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1. Einleitung  

1.1 Die Schistosomiasis - Infektion, Therapie und Prävention 

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 führt 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 jährlich mehr als 200.000 Menschen an den Folgen einer Schistosomiasis. 

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erhalten jährlich mehr als 258 Millionen Menschen eine 

Therapie gegen die adulten Würmer (World Health Organization 2015). Seit vielen Jahren verfolgt die 

Firma Merck zusammen mit der WHO eine Strategie zur Eindämmung der Erkrankung, indem sie jedes 

Jahr Massenbehandlungen bei Schulkindern mit dem Anthelminthikum Praziquantel in 

Endemiegebieten durchführt (Colley 2014). Dieses Medikament wirkt ausschließlich gegen die adulten 

Würmer. Es hat keine Wirkung auf die heranreifenden Würmer, schützt nicht vor Neuansteckung und 

hat keinen Einfluss auf die durch die Parasiteneier verursachten Schäden in Leber, Darm oder der 

Blase/Genitaltrakt (King 2009; Matthews 2011). Da die Ansteckung über Süßwasserkontakt erfolgt, 

infizieren sich die Menschen in den Endemiegebieten täglich neu. Der chronische Verlauf der 

Erkrankung führt bei den betroffenen Menschen meist zu einem lebenslangen Leidensweg und zu 

sozialen Problemen, wie Arbeitsunfähigkeit, Armut, Isolation und Anfälligkeit gegenüber anderen 

Erregern (z.B. Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)). Zudem leiden vor allem Kinder unter Symptomen 

wie Eisenmangelanämie, Unterernährung, Wachstumshemmung und geistiger Unterentwicklung 

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

Um diesen Menschen helfen zu können und auch die erhöhte Ansteckungsgefahr anderer 

Infektionskrankheiten (HIV) zu minimieren, die beispielsweise durch Läsionen einer 

Schistosomeninfektion begünstigt werden, wird dringend ein Impfstoff benötigt. Auf Basis moderner 

molekularbiologischer Methoden (Genom-, Transkriptom- und Proteomanalysen) zielen die Arbeiten 

unterschiedlicher Arbeitsgruppen zur Impfstoffentwicklung derzeit in erster Linie auf 

Tegumentproteine der Würmer ab, um so eine gezielte Abwehrreaktion des Körpers hervorzurufen (El 

Ridi und Tallima 2013; Figueiredo et al. 2015). Bislang befinden sich nur drei Impfstoffkandidaten in 

klinischen Studien beim Menschen, die maximal eine Teilimmunität von 50-60% hervorrufen. Damit 

kann die Verbreitung der Schistosomiasis und die Folgen des chronischen Verlaufes hinausgezögert, 

aber nicht verhindert werden (Lebens et al. 2004). Als Forschungsmodell für die Therapie- und 

Impfstoffentwicklung wird häufig die Maus als Versuchstier herangezogen. In vivo Studien zeigten, 
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dass die abgelegten Parasiten-Eier in der Leber sowohl beim Menschen, als auch bei der Maus, eine 

im zeitlichen Verlauf ähnliche T-Zell-Polarisation mit Granulombildung und anschließender 

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

Die Fortpflanzung von Schistosomen erfolgt über einen Vertebraten/Invertebraten Zyklus bestehend 

aus ungeschlechtlicher und geschlechtlicher Fortpflanzung. Zur ungeschlechtlichen Fortpflanzung 

benötigen Schistosomen eine Süßwasserschnecke (Biomphalaria glabrata bei S. mansoni) als 

Zwischenwirt. Hier reifen über mehrere ungeschlechtliche Entwicklungsstadien, die für den Menschen 

(Endwirt und geschlechtliche Fortpflanzung) infektiösen Zerkarien heran. Durch Lichtreiz strömen die 

Zerkarien 5-6 Wochen nach Infektion aus der Schnecke heraus ins Süßwasser. Über einen 

chemotaktischen Gradienten finden freischwimmende Zerkarien ihren Endwirt (Mensch, Maus oder 

andere Säugetiere). Nachdem die Zerkarien durch die Haut des Endwirtes eingedrungen sind, 

entwickeln sich die juvenilen Larven während ihrer Migration durch die Lunge und das Herz zu adulten 

Würmern, bis sie sich in der Pfortader verpaaren. Von dort aus wandern die verpaarten Würmer über 

die Portalvene blutabwärts in das Mesenterium, wo sie anschließend verbleiben und mit der Eiablage 

beginnen. Ein S. mansoni-Pärchen produziert bis zu 300 Eier täglich (Gryseels 2012). Diese gelangen 

ins Blutgefäßsystem und zum Großteil über die Blutgefäßwand 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 zurück 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 (Th1) 

dominiertes Entzündungsmilieu induziert durch die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen 

wie Interferon gamma (IFNγ) oder Tumornekrosefaktor alpha (TNFα), wobei verschiedene 

Entzündungszellen, 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 führt zur Bildung von extrazellulärer Matrix und zur Fibrosierung der Leber 

(Pearce und MacDonald 2002), welche letztendlich zur Deformation und Sklerosierung der 

intrahepatischen Blutgefäße führt (Loebermann et al. 2009). Die klinischen Folgen der Fibrosierung der 

Leber sind portaler Hochdruck und die daraus resultierenden Komplikationen wie 

Hepatosplenomegalie, Aszites und Ösophagusvarizenblutungen (Colley et al. 2014). Die Regulation der 

Th2-Antwort und die Chronifizierung des Krankheitsverlaufes werden über die modifizierte Th2-

Antwort gesteuert. Die Th2-Antwort fällt 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 männliche und weibliche Schistosomen große 

Unterschiede. Das dünnere und längere Weibchen liegt in der Bauchfalte (Canalis gynaecophorus) des 

kürzeren und dickeren Männchens. So verbleiben die Würmer lebenslang verpaart im Mesenterium, 

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

Bei der immunologischen Reaktion des Wirtes auf den Parasiten S. mansoni handelt es sich um eine 

Hypersensitivitätsreaktion vom verspäteten Typ (Typ 4) vermittelt durch spezifische T-Zellen. Während 

die Parasiteneier stark immunogen sind und somit die eigentliche Krankheitsursache der 

Schistosomiasis darstellen, haben die adulten Würmer im Laufe der Evolution Strategien entwickelt, 

um nicht durch das Immunsystem des Wirtes abgetötet 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 

zelluläre Immunantwort des Wirtes. Bereits vor Beginn der Eiablage sind alternativ aktivierte 

Makrophagen, die IL-4 Rezeptoren auf ihrer Oberfläche tragen, nachweisbar (Oliveira Fraga et al. 

