increased only in survivors compared to nonsurvivors
in this study. Another clinical study in patients with severe
sepsis or septic shock tested the influence of an extracorporeal
granulocyte treatment on the biosensor cells. During the
extracorporeal treatments a significant increase of vitality and

BioMed Research International

function of the test cells was seen. These results suggest a
positive impact of the extracorporeal granulocyte treatment
on the liver cell vitality and function measured in this indirect
cytotoxicity test. Against this background and regarding the
fact that in schistosomiasis analysis of standard biochemical
markers fails to assess severity of disease, it would be prudent
to test the HepG2/C3A biosensor in human schistosomiasis.

In conclusion, the presented experimental scoring system
displays a useful tool to assess infection-related alterations of
the liver indicating severity of hepatosplenic schistosomiasis.
Therefore, the score may help to determine effects of thera-
peutic interventions aiming at hepatic fibrosis or reduction
of infection loads. In addition, improved exploitation of
scientific information saves precious tissue samples and may
reduce numbers of animals for experiments.
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Author summary

Schistosomiasis remains a major cause of morbidity and mortality, and in the tropics and
subtropics in particular, infection rates are high. The efficacy of anthelmintic therapy is
limited since it has no effect on immature parasite stages and does not prevent re-infec-
tion. The root cause of disease is a granulomatous hypersensitivity reaction to parasite
eggs entrapped within the intestinal wall and small liver sinusoids. This reaction is mainly
caused by CD4" T cells of the subtype 2 and alternatively activated macrophages. As a
repair response it suppresses inflammation but results in hepatic fibrosis (e.g. Symmer’s
pipe stem fibrosis), portal hypertension and its clinical sequelae, ascites and esophageal
varices. We demonstrated herein that a primary infection with female S. mansoni cercar-
iae leads to the suppression of TH2-mediated granuloma size, hepatic fibrosis and disease
progression in bisexually challenged mice. This protection is associated with Retnla- and
Ctla4-mediated TH2 suppression but not with a reduction in parasite load. Our findings
provide evidence that protection against egg-induced granulomatous hyperreactivity is
achievable by exploiting gender-specific differences between schistosomes.

Introduction

The blood flukes of the genus Schistosoma spp. are among the world’s most prevalent human
helminthic parasites. According to the WHO over 258 million people are currently receiving
preventive therapy, mostly to avoid severe long-term liver damage [1]. During their life-span
of up to 15 years, schistosomes produce a myriad of tissue-damaging eggs [2]. Entrapped
within the intestinal wall and small liver sinusoids they provoke an inflammatory, granuloma-
tous reaction that is mainly caused by CD4" T cells of the subtype 2 and alternatively activated
macrophages [3]. This repair response suppresses initial TH1 inflammation but results in
hepatic fibrosis (e.g. Symmer’s pipe stem fibrosis), portal hypertension and its clinical sequelae,
ascites and esophageal varices [4].

S. mansoni infection triggers a transient T-helper-1 (TH1) cell reaction mediated by proin-
flammatory cytokines such as IFN-y, TNF-o, IL-12, and iNOS. Following the onset of egg pro-
duction, the inflammatory TH1-response shifts towards a profibrotic TH2-response mediated
by IL-4 and IL-13 [5-7]. However, this TH1/TH2 dogma is not as stringent as formerly sup-
posed, since it has been shown that isolated S. mansoni eggs and soluble egg antigens suffice to
induce a TH2-response in mice [7-9]. Moreover, the discovery of IL-4-responsive macro-
phages before the onset of egg production indicates the presence of a TH2-dominant milieu
from early on [10].

Loss of worm integrity leads to a strong release of antigens and thus results in a certain
resistance to re-infection. This protection can be hastened factitiously by the killing of adult
worms with Praziquantel, but also occurs when worms die naturally [11, 12].

A number of studies have looked into the generation of immunity against adult schisto-
somes using sterile, unisexual infection models. It is known that soluble S. mansoni worm
antigens (SWA) sensitize mice to granuloma formation, and when injected into the tail vein
of naive mice, parasite eggs form perioval granulomas that are smaller in size and which dif-
fer in cellular composition to the granulomas found in mice pre-infected with either male
or female cercariae [13]. In the studies in question, single-sex infection with male Schisto-
soma cercariae led to pronounced organ changes (increased liver and spleen weight),
delayed-type hypersensitivity and higher numbers of peripheral blood cells in mice [14],
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whereas single-sex infection with female Schistosoma cercariae increased antibody response
in baboons [15]. In contrast, cell-mediated immunity was observed in splenocytes isolated
from mice infected with both sexes of cercariae compared to single sex infected mice [16].
However, protection after unisexual infection was not achievable when reinfection was per-

formed more than 6 weeks later [17].

These discrepancies led us to revisit the issue of unisexual infection, placing special empha-
sis on the expression of proinflammatory and profibrotic markers. To this end we designed a
two-step Schistosoma mansoni infection model measuring TH1/TH2-response, granuloma size

and hepatic fibrosis.

Methods
Ethics statement

All experiments were performed according to German animal protection regulations and
approved by the local committee on animal care and use (7221.3-1.1-008/13).

Schistosoma mansoniinfection

Different stages of Schistosoma mansoni (Belo Horizonte strain) were kept using Biomphalaria
glabrata freshwater snails (B. glabrata, Brazilian strain) as intermediate hosts and 6-8 week-old
female NMRI mice as definitive hosts, as previously described. In brief, cercariae were obtained
by using light exposure to trigger mass shedding, and the number of cercariae/ml was deter-
mined using a conventional light microscope (100-fold magnification). Mice were kept on a
12:12 hour light/dark cycle and given standard mouse chow (SSNIFF, Soest, Netherlands) and
water ad libitum. B. glabrata were kept in aquarium water at 25°C on a lettuce diet [18].

Two-step Schistosoma mansoniinfection model

Separated B. glabrata were exposed to single S. mansoni miracidia to obtain either female or
male cercariae from each snail 6 weeks later [19]. The sex of the cercariae was determined by
DNA amplification of sex-related chromosome segments using female-specific W1 and W2
primers and male/female specific Sm23 primers as a positive control (Table 1).

Eleven weeks after the primary infection, mice (groups mf/mf, m/mf and f/mf) were per-
cutaneously infected a second time with 50 S. mansoni cercariae of both sexes, and an addi-
tional control group (-/mf) infected for the first time. The naive control group was not
infected. Blood was sampled for the second time and an assessment of signs of disease pro-
gression performed at week 19, when mice were sacrificed via cervical dislocation under

ketamine/xylazine anesthesia (Fig 1A).