2010). Für die genaue Untersuchung der Immunantwort gegen den Wurm ohne Einfluss der organ-

schädigenden Eiablage, wurden in älteren Studien Infektionsmodelle entwickelt mit einer sterilen, 

eingeschlechtlichen Infektion mit nur männlichen oder nur weiblichen Würmern (Moné und Boissier 

2004). Das Verständnis für die unterschiedlichen Immunantworten auf männliche und weibliche 

Schistosomen im Endwirt könnte in Zukunft weitere Ansätze zur Entwicklung geeigneter Infektions-

Prophylaxen bringen. 

Erste Vakzinierungsversuche wurden mit radioaktiv inaktivierten Zerkarien im Mausmodell 

durchgeführt. Dies führte zu einem 50-70%igen Schutz vor Neuinfektion allerdings unabhängig vom 

Geschlecht (Bickle 1982; Lebens et al. 2004). Im Gegensatz zu vitalen Zerkarien benötigen radioaktiv 

inaktivierten Zerkarien 25% länger für die Hautpassage, wodurch eine stärkere Th1-Antwort 

hervorgerufen wird und mehr Entzündungszellen 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 zusätzliche Gabe von Interleukin 12 (IL-12) als Adjuvans noch gesteigert werden (Lebens et 

al. 2004; Stephenson et al. 2014). Eine unterschiedlich ausgeprägte geschlechtsspezifische Wirkung 

auf das Immunsystem des Wirtes zeigen die adulten Würmer. Zur Beeinflussung des Immunsystems 
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durch männliche und weibliche Schistosomen gibt es einige ältere Untersuchungen, die zeigen, dass 

Männchen in der Lage sind das Immunsystem zu beeinflussen, sowohl über die Bildung von Antikörper, 

als auch durch Entzündungsprozesse (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 

männlichen Würmern die Ausprägung des Ohr-Delayed-type-hypersensitivity-Tests (als Parameter für 

eine spezifische Immunreaktion) stärker und die Zahl an Leukozyten und die Gewichte von Lebern und 

Milzen deutlich angestiegen (Boissier et al. 2003a). Es wird vermutet, dass Männchen aufgrund ihrer 

größeren Oberfläche immunogener sind als Weibchen (Boissier et al. 2003a). Dennoch besitzt nicht 

nur das Tegument der Würmer 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 außerhalb des Wirtes bei 

weiblichen Schistosomen signifikant stärker ist (van Dam et al. 1996). Zudem ist die Aufnahme von 

Erythrozyten durch das Weibchen (für die Eiproduktion) in einer Verpaarung 10-mal höher als beim 

Männchen (Weibchen über 330.000 und Männchen über 39.000 Erythrozyten pro Stunde) (Moné und 

Boissier 2004).  

Nach Reinfektion konnte gezeigt werden, dass eine eingeschlechtliche Vorinfektion mit männlichen 

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 abhängig 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 

männlichen Würmern (18,7%) doppelt so hoch war wie die Reduktion durch weibliche Vorinfektion 

(8,5%). Im Lungengranulommodell, in dem Parasiten-Eier über die Schwanzvene injiziert werden und 

so zu einer synchronen Granulombildung in der Lunge führen, zeigen sich nach eingeschlechtlicher 

Vorinfektion mit weiblichen und männlichen Zerkarien vergleichbar große Granulome in der Lunge 

(Cheever et al. 1997). 

Bezüglich der Unterschiede in der Infektiosität zwischen männlichen und weiblichen Zerkarien 

bestehen immer noch Unklarheiten. Frühere Studien zeigten entweder keinen Unterschied in Bezug 

auf das Eindringen männlicher und weiblicher Zerkarien  (Stirewalt und Fregeau 1968; Rowntree und 

James 1977; Boissier et al. 2003b; Moné und Boissier 2004) oder beschreiben eine höhere Infektiosität 

der männlichen Zerkarien (Boissier und Moné 2000, 2001). Diese Unterschiede könnten auf 

unterschiedliche Perfusionszeitpunkte (heraus spülen der Würmer) der Würmer zurück zu führen sein. 
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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 männlichen und weiblichen Schistosomen 

bestehen. Erst nach 28 Tagen wurden nach Perfusion der Leber mehr Männchen als Weibchen gezählt 

(Rowntree und James 1977). Für diese Beobachtung kommen zwei Theorien in Frage: 1. Männchen 

können tatsächlich allein besser im Wirt überleben oder 2. männliche Würmer lassen sich besser 

herausspülen, da die weiblichen Würmer auf Grund ihrer geringeren Größe weiter in das Lebergewebe 

eindringen können (Stirewalt und Fregeau 1968).  

Die Lokalisation der adulten männlichen 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 Männchen. Kommt es nicht zur 

Verpaarung wird das Weibchen zurück in die Leber gespült und verbleibt dort. Männchen hingegen 

wandern weiter in das Mesenterium (Moné und Boissier 2004). In früheren 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 Mesenterialgefäßen. Bei den Männchen sind 

nur 65% in der Leber, 20% in den Mesentrialvenen und 15% in den Mesenterialgefäßen zu finden 

(Standen 1953; Moné und Boissier 2004). Außerdem entwickelt sich das Weibchen bei einer 

eingeschlechtlichen Infektion nicht komplett zur Geschlechtsreife  (Popiel et al. 1984). Hierfür benötigt 

das Weibchen immer den direkten Kontakt zum Männchen (Ribeiro-Paes und Rodrigues 1997). Die 

unreifen Weibchen sind wesentlich dünner und kleiner als verpaarte Weibchen. Durch die dauerhafte 

Lokalisation in der Leber, zeigten Blutgefäße mit weiblichen Würmern aus einer eingeschlechtlichen 

Infektion und auch das sie umgebende Lebergewebe eine starke Akkumulation von Entzündungszellen. 

Es zeigt sich somit eine deutliche Immunreaktion auf unverpaarte Weibchen, im Gegensatz zu 

verpaarten Männchen oder unverpaarten Männchen (Beobachtungen Vorversuche der Arbeitsgruppe 

der Abteilung Tropenmedizin und Infektionskrankheiten und Sektion Nephrologie der 

Universitätsmedizin Rostock). 
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2. Fragestellung 

Das Mausmodell ist ein vielfach beschriebenes und etabliertes Modell zur Untersuchung von 

immunologischen Vorgängen nach einer Infektion mit Schistosoma mansoni. Aufgrund der zum Teil 

geringen Probenmengen, die in der Maus zur Analyse gewonnen werden können, ist es häufig 

notwendig, beispielweise Wurmlasten und fibrotische Veränderungen in unterschiedlichen Tieren zu 

analysieren und ein Großteil des Probenmaterials wird bereits verbraucht und kann für 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 (FibroscanTM), 

ein Ultraschallverfahren zur Messung der Lebersteifigkeit als Maß für die Leberfibrose, angewendet 

(Sandrin et al. 2003). Auch diese Methode ist aufgrund der Größe 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 

Hepatozytenschädigung hinweisen, sind in der Schistosomiasis nicht erhöht (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 benötigt, 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 Komplexität des Parasiten mit seinen unterschiedlichen 

Entwicklungsstadien im Endwirt, den Parasiteneiern und Unterschieden in der Immunogenität 

zwischen männlichen und weiblichen Würmern. Daher ist es wichtig die Hintergründe und Grundlagen 

der unterschiedlichen Immunreaktionen auf den Wirt der beiden S. mansoni Wurmgeschlechter auf 

zellulärer und humoraler Ebene aufzuklären, um sich die geschlechtsspezifische Immunantwort zur 

Etablierung eines Impfmodells nutzbar zu machen. Folgende Fragestellungen wurden in dieser Arbeit 

bearbeitet: 

I. Ist es möglich die Leberschädigung makroskopisch mit Hilfe eines Punktesystems zu bewerten? 

- Korreliert diese Bewertung mit den histologischen Untersuchungen (Sirius-Red-Färbung)? 

- Ist es möglich die Leberschädigung in einem Biosensor nachzuweisen, der die schädigende 

Wirkung von Plasma auf eine hepatische Zelllinie nachweist? 

 

II. Haben männliche und weibliche Würmer ein unterschiedlich hohes Potential, um im Rahmen einer 

sterilen eingeschlechtlichen Vorinfektion eine zweigeschlechtliche Reinfektion zu beeinflussen? 
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- Welchen Einfluss hat die eingeschlechtliche Vorinfektion auf die Wurm- und Eilast, T-Zell-

Polarisierung, Antikörperlevel, Toleranzfaktoren, Granulombildung in der Leber und 

hepatische Fibrose einer Reinfektion? 

III. Beeinflusst eine eingeschlechtliche Vorinfektion auch die Parasitenabwehr in der Haut? 

- Wie beeinflusst die Art der Vorinfektion die Rekrutierung von Entzündungszellen, 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 Mäuse mit unterschiedlichen Infektionsstärken (25, 50 

und 100 Zerkarien) in Hinblick auf ihre Leberschädigung makroskopisch beurteilt werden (Sombetzki 

et al. 2016). Hierfür 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 Mäusen. Dabei erhalten gesunde Tiere einen 

maximalen Punktwert von 1 während stark infizierte Tiere einen maximalen Wert von 12 erreichen 

können. Verifiziert wurde diese makroskopische Beurteilung durch histologische Färbungen (Sirius-

Red-Färbung (SR) und Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE)). Außerdem wurden die Leberwerte, wie 

Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), alkalische Phosphatase (AP) und 

Bilirubin im Serum der Mäuse 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 zellschädigende Wirkung analysiert. Das Biosensorsystem basiert auf der 

Hepatozytenzelllinie HepG2/C3A. Nach Inkubation der Zellen mit dem Plasma infizierter Mäuse wurde 

die Vitalität der Zellen mittels XTT (Dehydrogenase – Aktivität  in den Mitochondrien) quantifiziert und 

die Zellzahl durch Trypan-Blau-Färbung bestimmt. Zusätzlich wurde die Freisetzung von 

Lactatdehydrogenase (LDH) in den Zellkulturüberständen gemessen. Entwickelt wurde dieser Sensor 

für den Vergleich von Plasma aus septischen und nicht septischen Patienten. Plasma von Patienten mit 

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

et al. 2012).  

 

Abbildung 1: Bewertungssystem und Biosensor. Infektionsschema und Analysen der Studie I (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 

männlichen 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 über 

ungeschlechtliche Vermehrung ca. 1000 Zerkarien eines Geschlechts entwickeln. Über die Polymerase 

Kettenrektion (PCR) besteht die Möglichkeit das Geschlecht im Larvenstadium (Zerkarie) zu bestimmen 

(Grevelding et al. 1997; Boissier et al. 2001; Quack et al. 1998; Gasser et al. 1991). Für diese Arbeit 

wurden C57BL/6J Mäuse mit 100 männlichen, 100 weiblichen oder 100 männlichen und weiblichen 

Zerkarien vorinfiziert und nach 11 Wochen mit 50 bzw. 150 Zerkarien beidgeschlechtlich reinfiziert. 