The experiments were then repeated with an infection dose of 150 S. mansoni cercariae to
ensure there was a high number of adult worms and eggs in all mouse livers (Fig 1B). In the
primary infection step (week 0), mice were percutaneously infected with 100 male and female
(mf/mf) S. mansoni cercariae, 100 male (m/mf) or 100 female (f/mf) S. mansoni cercariae, or
not infected (naive control). Blood sampling was performed for the first time at week 8.

Table 1. Primers used to determine male and female S. mansoni cercariae[19,20-22].

Gene Forward Primer Reverse Primer Access. No.
w1 5 CAACACAGTGAAATTCTTCC 3° 5 GAATTCACCACTCGACATTC 3° J04665.1
w2 5 TTGCTGATGTGCAGTTTGCC 3° 5 TCTTCCGAGTATGATGCAGG3’ uU10109.1
Sm23 5 TGGGTACTGGTATGCGTTGT 3’ 5'CAGCATGCAGACGTTTTCCT 3° M34453.1

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.t001
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Fig 1. Experimental setup. To evaluate the effect of a primary unisexual S. mansoniinfection on a bisexual challenge, two
independent assessments were performed: (A) Assessment of serum cytokines and hepatic damage and (B) Determination of worm
and egg burden.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.9001

Protein expression analysis using Luminex

Luminex analysis was performed using ProcartaPlex™ Multiplex Inmunoassay (eBioscience,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. Serum from all time points was
assayed for the murine cytokines IL-4, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNF-o and IFN-y. The samples
and standards were measured using Bio-Plex " 200 System.

Evaluation of infection and infection-related organ alterations

At week 8 a SWAP (8. mansoni adult worm soluble antigen)-in-house ELISA [23] was per-
formed on all mice to detect immunoglobulin G (IgG) against worms.
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To determine infection burden, total egg numbers were assessed by microscopically evalua-
tion (at 100-fold magnification) in defined, weighted liver fractions (squash slides). Adult S.
mansoni worm pairs were counted using the liver perfusion technique, as described elsewhere
[24].

At week 19 the weights of spleens and livers were determined and expressed as ratio of the
respective organ to body weight. The extent of liver damage was assessed macroscopically on
the basis of infection-related changes in liver color, stiffness and the prevalence of nodules
compared to healthy controls.

For histological evaluation one half of the right liver lobe was fixed in 10% neutral buffered
formalin solution (Sigma Aldrich, Germany) and embedded in paraffin. Thin sections of 5 um
were stained with either hematoxylin/eosin (HE) or Sirius red (SR). Granuloma size was deter-
mined using Image] software (v1.47v; National Institutes of Health, USA).

Quantification of hepatic fibrosis

The extent of hepatic fibrosis was analyzed on the basis of thin sections stained for collagen
(Sirius red, SR). The SR-positive areas were assessed using Image] software (v1.47v; National
Institutes of Health, USA).

RT-PCR for proinflammatory and profibrotic gene expression

Liver specimens were snap-frozen in nitrogen-cooled methylene butane and then stored in lig-
uid nitrogen until RNA analysis. Total RNA was isolated (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen, Ger-
many) and reversely transcribed into cDNA using High-capacity cDNA Reverse Transcriptase
Kit (ThermoFisher, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Real-time PCR
(RT-PCR) was performed in triplicates using the following TagMan Gene Expression Assays:
Foxp3 MmO00475 162; Ctlad Mm00486849; Argl MmO00475988; Retnla Mm00445109 (Ther-
moPFisher, Germany). The reaction was performed on the 7900HT Fast Real-Time PCR System
under the following reaction conditions: thermal cycling conditions were 50°C for 2 minutes
followed by 95°C for 10 minutes, 45 cycles at 95°C for 15 seconds, and at 60°C for 1 minute.
Gene expression values were normalized to the endogenous reference gene GAPDH (Rodent
GAPDH control reagent, ThermoFisher, Germany) and presented as normalized expression
values relative to naive controls.

Serum biochemistry

Serum biochemistry for alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST)
and alkaline phosphatase (AP) was performed using UniCel®) DxC 800 Synchron® Clinical
System (Beckman Coulter GmbH).

Statistics

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA). Values are expressed as mean + standard deviation (SD). Groups were compared
using ANOVA (with Tukey post-hoc) and, in the event of non-normality, using the Kruskal-
Wallis test (with subsequent Mann-Whitney U-tests, pairwise). Normal distribution was
checked using the Kolmogorov-Smirnov test. P<0.05 (Bonferroni-adjusted for multiple test-
ing) was considered to be statistically significant.
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Results
Primary infection with female S. mansoni cercariae mitigates liver
pathology and hepatic fibrosis after secondary infection

At week 19 macroscopic evaluation of the livers of f/mf mice revealed smooth surfaces with no
macroscopically visible nodules and a mean weight of 1.28 + 0.14 g, while the livers of m/mf
mice were enlarged (1.34 + 0.07 g) with rough surfaces and clearly visible nodules. These alter-

ations were even more prominent in group mf/mf, which presented greyish, nodular livers
and a mean liver weight of 1.92 + 0.15 g (Fig 2A). Group f/mf had lower liver and spleen ratios
than the other infected groups (Fig 2B). Serum ALT and AST levels were significantly elevated
in all infected groups compared to the naive controls, while levels of AP were not (Fig 2C). Par-
asite load in groups f/mf and m/mf reached comparable levels (hepatic eggs: f/mf 7775 + 4537
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Fig 2. Primary infection with female S. mansoni cercariae ameliorates disease progression in bisexually challenged mice. Representative
images of mouse livers and spleens are shown: uninfected mice (naive), bisexual infected control (mf/mf), infected bisexual control (-/mf), primary
infection with male cercariae (m/mf), primary infection with female cercariae (f/mf). (A) Macroscopic assessment of livers and spleens reveals less
pronounced organ changes in group f/mf than in mf/mf, -/mf and m/mf. (B) Reduction in liver and spleen indexes in group f/mf indicates that a primary
infection with female S. mansonicercariae has a beneficial effect on disease progression. Data are presented as mean + SD. (C) Serum levels of
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (AP) are presented as mean + SD. (D) Numbers of worm
pairs and hepatic eggs are given as mean + SD. P<0.05 was considered to be statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.9002
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Fig 3. Primary infection with female S. mansonicercariae reduces granuloma size and hepatic fibrosis in bisexually challenged mice. (A)
Representative images of hematoxylin/eosin (HE) and Sirius Red (SR)-stained liver slices are shown (original magnification 100-fold): uninfected mice
(naive), bisexual infected control (mf/mf), infected bisexual control (-/mf), primary infection with male cercariae (m/mf), primary infection with female
cercariae (f/mf). Primary infection with female S. mansoni cercariae in group f/mf resulted in smaller peri-oval granulomas and reduced fibrotic peri-portal
bridging compared to groups mf/mf, -/mf and m/mf. (B) This was quantitatively confirmed by morphometric analysis of granuloma diameter and Sirius
Red stained areas. n.d., not detectable. p<0.05 was considered to be statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.9003

and m/mf 8522 + 3668; worm pairs: f/mf 22 + 8 and m/mf 28 £ 9, p> 0.05). The highest infec-
tion burden was detected in group mf/mf and -/mf (hepatic eggs: mf/mf 14921 + 4401 and
-/mf 12357+ 2368; worm pairs: mf/mf 35 £ 6 and -/mf 39 + 14, p> 0.05) (Fig 2D).

Hepatic granulomas were detectable in all infected groups (Fig 3A). Primary infection with
female S. mansoni cercariae (f/mf) led to significantly smaller granulomas than in the other
infected groups (Fig 3B). The largest granulomas, accompanied by a pronounced formation of
fibrotic septa, were found in group mf/mf. Mice livers from the groups m/mf and -/mf dis-
played comparable granuloma sizes and early signs of porto-portal bridging. Quantification of
Sirius red-positive areas revealed the highest collagen deposition in group mf/mfand signifi-
cantly less pronounced hepatic fibrosis in group f/mf (Fig 3B).

Single-sex infection alters TH2 response in a gender-specific manner

At week 8, infection was verified using SWAP-ELISA, which detected antibodies against
S. mansoni worm antigen in all infected groups (Fig 4). TH1-cytokines (TNF-c, IFN-v,
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Fig 4. Proof of primary infection at week 8. Comparable antibody levels against male S. mansoni worm
antigens (SWAP ELISA) confirm infection with 100 male (m/mf), 100 female (f/mf) or 100 male/female (mf/mf)
S. mansonicercariae. Naive mice make up the healthy control group. p<0.05 was considered to be
statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal. pntd.0005595.9004

IL-12p70) and TH2-cytokines (IL-4, IL-10, IL-13) were measured 8 weeks after initial
infection.

TNF-¢ and IFN-y serum levels were significantly higher in groups f/mf, m/mf and mf/mf
than in the naive control group, with the highest levels of TNF-¢ found in group mf/mf (Fig
5A). This indicates a proinflammatory TH1-reaction. IL-4 and IL-13 were solely detectable in
group mf/mf (Fig 5B). Levels of IL-10 did not differ between the groups (f/mf, m/mf, mf/mf,
naive).

At week 19 the numbers of surviving mice per group were: naive = 6 of 6, f/mf = 5 of 6, m/
mf =5 of 6, mf/mf = 6 of 6 and -/mf = 4 of 6. Groups f/mf, m/mf, mf/mf and -/mf displayed
comparable levels of TNF-ot and IFN-y that were higher than those in the naive controls, indi-
cating that a second infection does not influence TH1-response (Fig 6A). Expression of the
TH2 cytokines IL-13 and IL-4 was lower in group f/mf than in groups m/mf, mf/mf and -/mf
(Fig 6B).

Primary infection with female S. mansoni cercariae induces Ctla4
expression in bisexually challenged mice

Argl and Retnla mRNA expression was measured in order to detect potential disturbances in
TH2 polarization. Argl was expressed in all infected groups, with the highest values found in
group mf/mf. Retnla expression was significantly lower in groups f/mf and m/mf than in -/mf
and mf/mf. Foxp3 expression was measured in order to detect the presence of Foxp3 positive
regulatory T-cells (Tregs). Foxp3 expression was highest in group mf/mf, while no differences
were found between the other infected groups. Ctla4 expression, which inhibits TH2 response,
was higher in group f/mf than in m/mf and -/mf (Fig 7).
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Fig 5. Eight weeks after primary infection, single male and single female schistosomes fail to induce a TH2 response. Standard box plot of
circulating cytokine level of (A) TH1 and (B) TH2 in mouse sera analyzed using ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassay: uninfected (naive), bisexually
infected at both infection time points (mf/mf), bisexually infected at second infection time point (-/mf), primarily infected with male cercariae and bisexually
challenged (m/mf), primarily infected with female cercariae and bisexually challenged (f/mf) mice. p<<0.05 was considered to be statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.g005

Discussion

We demonstrated that primary single-sex infection with female but not male S. mansoni cer-
cariae decreases granuloma size and hepatic fibrosis, and is accompanied by a Ctla4-mediated
suppression of TH2 hyperreactivity.

There are two basic options for reducing egg-induced pathology during Schistosoma spp.
infection: 1) achieve resistance to reinfection, or 2) dampen down granulomatous hyperreac-
tivity [4]. The notion that infection with different developmental stages of Schistosoma spp.
could have an immunizing effect was based on the observation in both human and animal
models that recurrent Schistosoma spp. infections or repeated Praziquantel treatment lead to
the development of resistance to reinfection [15, 25-28]. In our study, a primary infection
with male and female or exclusively male or exclusively female cercariae 11 weeks prior to a
bisexual challenge did not induce resistance to reinfection, as demonstrated by comparable
numbers of worm pairs and hepatic eggs. Previous studies, however, have shown that after a
prior bisexual infection with 8. japonicum, mice become significantly resistant to reinfection
within 6 weeks, and that this resistance peaks at 8 weeks [17]. In yet another study, mice
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Fig 6. Primary infection with female S. mansoni cercariae suppresses TH2 response in bisexually challenged mice. Standard box plot of
circulating cytokine level of (A) TH1 and (B) TH2 in mouse sera analyzed using ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassay: uninfected (naive), bisexually
infected at both infection time points (mf/mf), bisexually infected at second infection time point (-/mf), primarily infected with male cercariae and
bisexually challenged (m/mf), primarily infected with female cercariae and bisexually challenged (/mf) mice. p<0.05 was considered to be statistically
significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.9006

harboring light male infections of the Philippine strain of §. japonicum were not resistant
when challenged 7 and 10 weeks after infection [29].

In our study, contrary to expectations, slightly higher numbers of worm pairs were detected
at week 19 in group -/mf than in the doubly infected group mf/mf. We assume that worms
stemming from the first infection (19 weeks) in group mf/mf may be located deeper within the
mesenteric veins and could therefore be more difficult to retrieve using liver perfusion tech-
niques. A de facto higher worm load in group mf/mf is most probable since hepatic egg load in
this group exceeds numbers compared to the other groups.

Although parasite burden was not influenced by a primary infection, TH2-associated liver
damage was significantly less in mice pre-infected with female S. mansoni cercariae. Besides
displaying smaller hepatic granulomas and less extensive hepatic fibrosis, group f/mf also had
the lowest liver and spleen indexes, indicating a slower rate of disease progression.