Nach weiteren 8 Wochen wurden die Mäuse aufgearbeitet und der Einfluss auf die Wurm- und Eilast, 

T-Zell-Polarisierung, Antikörperlevel, Toleranzfaktoren, Granulombildung in der Leber und hepatische 

Fibrose untersucht. Hierfür wurden histologische Färbungen der Lebern angefertigt (SR und HE) und 

messenger Ribonukleinsäure (mRNA) Analysen mittels real-time PCR, sowie Multiplexanalysen zur 

Zytokinbestimmung im Serum durchgeführt.  

 

Abbildung 2: Zweistufiges Schistosoma mansoni Infektionsmodell. Infektionsschema und Analysen der Studie 

II. In Abbildung A und B sind zwei unabhängige Tierversuche dargestellt (Koslowski et al. 2017). 
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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/6J Mäusen untersucht werden (Sombetzki et al. 2018). Es wurden C57BL/6J 

Mäuse mit 100 männlichen, 100 weiblichen oder 100 männlichen 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 

Trägerflüssigkeit (Phosphat-gepufferte Saline (PBS)) in eine sogenannte „Air Pouch“ (Kontrollgruppe 

erhielt nur PBS). Dabei handelt es sich um einen luftgefüllten Hohlraum im Nacken der Mäuse. Hierfür 

wurde den Mäusen unter Isofluran-Anästhesie dreimal im Abstand von 2 Tagen subkutan 2-4 ml sterile 

Luft in den Nacken injiziert. Es bildete sich ein luftgefüllter Ballon, der von einer zusätzlichen dünnen 

Bindegewebshaut umgegeben war. Die Immunantwort gegen die Zerkarien in der „Air Pouch“ wurde 

6 Stunden nach Injektion analysiert. Die eingewanderten Entzündungszellen und entsprechenden 

Entzündungsparameter wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Zusätzlich wurden 

Antikörperlevel 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. Hierfür wurden C57BL/6J Mäuse mit 100 männlichen, 100 weiblichen oder 100 männlichen 

und weiblichen Zerkarien vorinfiziert und nach 6 Wochen mit 50 bzw. 150 Zerkarien beidgeschlechtlich 

reinfiziert. Nach weiteren 8 Wochen wurden die Mäuse aufgearbeitet und der Einfluss auf Wurm- und 

Eilast, Granulombildung in der Leber und hepatische Fibrose untersucht. Hierfür wurden histologische 

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

drei unabhängige 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 Mäusen unterschiedlicher 

Infektionsintensitäten (25, 50 und 100 Zerkarien) makroskopisch nach der Leberschädigung 

quantifiziert und mit einem makroskopischen Punktesystem bewertet (Sombetzki et al. 2016). Es 

waren signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Infektionsintensitäten 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 Mäuse waren grau, blass 

und mit deutlich sichtbaren Granulomen versehen und wurden mit 10 ± 0,1 Punkten bewertet. Die 

Lebern der mit 50 Zerkarien infizierten Mäuse zeigten eine eher rötliche Färbung und deutlich weniger 

Granulome (7 ± 1.9). Ein signifikanter Anstieg von fibrotischen Arealen in den Lebern (Anteil der roten 

Areale in der SR-Färbung) korrelierte mit der steigenden Infektionslast. Eine Verifikation des 

Punktesystems mit dem verwendeten Biosensor zeigte ebenfalls eine Beeinträchtigung des 

Zellwachstums und der Zellvitalität, nach Inkubation mit dem Plasma infizierter Tiere. Die Zellen, die 

mit Plasma der mit 100 Zerkarien infizierten Gruppe behandelt wurden, zeigten die stärkste 

Beeinträchtigung im Zellwachstum und in der Vitalität. Das Plasma der Tiere aus der naiven 

Kontrollgruppe führte zu einer leichten Abnahme der Zellzahl und Extinktion im XTT - Test und zeigte 

höhere Werte von LDH in den Zellkulturüberständen im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Leberwerte, 

wie ALT, AST, AP und Bilirubin im Serum der infizierten Mäuse zeigten keinen signifikanten Anstieg, im 

Vergleich zu den gesunden Mäusen. 

 

4.2 Weibliche Schistosoma mansoni reduzieren die hepatische Fibrose im Schistosoma mansoni 

Mausmodell 

Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde untersucht, ob männliche 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 Mäuse, die mit weiblichen Zerkarien vorinfiziert waren, wiesen makroskopisch weniger 

pathologische Veränderungen auf. Es zeigten sich weniger sichtbare Granulome, die Oberfläche war 

glatt und die Färbung dunkelrot, ähnlich 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 Mäuse, die entweder nicht vorinfiziert oder mit 

männlichen Zerkarien vorinfiziert waren, deutlich ausgeprägte Granulome, signifikante 
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Gewichtserhöhung und eine gräuliche Färbung. Die Parasitenlast war in allen vorinfizierten Gruppen 

vergleichbar. Somit konnte gezeigt werden, dass die Leberschädigung durch die Vorinfektion mit 

weiblichen Schistosomen, trotz vergleichbarer Parasitenlast, verringert wurde. Die Th1-Zytokine TNFα 

und IFNγ waren in allen infizierten Gruppen vergleichbar. Im Serum von Mäusen mit weiblicher 

Vorinfektion wurden signifikant weniger profibrotische Zytokine, IL-4 und IL-13, gemessen, im 

Vergleich zu den anderen infizierten Gruppen. Die Ausprägung der Th2-Antwort wurde zudem durch 

die mRNA Expression von Arginase 1 (Arg1)und resistin like alpha (Retnla) in der Leber dargestellt, 

welche als Marker für M2 Makrophagen verwendet werden. Retnla war signifikant erniedrigt in den 

Mäusen mit weiblicher Vorinfektion, im Vergleich zu den anderen infizierten Gruppen. Das cytotoxic 