In contrast to our results, a study from 1997 found no difference between the size of peri-
oval granulomas within the lungs of mice subject to prior male single-sex infection and those
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Fig 7. Primary infection with female S. mansoni cercariae induces Ctla4 expression in bisexually challenged mice. Gene
expression values of Arg1, Retnla, Foxp3 and Ctla4 at week 19 were normalized to the endogenous reference gene GAPDH and
presented as relative expression values to the naive control. Values are given as mean + SD. p<0.05 was considered to be
statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005595.9007

in mice subject to prior female single-sex infection when S. mansoni eggs were injected intra-
venously nine weeks later [13]. Since both the infection steps in our experiment were percuta-
neous, the involvement of specific worm antibodies in the modulation of immunopathology
cannot be ruled out, but comparable IgG titers in all infected groups speak against this
hypothesis.

In accordance with the smaller granuloma size and less extensive hepatic fibrosis in group
f/mf at week 19, lower serum cytokine levels of pro-fibrotic IL-4 and IL-13 were measured. A
combined knock-out of IL-4 and IL-13 leads to an increase in TH1 regulated inflammation
accompanied by necrotic tissue destruction and higher mortality [30, 31]. However, we did
not observe higher levels of TH1 regulated inflammation in group f/mf in our setting. In addi-
tion, the expression of Argl in the livers of all infected mice confirmed an adequate TH2
response. This ties in with our previous findings that in murine Schistosomiasis, bile acid treat-
ment mediates a reduction in TH2 response and hepatic fibrosis without augmenting TH1
response [32]. TH1 and TH2 responses have been shown to be reciprocally regulated to a cer-
tain degree [33, 34]. In our experiments, however, TH1 and TH2 responses seem to be regu-
lated independently.

The deposition of S. mansoni hemozoin pigment in mouse livers is associated with the pres-
ence of Argl-positive macrophages that specifically lack Retnla (also known as Relmo and
Fizz1) [35]. Retnla is known to be involved in the downmodulation of TH2 response (via a
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negative feedback regulation) [36]. In our experiments Retnla was significantly lower in group
f/mf exclusively.

Unmated female schistosomes from unisexual infections are developmentally stunted and
do not enter mesenteric veins as unmated male schistosomes or worm pairs do [37]. On the
basis of our own and others’ observations, it seems that the majority of virgin female worms
are entrapped within the liver [38]. This might result in larger amounts of hemozoin pigment
within the liver, accompanied by a Retnla-mediated suppression of TH2 response.

During Schistosoma infection Foxp3 positive T cells (Tregs) are key regulators of immune
homeostasis. The cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (Ctla4, also known as protein
receptor CD152) is constitutively expressed on Foxp3 positive Tregs and constitutes a further
potent inhibitor of TH2 response by mediating T-cell anergy and tolerance [39]. In our setting
Ctla4 was highest in group f/mf, while Foxp3 was uniformly expressed in all infected groups.
As shown recently, blocking Ctla4 during the acute stage of Schistosoma infection results in an
exaggeration of TH2 response, suggesting that high levels of Ctla4 might be involved in a
reduction of TH2 response and of hepatic fibrosis. Though, this suppression of initial TH2
response is not to be confused with downmodulation of TH2 in persisting infections. Down-
modulation of TH2 was observed in group mf/mf and might be an explanation for the reduc-
tion of IL-4 and IL-13 levels in group mf/mf with a longer time span of egg deposition (in total
13 weeks) versus -/mf (in total 2 weeks) [40]. In addition, Foxp3 positive Tregs can produce
IL-10, which also inhibits TH2 response. Due to high variation in the values within the infected
groups in our setting, we cannot rule out that IL-10 did indeed play a role [41].

In conclusion, a primary infection with female S. mansoni cercariae has a protective effect
on granuloma size, hepatic fibrosis and disease progression in bisexually challenged mice. This
protection is potentially associated with Ctlad-mediated TH2 suppression but not with a
reduction in parasite load. Our findings provide evidence that protection against egg-induced
granulomatous hyperreactivity is achievable by exploiting gender-specific differences between
schistosomes.
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Schistosoma mansoni Differentially
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Against Invading Cercariae

Martina Sombetzki, Nicole Koslowski, Anne Rabes, Sonja Seneberg,
Franziska Winkelmann, Carlos Fritzsche, Micha Loebermann and Emil C. Reisinger*
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Infection with the intravascular diecious trematode Schistosoma spp. remains a serious
tropical disease and public health problem in the developing world, affecting over 258
million people worldwide. During chronic Schistosoma mansoni infection, complex
immune responses 1o tissue-entrapped parasite eggs provoke granulomatous inflam-
mation which leads to serious damage of the liver and intestine. The suppression of
protective host immune mechanisms by helminths promotes parasite survival and ben-
efits the host by reducing tissue damage. However, immune-suppressive cytokines may
reduce vaccine-induced immune responses. By combining a single-sex infection system
with a murine air pouch model, we were able to demonstrate that male and female
schistosomes play opposing roles in modulating the host’s immune response. Female
schistosomes suppress early innate immune responses to invading cercariae in the skin
and upregulate anergy-associated genes. In contrast, male schistosomes trigger strong
innate immune reactions which lead to a reduction in worm and egg burden in the liver.
Qur data suggest that the female worm is a neglected player in the dampening of the
host’s immune defense system and is therefore a promising target for new immune
modulatory therapies.

Keywords: Schistosoma mansoni infection, air pouch, inflammation, immune suppression, single-sex infection,
granulomatous inflammation

INTRODUCTION

Infection with the intravascular trematode Schistosoma spp. remains a serious tropical disease
and public health problem in the developing world. It is responsible for up to 300,000 deaths per
year and 36 million disability-adjusted life years (1-3). Schistosoma mansoni, which causes intes-
tinal schistosomiasis, accounts for around 80 million infections in Africa, the Near East and South
America (4).

During infection, the host’s immune system is faced with different developmental stages of the
parasite, from skin-penetrating cercarial larvae, juveniles which pass through the heart and lungs,
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and finally egg-producing adult worm pairs which inhabit the
mesenteric vasculature. The adults produce up to 300 tissue-
damaging eggs per day (5). Most of the eggs are flushed into the
liver where they become entrapped within the hepatic sinusoids
and provoke a sustained inflammatory-driven process. Some
eggs penetrate the blood vessel walls, inducing granulomatous
inflammation in the connective tissues. A small proportion
finally migrates into the gut lumen to be released via feces. After
some years, the accumulating eggs cause pronounced intestinal
and hepatic fibrosis, which in turn leads to portal hypertension
and its sequels—including variceal bleeding and ascites (6, 7).