T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA4), welches auf der Oberfläche von regulatorischen T-Zellen 

exprimiert wird, ist ein wichtiger Marker für die Ausbildung von Anergie (Taylor et al. 2007). Einen 

signifikanten Anstieg von CTLA4 konnte ausschließlich in den Mäusen, die mit weiblichen Zerkarien 

vorinfiziert waren, gemessen werden. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der weibliche Wurm nach elfwöchiger Vorinfektion 

die Th2-Antwort unterdrückt ohne aber die Th1-Antwort zu beeinflussen. Zusätzlich wurde durch den 

weiblichen Wurm die CTLA4-Expression hochreguliert. CTLA4 ist ein Marker für die Präsenz von 

regulatorischen T-Zellen, was die Ursache für die reduzierte hepatische Fibrose und Granulomgröße in 

der Leber sein könnte. Währenddessen hat der weibliche Wurm keinen Einfluss auf die Wurm- und 

Eilast.  

4.3 Parasitenabwehr oder Immunsuppression: Männliche und/oder weibliche Schistosoma 

mansoni beeinflussen das Immunsystem auf unterschiedliche Art und Weise zum Schutz gegen 

eindringende Zerkarien  

Im Weiteren sollte geklärt werden, ob die durch die Vorinfektion mit weiblichen Würmern 

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 für eindringende Zerkarien.  

In den „Air Pouch“-Exsudaten der Gruppen ohne Vorinfektion und Vorinfektion mit männlichen 

Zerkarien fand eine starke Infiltration von Entzündungszellen, 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 erhöht im Vergleich zu den anderen 

infizierten Mausgruppen. Ein erhöhter Einstrom von Makrophagen konnte ausschließlich in der 

Gruppe mit männlicher Vorinfektion detektiert werden. Zusätzlich konnten in der männlich 
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vorinfizierten Gruppe erhöhte Immunglobulin G1- (IgG1) und G2b (IgG2b) Antikörperlevel detektiert 

werden. Des Weiteren war die Expression des Fork head protein 3 (Foxp3), ein Marker für 

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

Im Gegensatz dazu zeigten die Gruppen mit Vorinfektion durch weibliche bzw. beidgeschlechtliche 

Zerkarien eine signifikante Reduktion sowohl der Anzahl der Entzündungszellen als auch der 

Chemokin- und Zytokinlevel in den „Air Pouch“-Exsudaten. Auch die Th1- (IFNγ, TNFα, IL-1β und IL-12) 

und Th2-Zytokine (IL-5 und IL-13) waren nach weiblicher Vorinfektion signifikant reduziert, im 

Vergleich zur männlichen Vorinfektion. Die Expressionslevel Anergie-assoziierter Gene wie Il-10 und 

Ctla4, von denen bekannt ist, dass sie eine Rolle bei der granulomatösen Hyporesponsivität spielen 

(Smith et al. 2004; Walsh et al. 2007), waren nur in den Mäusen mit weiblicher und 

beidgeschlechtlicher Vorinfektion erhöht. Die stärkste 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 männlicher 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-wöchiger 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 

Entzündungszellen und durch die Beteiligung von CTLA4 und IL-10 die Immunantwort des Wirtes 

supprimieren kann, aber keinen Effekt auf den Infektionserfolg hat. Demgegenüber besteht ein 

Zusammenhang zwischen der gesteigerten Anzahl an rekrutierten Entzündungszellen und IgG 

Antikörpern und dem Abtöten der Zerkarien in der Haut bei männlicher eingeschlechtlicher 

Vorinfektion. 
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5. Diskussion 

Die Schistosomiasis ist mit über 258 Millionen Infizierten eine der bedeutendsten Wurmparasitosen 

der Welt, mit zum Teil schwerwiegenden Komplikationen, wie Leberfibrose, portaler Hypertension und 

Ösophagusvarizenblutungen (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 Komplexität des 

Parasiten mit seinen unterschiedlichen Entwicklungsstadien im Endwirt, Unterschieden in der 

Immunogenität dieser Larvenstadien und Unterschieden zwischen männlichen und weiblichen 

Parasiten. Trotz Massenbehandlungen in den Endemiegebieten mit dem gut wirksamen 

Anthelmintikum Praziquantel konnte die Schistosomiasis bislang nicht eingedämmt werden 

(Matthews 2011; King 2009), da Praziquantel zwar eine Entwurmung herbeiführt aber nicht vor 

Neuinfektion schützt. Zudem kann sich der Zwischenwirt (Süßwasserschnecke) durch die 

Klimaerwärmung immer weiter ausbreiten. Im Jahr 2013 wurden die ersten Fälle der Übertragung von 

S. haematobium in Europa (Korsika, Frankreich) beschrieben (Boissier et al. 2016). Auch Strategien wie 

Vektorkontrollen (Schnecken), Umweltmodifikationen, Aufklärung und Verbesserung der 

Hygienestandards in den Endemiegebieten sind nur mäßig erfolgreich und zum Teil bürokratisches 

Wunschdenken bzw. massive Eingriffe in das Ökosystem (Mo et al. 2014; Chitsulo et al. 2000). Die 

Entwicklung eines Impfstoffes ist eine erfolgsversprechende Möglichkeit die Schistosomiasis 

einzudämmen. Hierfür benötigt es allerdings ein umfangreiches Verständnis von noch weitreichend 

unbekannten immunologischen Mechanismen der Wirt-Parasiten-Wechselwirkung. Aber nicht nur die 

Impfstoffentwicklung ist von großer Bedeutung, sondern auch die Entwicklung von Therapien. 

Insbesondere antifibrotische Therapien, sind notwendig, um schwere Krankheitsverläufe zu 

verhindern. Dabei ist das Mausmodell der Schistosoma mansoni Infektion unverzichtbar zur Aufklärung 

von immunologischen Abläufen während der Infektion und zur Entwicklung bzw. Testung 

schistosomizider Medikamente und Impfstoffe.  

In Studie I dieser Arbeit wurde ein Punktesystem entwickelt, welches speziell die Infektion-assoziierten 

Organveränderungen, 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 können, ist es häufig notwendig, beispielweise Wurmlasten und fibrotische 

Veränderungen in unterschiedlichen Tieren zu analysieren. Ziel der Entwicklung dieses Punktesystems 

war es daher, ein einfaches zur Quantifizierung der hepatischen Fibrose nutzbares Meßsystem zu 

etablieren, um künftig Versuchstiere einsparen zu können. Eine leichte Infektion mit 25, eine moderate 

Infektion mit 50 bzw. eine schwere Infektion mit 100 S. mansoni Zerkarien stellen etablierte 

Infektionsdosen dar, die für Versuche im Mausmodell verwendet werden (Dunne und Pearce 1999). 

Bei der experimentellen Schistosomiasis wird eine hohe Infektionsdosis gewählt, um charakteristische 
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Krankheitsbilder in kurzer Zeit herbeiführen zu können (Cheever 1969; Loebermann et al. 2009; 

Sombetzki et al. 2015). Jedoch wurden bei Autopsien im Menschen nur selten mehr als 5 Wurmpaare 

pro Kilogramm Körpergewicht gefunden (Warren 1966). Zur Verifizierung des Punktesystems wurde 

zudem eine zellbasierte Analyse des infektionsbedingten Hepatozytenschadens über einen Biosensor 

basierend auf HepG2 / C3A Hepatozyten durchgeführt (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) führte zu einer signifikanten Beeinträchtigung der Testzellen in Bezug auf Vitalität und 

Zellwachstum. Ein Grund hierfür könnten die unterschiedlichen Konzentrationen an Chemokinen und 

Zytokinen im Plasma der infizierten Tiere sein. Die makroskopische Bewertung der Leberschädigung 

über das entwickelte Punktesystem korrelierte in diesem Versuch mit den Aussagen des Biosensors, 

was von hervorzuhebender Bedeutung ist, da die S. mansoni induzierte Schädigung der Leber über 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 Beeinträchtigung von 

Zellfunktion und Lebensfähigkeit in HepG2/C3A Zellen beteiligt sind, da bei einer chronischen 

Schistosomiasis die Th1-Antwort durch die Th2-Zytokine unterdrückt wird (Herbert et al. 2004). 

Proinflammatorische Zytokine sind dafür bekannt, die Lebensfähigkeit 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, auslösen (Li et al. 2006; Nakai 

et al. 2008). Bisher wurde der Biosensor zur Bestimmung der Hepatotoxizität 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 Lebensfähigkeit von HepG2/C3A-Zellen beeinträchtigt. Erhöhte Werte zur 

Vitalität der Zellen konnten nur im Vergleich von überlebenden zu nicht überlebenden Patienten 

gemessen werden.  

Obwohl diese experimentellen Infektionsdosen nicht mit einer natürlichen Infektion des Menschen 

vergleichbar sind, bedeutet das makroskopische Bewertungssystem künftig eine Reduktion der 

Mauszahlen im Tierexperiment. Darüber hinaus wäre ein nächster denkbarer Schritt, den HepG2 / C3A-

Biosensor zur Beurteilung der humanen Schistosomiasis zu verwenden.  

In Studie II sollte untersucht werden, ob männliche oder weibliche S. mansoni im Rahmen einer 

eingeschlechtlichen Vorinfektion, den Verlauf einer beidgeschlechtlichen (natürlichen) Reinfektion 

beeinflussen (Koslowski et al. 2017). Es konnte gezeigt werden, dass mit weiblichen S. mansoni 
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Zerkarien vorinfizierte Mäuse 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 Körpergewicht, was auf einen milderen Krankheitsverlauf hindeutet. Im Gegensatz zu 

diesen Ergebnissen konnte in früheren Arbeiten unter Verwendung des Lungengranulommodells, kein 

Unterschied der Granulomgröße zwischen Mäusen, die einer früheren männlichen, 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 nötig ist, um einen Effekt auf das Krankheitsbild hervorzurufen.  

Übereinstimmend mit der verringerten Granulomgröße 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 Mäusen in einer früheren Studie 

führte zu einem Anstieg der Th1-regulierten Entzündung begleitet von nekrotischer Gewebezerstörung 

und höherer Mortalität (Brunet et al. 1997; Fallon et al. 2000). Dennoch wurde in unserer Studie keine 

erhöhte Th1-Antwort trotz verminderter Th2-Antwort gemessen. Die Expression von Arg1 in den 

Lebern aller infizierten Mäuse bestätigte zudem eine adäquate Th2-Antwort. Eine vergleichbar starke 

Reduktion der Th2-Antwort und somit der Expression der profibrotischen Zytokine IL-4 und IL-13 

konnte ebenfalls über die medikamentöse Hemmung der T-Zell-Proliferation über 24-nor-

Ursodeoxycholsäure gezeigt werden (Sombetzki et al. 2015). Zudem war in unserer Studie Retnla 

(resistin-like molecule alpha) ausschließlich in der Gruppe mit weiblicher Vorinfektion signifikant 

erniedrigt, im Vergleich zu allen weiteren infizierten Gruppen. Es ist bekannt, dass die Ablagerung von 

S. mansoni-Hämozoin-Pigment in den Mauslebern mit der Anwesenheit von Arg1-positiven 

Makrophagen assoziiert ist, denen insbesondere die Expression von Retnla fehlt (Truscott et al. 2013). 