The innate immune responses which are the first line of
defense against invading S. mansoni cercariae are mediated by
the skin. The skin constitutes the immune-regulatory checkpoint
that guides immune responses and therefore determines parasite
survival and the extent of parasite morbidity. First exposures to
cercariae are associated with the development of Thl responses
in the skin. The rapid recruitment of neutrophils and eosinophils
and the activation of complement factors have been shown to
efficiently kill invading Schistosoma larvae (8, 9).

The parasites then evolve a range of mechanisms to actively
dampen the host’s immune response and promote their own
survival. Repeated infections in mice have been shown to trig-
ger changes in inflammatory cell composition in skin-draining
lymph nodes, CD4* T cell hypo-responsiveness, changes in
the local cytokine environment, and alternative activation of
macrophages and dendritic cells (10, 11). Mice exposed multiple
times to cercariae display a shift toward Th2-type activity, which
primes the immune responses to adult worms, parasite eggs, and
granuloma formation (12, 13).

Several studies have demonstrated that the sex of schisto-
somes affects the host’s immune response and disease progression
(14-16), but whether it modulates the early immune response
in the skin as well has remained elusive to date. We combined
a murine single-sex infection system with an air pouch model
to investigate immune reactions to injected cercariae. We were
able to show that male and female schistosomes have opposing
immune modulatory roles during early reinfection and differen-
tially impact the host’s defense mechanisms.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

Animal experiments were performed in strict accordance with
the regulations of the German Society for Laboratory Animal
Science and with the European health guidelines issued by the
Federation of Laboratory Animal Science Associations. The pro-
tocol was approved by the local committee on animal care and
use (7221.3-1.1-008/13, 7221.3-1-047/16, 7221.3-2-024/15-2).
All efforts were made to minimize animal suffering.

S. mansoni Infection Model

Schistosoma mansoni (Belo Horizonte strain) was kept in a life
cycle using Biomphalaria glabrata fresh water snails (Brazilian
strain) as intermediate hosts and 6- to 8-week-old female NMRI
mice as definitive hosts, as previously described (17).

Schistosoma Sex Determines Immune Responses

To obtain either male or female cercariae for subsequent infec-
tion of mice, B. glabrata snails were exposed to single S. mansoni
miracidia, and cercariae were harvested 6 weeks later (18).
The sex of the cercariae was determined by DNA amplification
of sex-related chromosome segments using female-specific pri-
mers as previously described (14, 18-21). The study designs were
illustrated in a graphic overview (Figure S1 in Supplementary
Material). To distinguish the study design “air pouch” from
“bisexual reinfection” different designations were used. For the
study “air pouch;” we used lower case for the reinfection step
(.../mf). For the study “bisexual reinfection,” we used upper case
(.../MF). The following study designs were used.

“Air pouch” study design: 6-week-old female C57BL/6 mice
were percutaneously infected with 100 S. mansoni cercariae,
either male only (m), female only (f), or both sexes (mf). A
further group was left uninfected (). On day 37 postinfection
(p.i.), air pouches were created by subcutaneously injecting 4 ml
sterile air into a shaved skin site on the back of each mouse under
isoflurane anesthesia. Air pouches were reinflated with 2 ml
sterile air after 2 and 4 days (22). On day 42 p.i., I ml PBS or 50
S. mansoni cercariae of both sexes (in 1 ml PBS) were injected
into the air pouch. Groups were designated as -/PBS (1 = 5), —/mf
(n=10), m/mf (n = 10), f/mf (n = 10), and mf/mf (n = 10). The sym-
bol ahead of the slash indicates the nature of the first infection
step. The symbol after the slash indicates the injection of mixed
sex cercariae into the air pouch. Mice were sacrificed 6 hours later
via cervical dislocation under isoflurane anesthesia. The pouches
were rinsed with 3 ml PBS, kneaded, and exudates were collected.
After centrifugation, exudate cells were counted in a Neubauer
counting chamber and analyzed using flow cytometry. Cell-free
supernatants were stored at —80°C for further analysis.

“Antibodies and gene expression” study design: 6-week-old
female C57BL/6 mice were percutaneously infected with 100
S. mansoni cercariae, either male only (m, n = 11), female only
(f,n =11), or both sexes (mf, n = 10), or left untreated (-, n = 10).
Mice were sacrificed 6 weeks p.i. via cervical dislocation under
isoflurane anesthesia. Spleens and blood serum were collected for
further analysis.

“Bisexual reinfection” study design: 6-week-old female
C57BL/6 mice were percutancously infected with 100 8. mansoni
cercariae, either male only (m), female only (f), or both sexes
(mf). A further group was left uninfected (-). Six weeks later,
mice were reinfected with 50 or 150 S. mansoni cercariae of
both sexes to assess inflammatory immune response and disease
progression and to determine worm and egg burden, respectively.
Groups were designated as - (n = 5), -/MF (n = 8), m/MF
(n=8), {/MF (n=8),and mf/MF (n=8). The symbol ahead of the
slash indicates the nature of the first infection step. The symbol
after the slash indicates the second bisexual infection step. Mice
were sacrificed via cervical dislocation under ketamine/xylazine
anesthesia 14 weeks postinfection.

Flow Cytometry

Single-cell suspensions from air pouch exudates were stained
for surface markers in ice-cold PBS (0.5% BSA and 0.1% sodium
azide) for 30 min and fixed with 4% paraformaldehyde for
10 min at room temperature. The following fluorochrome-tagged
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antibodies were used: anti-CD45-PerCP, anti-CD11b-PE, anti-
CD11c-Alexa488, anti-Gr-1-PE-Cy7, anti-F4/80-APC, anti-B220-
PE-Cy7, anti-CD3-APC, anti-CD4-FITC, and anti-CD8-APC-Cy7
(all purchased from BioLegend, USA) and anti-CD44-PE, anti-
62L-APC-Cy7,anti-B220-APC-Cy7,anti-PD-L2-APC, anti-
CD73-PE, anti-CD80-PerCP-Cy5.5-APC (all purchased from BD
Bioscience). CD457 cells were differentiated by gating on the fol-
lowing cell populations: dendritic cells (CD11b*/CD11c*), mac-
rophages (CD11b*F4/80%), neutrophils (CD11b*/Gr-17F4/807),
eosinophils (CD11b*/Gr-1*F4/80%, FSC), Gr1* inflammatory
monocytes (CD11b*/Gr-1*F4/807, FSC"#"), T cells (CD3*/CD4*
or CD3%/CD8%), B cells (B220*), memory T cells (CD3*/CD44"s"/
CD62L"), and memory B cells (B220*/PD-L2*/CD73*/CD80").
Dead cells were stained using Zombie Red™ Fixable Viability
Kit (BioLegend, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Data were obtained using a FACS Verse flow cytometer
(BD Bioscience) and analyzed using FlowJo software (v10.0.7,
Tree Star Inc., CA, USA) (for a list of all antibodies and enzyme-
linked immunosorbent assays used in this study, see Table S1 in
Supplementary Material).