Darüber hinaus sind während der Infektion mit S. mansoni Foxp3-positive Tregs Schlüsselregulatoren 

der Immunhomöostase. 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 erhöht in der Gruppe mit weiblicher 

Vorinfektion, während Foxp3 in allen infizierten Gruppen einheitlich exprimiert wurde. Wie schon in 

früheren Studien gezeigt werden konnte, führt die Blockade von CTLA4 während des akuten Stadiums 

der S. mansoni Infektion zu einer überschießenden Th2-Antwort. Wenn eine CTLA4-Blockade zu einer 

massiven Th2-Reaktion und gesteigerter Fibrosierung führt, könnte die verstärkte CTLA4-Expression 
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das Gegenteil bewirken und einen Erklärungsansatz für die reduzierte Fibrosierung in den weiblich 

vorinfizierten Mäusen liefern.  

In der Studie III sollte geklärt 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 beschränkt. 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 bekämpfen ( Riengrojpitak et al. 1998; Hogg et 

al. 2003). Mit Hilfe des „Air Pouch“-Modells ist es möglich, die Zellrekrutierung und die Produktion von 

Chemokinen (RANTES, Eotaxion, Macrophage Inflammatory Protein -1α/-1β, Monocyte 

Chemoattractant Protein 1, Chemokine Ligand 2 / 10) und Zytokinen (IFNγ, TNFα, IL-1β, IL-12p70, IL-4, 

IL-5, IL-13, IL-10) nach Injektion eines Entzündungsstimulus zu untersuchen und zu quantifizieren. Es 

konnte gezeigt werden, dass Weibchen und Wurmpaare im Gegensatz zu männlichen Würmern (bzw. 

ohne Vorinfektion) die angeborene Immunantwort in der Haut als Reaktion auf injizierte Zerkarien 

unterdrücken. Wobei die Vorinfektion mit Weibchen einen signifikant stärkeren 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 führen. Eine S. 

mansoni-Infektion löst einen anfänglichen Einstrom von Neutrophilen in die Haut aus, gefolgt von 

Eosinophilen, Makrophagen und dendritischen Zellen ( Incani und McLaren 1984; Hogg et al. 2003). 

Letzteres kann von infiltrierenden Monozyten abgelöst werden (Yang et al. 2014). Die Anzahl von T-

Zellen, B-Zellen, Gedächtnis-T-Zellen und Gedächtnis-B-Zellen wurde durch Vorinfektion mit 

männlichen oder weiblichen Schistosomen, Wurmpaaren bzw. ohne Vorinfektion nicht erhöht. Dies 

schließt aber eine mögliche Beteiligung dieser Zellen nicht unbedingt aus. Die durch die Parasiten 

ausgelöste Typ-IV-Hypersensitivitätsreaktion tritt typischerweise erst 48 h nach der Exposition 

gegenüber einem Antigen auf (Lichtenberg et al. 1976), daher ist es durchaus möglich, dass die 

Reaktions-/Rekrutierungszeit dieser Zellen in die „Air Pouch“ nicht ausreichend war, um eine adäquate 

T- oder B-Zell-Reaktion zu ermöglichen.  

Wie schon in Studie II zeigte sich auch in Studie III ein Anstieg der Expressionsraten von CTLA4 und 

zusätzlich von Il10 in den Milzen der Mäuse mit weiblicher Vorinfektion im Vergleich zu Mäusen mit 

männlicher Vorinfektion und nicht vorinfizierten Mäusen. Diese Ergebnisse könnten darauf hindeuten, 

dass Anergie-relevante Mechanismen zeitabhängig sind. Darüber hinaus konnte eine Expression von 

Il33 und seinem Rezeptor gezeigt werden, welcher als wirksamer Mediator der Immunsuppression bei 

infektiösen oder sterilen Entzündungen beschrieben wird  (Siede et al. 2016; Nascimento et al. 2017). 
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Die Induktion von Anergie durch S. mansoni-Würmer ist bereits bekannt (Smith et al. 2004). Die 

Neuwertigkeit dieser Studie liegt darin, dass vermutlich hauptsächlich der weibliche Wurm für dieses 

Phänomen verantwortlich ist. Die starke Induktion der CTLA4 und IL10 Expression in den Milzen der 

Mäuse, die mit Wurmpaaren vorinfiziert waren, ist höchstwahrscheinlich auf die bereits eingesetzte 

Ei-Ablage zurückzuführen. Beide Gene spielen eine Rolle bei der granulomatösen Hyporesponsivität 

(Walsh et al. 2007). Es ist bekannt, dass Parasiteneier die Expression von Anergie-assoziierten Genen 

induzieren.  

Neutrophile und eosinophile Granulozyten können Parasiten abtöten, indem sie Elastase und 

Wasserstoffperoxid produzieren (Freudenstein-Dan et al. 2003). Die starke Rekrutierung von Zellen 

der angeborenen Immunabwehr bei mit männlichen Zerkarien vorinfizierten Mäusen sollte demnach 

zu einer Verringerung der Parasiten- und Eilast führen. Um diese Hypothese zu prüfen, wurden Mäuse 

in einem zweistufigen Infektionsmodell mit männlichen, weiblichen oder männlichen und weiblichen 

Schistosomen vorinfiziert und nach 6 Wochen erneut beidgeschlechtlich infiziert (Reinfektion). Wie 

erwartet, wurden die niedrigsten Wurmzahlen und Parasiten-Eier in den Mäusen gemessen, die mit 

männlichen Zerkarien vorinfiziert waren. Obwohl die Mäuse ohne Vorinfektion eine vergleichbar 

starke dermale Immunantwort aufwiesen, wie die Mäuse mit männlicher Vorinfektion, kam es hier zu 

keiner Reduktion der Parasitenlast. Vermutlich liegt es an der fehlenden Möglichkeit protektive IgG1- 

und IgG2b-Antikörperreaktionen zu entwickeln oder vor der Infektion Makrophagen in die Haut zu 

rekrutieren. Dennoch hat die Reduktion der Parasitenlast durch männliche Vorinfektion nur eine 

begrenzte Wirkung auf die Leberfibrose und Granulomgröße. Die Verhältnisse von 

Leber/Körpergewicht und Milz/Körpergewicht waren vergleichbar in allen infizierten Gruppen. 

Obwohl im Gewebe eingeschlossene Eier als inflammatorische Stimuli wirken, sind die profibrotischen 

Interleukine-4 und -13 der Hauptantrieb für die Progression der Leberfibrose. Ab einem bestimmten 

Infektionsniveau (Eilast in der Leber) wird die Th2-vermittelte Fibrose hochreguliert und schreitet 

unabhängig von der Eilast fort (Cheever 1997). IL-4 und IL-13 bestimmen das Ausmaß der Fibrosierung 

(Barron und Wynn 2011). Eine alleinige Verringerung der Parasitenlast zur Behandlung von 

Leberschäden, insbesondere Leberfibrose, ist somit möglicherweise nicht ausreichend. 

Die hier präsentierten Daten und die Daten anderer zeigen, dass sich männliche und weibliche 

Schistosomen nicht nur morphologisch unterscheiden, sondern auch verschiedene immunologische 

Antworten im Endwirt auslösen (Moné und Boissier 2004). Da es eher selten zu eingeschlechtlichen 

Infektionen in der freien Natur kommt, ist dies, evolutionär gesehen, ein geschickter Schachzug, 

Aufgaben zwischen männlichen und weiblichen Würmern aufzuteilen. Das Ziel jedes Parasiten ist es, 

möglichst lange im Wirt zu überleben und sich zu reproduzieren. Auf der anderen Seite darf aber der 

Wirtsorganismus nicht zu sehr geschädigt werden, da der Parasit dann sein Habitat verliert. Die 
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Immunsuppression, vermittelt durch Helminthen, stellt einen Mechanismus dar, der bekanntermaßen 

nicht nur das Überleben von Parasiten erleichtert, sondern auch die Chronifizierung von 

Krankheitsverläufen fördert. Männliche Schistosomen schützen, ernähren und transportieren das Ei-

produzierende Weibchen. Sie werden zunächst, mehr oder minder, durch Mechanismen des 

angeborenen Immunsystems abgewehrt. Das Weibchen sorgt für eine Parasiten-freundliche 

Umgebung durch die Abschwächung der Immunabwehr und sichert somit das eigene Überleben und 

das des Wirtes.  

Auf der im März 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 möglicher 

zukünftiger Impfstoff leisten muss. Es werden daher in Zukunft Impfstoffentwicklungen gefördert, die 

mindestens eines der folgenden Ziele anvisieren: 1) ein prophylaktisch wirkender Impfstoff der eine 

präventive oder reduzierende Infektionsrate bewirkt und somit die Übertragung verringert oder/und 

den Wirt von Parasiten befreit, 2) ein Impfstoff der eine Neuansteckung verhindert oder abschwächt 

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

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

eine Kombination aus allen drei Eigenschaften (Mo et al. 2014). Angesichts der in dieser Arbeit 

zusammengefassten Daten wird deutlich, dass männliche und weibliche Würmer ein unterschiedliches 

Potential für die Impfstoffentwicklung mitbringen. Sollte es gelingen die immunmodulierenden 

Mechanismen der Würmer zu entschlüsseln, könnte dies Erfolge für alle 3 Ansätze bringen. 
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6. Zusammenfassung 

Die Infektion mit dem intravaskulären Trematoden Schistosoma spp. stellt mit über 258 Millionen 

Infizierten weltweit ein ernsthaftes Gesundheitsproblem dar, vor allem in den Entwicklungsländern. 

Während einer chronischen Schistosoma mansoni Infektion rufen komplexe Immunantworten auf die 

im Gewebe eingeschlossenen Parasiten-Eier eine granulomatöse Entzündung hervor, die zu 

ernsthaften Schäden in der Leber und im Darm führen. Eine anschließende fibrotische Narbenbildung 

und Deformierung/Sklerosierung der intrahepatischen Pfortadervenen führt zu portaler Hypertension, 

Aszites und Ösophagusvarizenblutungen. Das murine Modell der Schistosoma mansoni Infektion ist 

geeignet, die schweren hepatosplenalen Schädigungen der Erkrankung innerhalb einer angemessenen 

Zeit nachzuweisen. Das Ziel der Studie I war die Implementierung eines makroskopischen 

Bewertungssystems für Maus-Lebern zur Bestimmung infektionsbedingter Organveränderungen 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 können 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 unterdrücken, um ihr 

eigenes Überleben zu sichern, aber gleichzeitig den Wirt vor infektionsbedingten Organschädigungen 

der fehlgeleiteten Eier in der Leber zu schützen. Männliche und weibliche Würmer haben diesbezüglich 

offenbar unterschiedliche Aufgaben. Es ist bekannt, dass männliche Schistosomen, induzierten 

Immunabwehrmechanismen entgehen können und weibliche Würmer im Blutstrom tragen und 

ernähren. In Studie II und III konnte erstmals gezeigt werden, dass der weibliche Wurm nicht nur für 

die Ei-Produktion zuständig ist, sondern durch die Suppression des Immunsystems eine offenbar 

Parasiten-freundliche Umgebung schafft. Weibliche Schistosomen unterdrücken die Wirts-

Immunantwort gegen eindringende Zerkarien in der Haut und verstärken die Expression Anergie-

assoziierter Gene, wie beispielsweise CTLA4. Männliche Schistosomen dagegen lösen eine starke 

Immunreaktion aus, die letztendlich zu einer Verringerung der Wurm- und Eilast führt. Die Daten legen 

nahe, dass der weibliche Wurm ein vernachlässigter Faktor bei der Regulation der Immunantwort des 

Wirts ist und daher ein vielversprechendes Ziel für neue immunmodulatorische Therapien darstellt. 

Daher wird Bestandteil zukünftiger Arbeiten der Arbeitsgruppe die Aufklärung der 

immunmodulierenden Mechanismen der männlichen und weiblichen Würmer sein um neue Impfstoff- 

und Therapieansätze zu schaffen. 
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