Quantification of Cytokines

and Chemokines

Concentrations of cytokines (IFN-y, TNF-o, IL-1f, IL-12p70,
IL-4, TL-5, TL-13, IL-10) and chemokines (RANTES, Eotaxin,
MIP-1ot, MIP-1§3, MCP-1, CXCL-1, CXCL-2, CXCL-10) in the air
pouch exudate were determined using ProcartaPlex™ Luminex
Multiplex Immunoassay (eBioscience, Germany) according to
the manufacturers instructions. TGF-p serum concentrations
were analyzed using a commercially available ELISA kit (TGF
beta-1 Human/Mouse Uncoated ELISA Kit, Life Technologies,
Germany) according to the manufacturer’s instructions.

Quantification of Schistosoma-Specific

Immunoglobulins

Six weeks after infection, immunoglobulin E (IgE) and immu-
noglobulin G (IgG1, IgG2b) subclasses specific for to soluble
S. mansoni adult worm antigens were quantified in serum using
an in-house ELISA as previously described (14).

Quantitative Real-time PCR

(RT-PCR) Analysis

Six weeks after infection, total RNA was isolated from snap-
frozen spleens (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen, Germany) and
reversely transcribed into ¢cDNA using High-Capacity ¢cDNA
Reverse Transcriptase Kit (ThermoFisher, Germany) according to
the manufacturer’s instructions, RT-PCR was performed using the
following TagMan Gene Expression Assays: Foxp3 Mm00475162;
1110 MmO01288386, Ctlad Mm00486849; Rnf138 Mm01158179;
133 Mm00505403 and I11r11 Mm00516117 (ThermoFisher, Ger-
many). Cycling was performed on the 7900HT Fast RT-PCR
System under the following reaction conditions: 50°C for 2 min
followed by 95°C for 10 min, 45 cycles at 95°C for 15 s, and at
60°C for 1 min. Gene expression values were normalized to the
endogenous reference gene GAPDH (Rodent GAPDH control

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

reagent, ThermoFisher, Germany) and presented as normalized,
expression values relative to naive controls.

Assessment of Parasite Burden

Total egg numbers were assessed by microscopic evaluation
(100-fold magnification) of weighted liver fractions (crushing
preparation). Parasites were recovered from the portal system
using the liver perfusion technique previously described (17), and
worm pairs subsequently counted.

Pathology

Fourteen weeks after infection, harvested livers and spleens were
weighed and the ratio of liver and spleen weight, respectively, to
body weight was determined. Serum biochemistry for alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and
alkaline phosphatase (AP) was performed using UniCel® DxC
800 Synchron® Clinical System (Beckman Coulter GmbH).

For histological evaluation, half of the right liver lobe was
fixed in 10% neutral buffered formalin solution (Sigma Aldrich,
Germany) and embedded in paraffin. Thin sections of 5 pm were
stained with either hematoxylin/eosin (H&E) or sirius red (SR).
Granuloma size was determined using Image] software (v1.47v;
National Institutes of Health, USA). The extent of hepatic fibro-
sis was analyzed in thin sections stained for collagen (SR). The

SR-positive areas were assessed using Image] software (v1.47v;
National Institutes of Health, USA).

Statistics

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Values are expressed as
mean + SEM. Normal distribution was tested using the D'Agostino
and Pearson Omnibus Normality Test. Normally distributed
samples were compared using ANOVA followed by a Bonferroni
post hoc test. Non-normally distributed samples were compared
using the Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post hoc test.
For all statistical analyses, p values <0.05 were considered signi-
ficant. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, n.s., not significant.

RESULTS

Female Schistosomes Suppress the

Recruitment of Innate Immune Cells

To investigate whether the sex of adult S. mansoni living in the
intestine impacts the early dermal immune defense reaction to
invading cercariae, cercariae were injected into air pouches in
mice carrying adult female worms, adult male worms, or worm
pairs. Cell types and counts in the air pouches were determined
by flow cytometry. Cell counts and percentages of innate effec-
tor cells such as Gr1* monocytes, eosinophils, and neutrophils
were highest in groups —-/mfand m/mf. In comparison, in groups
f/mf and mf/mf, cell counts of innate effector cells were low and
comparable to the healthy control -/PBS (Figures 1A-C; Figures
S2B,D in Supplementary Material). Macrophage numbers and
percentages were higher in the m/mf group than the other groups
(Figure 1D; Figure S2E in Supplementary Material). Compa-
rable numbers of dendritic cells were found in the exudates of all
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FIGURE 1 | Flow cytometry: Female schistosomes suppress the recruitment of innate immune cells. Total numbers of (A) Gr1+ inflammatory monocytes,
(B) eosinophils, (€) neutrophils, (D) macrophages/resident monocytes, (E) dendritic cells, (F) CD4+-T cells, (G) CD8+-T cells, (H) B cells, and (I) percentage of
dead cells were analyzed in air pouch exudates. Data from individual experiments are depicted as individual symboals, lines represent mean + SEM: n = 5 or 10 mice

each group; “p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, n.s., not significant.

mice (Figure 1E). Numbers of CD4* T cells were significantly
higher in all preinfected mice (m/mf, f/mf, mf/mf) than in group
—/mf mice (Figure 1F), while the number of B cells was lowest in
group mf/mf (Figure 1H). However, the sex of schistosomes had
no impact on total numbers of CD4* and CD8* T cells, B cells or
memory T and B cells in the air pouch (Figures 1F-H; Figure S3
in Supplementary Material). Neither percentages of dead cells nor
total cell numbers in air pouch exudates were significantly dif-
ferent between groups (Figure 1I; Figure S2A in Supplementary
Material). These data demonstrate that female adult worms, and
to a lesser extent worm pairs, efficiently suppress the early recruit-
ment of innate immune cells in response to injected cercariae.

Female Schistosomes Reduce Chemokine
and Cytokine Production

Chemokines and cytokines were determined in the air pouch
exudates in order to provide insights into inflammatory
mediators. Levels of RANTES, Eotaxin, MIP-1a, MIP-1,
MCP-1, and CXCL10 were significantly increased in groups
-/mf and m/mf compared to the uninfected control -/PBS.
In contrast, chemokine levels in groups f/mf and mf/mf were
comparable to those of the uninfected control group —-/PBS
(Figure 2A).

Levels of the Th1 cytokines IFN-y, TNF-a, IL-1f3, and IL-12p70
were significantly increased in groups -/mf and m/mf compared

to the uninfected control -/PBS and were lowest in groups f/mf
and mf/mf, which exhibited comparable levels to —/PBS in the
case of TNF-a and IL-1f (Figure 2B). The Th2 cytokine IL-4
was significantly elevated in all preinfected mice (groups m/
mf, f/mf, mf/mf), whereas IL-5 was only elevated in group m/
mf. TL-13 was significantly elevated in groups —/mf and m/mf
in comparison to the other infected groups, while the regulatory
cytokines IL-10 and TGF-p were not elevated in any of the groups
(Figure 2C). These observations suggest that preinfection with
female schistosomes and preinfection with worm pairs impedes
the production of chemokines in response to a subsequent cerca-
riae injection, resulting in a decline in the chemotactic attraction
of immune cells.

Male Schistosomes Increase the
Production of Protective IgG1
and IlgG2b Antibodies

The next objective was to examine the role of S. mansoni sex
on humoral adaptive immune responses. Levels of S. mansoni-
specific IgG1, IgG2b, and IgE were measured in the blood of all
mice before air pouches were prepared. IgG1 and IgG2b were
found in all infected mice, with the highest levels detected in
group m. However, levels of specific IgE were not elevated com-
pared with uninfected control mice (Figure 3).
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FIGURE 2 | Multiplex analysis: female schistosomes reduce chemokine and cytokine production. Concentrations of (A) chemokines (RANTES, Eotaxin, MIP-1q,
MCP-1, CXCL-1, CXCL-2, CXCL-10), (B) Th-1 cytokines (INF-y, TNF-a, IL-14, IL-12p70), and (C) Th2-cytokines (IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, TGF-p) were analyzed in air
pouch exudates of Schistosoma mansoni-infected mice. Data from individual experiments are depicted as individual symbols, lines represent mean + SEM; n = 5 or

Female Schistosomes Upregulate

Anergy-Related Gene Expression

Since mice carrying female schistosomes showed a diminished
dermal immune response to invading cercariae, expression
levels of regulatory immunosuppressive genes were analyzed
in uninfected (-), male only (m) or female only (f) or bisexually
(mf) infected mice. Fork head protein 3 (Foxp3), a marker for

regulatory T cells, was significantly downregulated following
infection with male only cercariae (group m) in comparison
to the others (Figure 4A). In group f, the expression levels of
1110 and cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (Ctla4)
are slightly increased compared to group m and uninfected
control mice (Figures 4B,C). The highest expression levels
of 1110, Ctla4, and gene related to anergy in lymphocytes
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and (F) I1A1 in spleens was determined by real-time PCR. Data are presented as mean + SEM; n = 10-11 mice each group; *o < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001,

n.s., not significant

(Grail) were found in bisexually infected mice (group mf),
possibly as a result of parasite eggs already present in these
mice (Figure 4D). Moreover, mRNA expression of immune
modulatory /133 and its receptor I11rl1, known to be expressed
on activated Treg cells, were significantly elevated in group
f and mf mice compared to group m (Figures 4E,F). Overall,
the data indicate that female worms upregulate expression
levels of regulatory 1110 and Ctla4 to a greater extent than male
worms, thus promoting the establishment of an immunosup-
pressive environment.

Frontiers
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Primary Infection With Male Schistosomes
Reduces Worm and Egg Burden but Has

No Impact on Liver Fibrosis

A second experiment was performed to investigate whether
immune responses to male and female schistosomes differentially
impact parasite burden and disease progression. Mice were ini-
tially infected with male, female or mixed S. mansoni cercariae.
Six weeks later bisexual reinfection was performed in a water bath
containing a mixture of male and female S. mansoni cercariae.
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Eight weeks later, parasite loads and hepatic fibrosis levels were
analyzed (Figure S1 in Supplementary Material).

The numbers of worm pairs and eggs were found to be sig-
nificantly reduced in group m/MF compared to the other groups.
The highest numbers of worm pairs and hepatic eggs were seen
in group mf/MF (Figures 5A,B). Macroscopic evaluation of all
infected mice revealed enlarged livers and spleens with rough
surfaces and visible nodules. These organ alterations were most
prominent in mice of group mf{/MF (Figure 5C). Body weight-
adjusted liver and spleen sizes of mice preinfected with female
cercariae (f/MF) were lower than those of the other infected
groups (-/MF, m/ME, mf/MF) (Figures 5D,E). Serum levels of
the liver enzymes AST and ALT were slightly elevated in groups
-/ME, {/ME and m/MF compared to the others (Figure $4 in
Supplementary Material), whereas AP levels were decreased in
all infected groups when comparing to uninfected mice.

Granuloma formation and fibrosis, shown by H&E and
SR staining, were detected in all infected groups (Figure 5F).
Hepatic granulomas did not differ in size between groups —/MF,
m/ME and f/MF, but were significantly smaller in group mf/MF
(Figure 5G). Levels of hepatic fibrosis were the same in groups
-/MFE, m/MEF, and f/MF and significantly higher in group mf/MF
(Figure 5H).

worm pairs

o
-IMF m/MF fIMF mfiMF

H&E

Sirius Red

FIGURE 5 | Primary infection with male schistosomes reduces worm and egg burden but has no impact on liver fibrosis. Six weeks p.i. mice were reinfected with
(A,B) 150 or (C-H) 50 Schistosoma mansoni cercariae of both sexes (MF) and analyzed 8 weeks later. (A) Worm and (B) hepatic egg burden were quantified.

(C) Representative images of livers and spleens. Relative organ size of (D) livers and (E) spleens expressed as a ratio to body weight. (F) Representative images of
liver sections stained with hematoxylin/ecsin and sirius red (magnification 100-fold). (G) Size of hepatic granulomas and (H) sirius red-stained area were quantified in
Image J. Data are represented as mean + SEM; n = 5-8 mice each group; scale bar represents 200 um. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

Schistosoma Sex Determines Immune Responses

These results suggest that a strong innate immune response
in the skin of mice initially infected with male worms leads to a
significant reduction in worm pairs and egg burden after reinfec-
tion. However, the reduction of parasite load in group m/MF had
no effect on granuloma size or hepatic fibrosis.

DISCUSSION

In this study, we demonstrate that male and female schistosomes
play different roles in modulating the host’s immune response.
Female schistosomes suppress early innate immune responses to
invading cercariae in the skin and upregulate anergy-associated
genes, whereas male schistosomes trigger strong innate immune
reactions. We further show that the strong immune responses
within the skin provoked by male schistosomes result in the
reduction of worm and egg burden in the liver.

Previous studies have shown an increase in liver and spleen
weights and higher numbers of blood leukocytes in mice infected
with male schistosomes, suggesting that male worms are more
immunogenic., However, the underlying mechanisms and the
effect of the sex of schistosomes on subsequent infections were
not investigated (15). In another study, no differences between
the sizes of lung granulomas were found in mice that were
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preinfected with male, female, or both sexes of S. mansoni cer-
cariae and subsequently challenged with intravenously injected
Schistosoma eggs (12). We recently provided evidence of the
immune-suppressive potential of female worms by noting smaller
perioval granuloma sizes, lower levels of inflammation, and less
hepatic fibrosis in mice initially infected with female schistosomes
prior to a secondary bisexual infection (14).

An appropriate innate immune response in the skin plays an
important role in determining immune responses to developing
Schistosoma larvae (13) and is required to combat such larvae
(8, 23). Using an inflammatory air pouch model, we have shown
that in contrast to male worms, females and worm pairs sup-
press the inflammatory immune response within the skin. This
is reflected by lower levels of chemokines and cytokines in air
pouch exudates, which in turn results in declined chemotactic
attraction of immune cells. Cell numbers can be affected not
only by local cell proliferation upon stimulation, but also by cell
death. The air pouch model used in our study provides a localized
environment in which to study and quantify cell recruitment and
the production of chemokines and cytokines following injection
of an inflammatory stimulus, but it is not appropriate for studying
cell proliferation in the surrounding tissues. An increase of innate
immune cells is mediated by active recruitment of these cells
to the site of infection, a process initiated by the production of
chemokines. As described elsewhere, S. mansoni infection elicits
an initial influx of neutrophils into the skin, followed by eosino-
phils, macrophages, and dendritic cells (8, 24). The latter can be
derived from infiltrating monocytes (25). As the percentage of
dead cells did not vary between our experimental groups, we sug-
gest that the reduction in the recruitment of innate immune cells
in groups f/mf and mf/mf is mediated by reduced chemokine/
cytokine levels in the air pouch rather than by local cell death.
Since numbers of T cells, B cells, memory T cells, and memory
B cells were not enhanced by preinfection with either male or
female schistosomes or worm pairs in our air pouch model, we
cannot comment on the role of these cells in combating invading
cercariae. Type IV hypersensitivity typically occurs at least 48 h
after exposure to an antigen (26), thus it is quite possible that
this reaction/recruitment time was not long enough to permit an
adequate T or B cell reaction. Further steps are clearly required
to address this issue.

Our data indicate that the immune suppression observed
is mediated by the upregulation of anergy-related genes Ctla4
and I110 in group mf. Both genes are known to play a role in
granulomatous hyporesponsiveness (27). Since it is known that
parasite eggs induce the expression of anergy-related genes, high
expression levels of Ctla4 and 110 in bisexually infected mice
(group mf) are related to the presence of parasite eggs rather than
to a synergistic effect of worm pairs. As recently shown, Ctla4
expression levels were significantly elevated after preinfection
with female schistosomes in a bisexually infection system using
an extended preinfection period (14). Although not significant,
there was an increase of [110 and Ctla4 expression levels in spleens
of group f mice compared to group m and uninfected mice in this
study as well. These findings might indicate that anergy-related
mechanisms are involved in a time-dependent manner. Moreover,
we found an upregulation of 1133 and its receptor, described as
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potent mediators of immune suppression in infectious or sterile
inflammation (28, 29). The induction of anergy by S. mansoni
worms has already been demonstrated (30). We present evidence
here that the female worm is responsible for this phenomenon.

It has been reported that recurrent helminth infections cause
hyporesponsiveness in dermal lymphocytes (10, 31) and the
polarization of alternatively activated macrophages and dendritic
cells, triggering a Th2 immune response (26, 27, 32, 33). The effi-
cacy of Th2 responses in killing skin-penetrating cercariae has
been shown in avian schistosomiasis. Moreover, the majority of
Trichobilharzia spp cercariae die within a few days of exposure
to murine skin. The dermal reactions of mice and humans to
cercariae are described as allergic-type hypersensitivity and
include immediate and late phase reactions, Th2-polarization, an
increase in IgG1 and IgE levels, and histamine release (13, 34, 35).
Higher production of Th2 cytokines in mice carrying male schis-
tosomes in our infection model suggests that Th2 responses also
contribute to the host’s defense.

Neutrophils and eosinophils efficiently kill parasites by pro-
ducing elastase and hydrogen peroxide (9). We thus hypothesized
that the strong recruitment of innate inflammatory cells observed
in mice carrying male worms should result in a reduction of
worm pairs and egg burden. In a two-step infection model, mice
carrying male, female, or male and female schistosomes were
bisexually reinfected after 6 weeks and analyzed 8 weeks later
(14 weeks p.i.). It was indeed found that a strong recruitment of
inflammatory cells correlates with a marked reduction in parasite
burden in mice primarily infected with male cercariae. Inversely,
preinfection with female cercariae did not lead to parasite reduc-
tion. As expected, the highest numbers of worm pairs and eggs
were seen in group mf/ME because of the double infection with
mixed cercariae. Parasite burden in mice infected only once
(~/MF) was higher than in mice preinfected with male schisto-
somes, despite once-infected mice displaying a strong dermal
immune response. This makes sense since they had no opportu-
nity to develop protective IgG1 and IgG2b antibody responses or
to recruit macrophages into the skin prior to infection. Parasites
not killed in the skin are often killed in the lungs. Experimental
studies indicate that immunologically concealed adult worms
might promote so-called antilarval concomitant immunity via
the release of cross-reactive antigens (36).

The reduction of parasite loads in mice preinfected with male
cercariae has a limited effect on hepatic fibrosis and granuloma
size. The ratios of liver/body weight and spleen/body weight
were also elevated to a comparable extent in —/MF, {/MEF, and
m/MF mice. Although tissue-entrapped eggs act as inflammatory
stimuli, the principal driver of hepatic fibrosis progression are
pro-fibrotic interleukins-4 and -13. At a certain level of infection
(egg loads within the liver), Th2-mediated fibrosis becomes exag-
gerated and progresses independently from hepatic egg load or
size of hepatic granulomas (37). IL-4 and IL-13 determine the
inflammatory phenotype of egg-induced granulomas and IL-13
causes fibrosis (38). We conclude, therefore, that a reduction in
parasite burden may not be sufficient for the treatment of hepatic
damage, particularly hepatic fibrosis.

The results of the present study reveal how schistosomes dif-
ferentially manipulate the host's immune system when it comes
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to combating invading cercariae. Immunosuppression by helm-
inths is a mechanism known to facilitate parasite survival and
promote chronic disease progression. Though the host benefits
from a reduction in tissue damage, immunosuppressive cytokines
can also reduce vaccine responses (39) since the effect of a vac-
cine is not at least dependent on the host’s immune competence.
We propose here that the female worm is a neglected player in
the dampening down of the host’s immune defense mechanisms
and is therefore a promising target for new immune modulatory
strategies.
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