Transkriptomanalyse verschiedener Entwicklungsstadien des
Pansenegels Calicophoron daubneyi in der Umwelt und im
Zwischenwirt sowie Erstellung eines Genomentwurfes

von Leah Renee Knopfle



Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Tierdrztlichen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen

Transkriptomanalyse verschiedener Entwicklungsstadien
des Pansenegels Calicophoron daubneyi in der Umwelt
und im Zwischenwirt sowie Erstellung eines
Genomentwurfes

von Leah Renee Knopfle

aus Amberg (Bayern)

Miinchen 2025






Aus dem Zentrum fur Klinische Tiermedizin
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Lehrstuhl fiir Experimentelle Parasitologie

Arbeit angefertigt unter der Leitung von:

Univ.-Prof. Dr. Markus Meissner

Mitbetreuung durch: Univ.-Prof. Dr. Gabriela Knubben-Schweizer






Gedruckt mit Genehmigung der Tierédrztlichen Fakultét

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D.

Berichterstatter:  Univ.-Prof. Dr. Markus Meissner

Korreferent/en:  Prof. Dr. Elisabeth G. Kemter

Tag der Promotion: 26. Juli 2025






Meiner Familie






Inhaltsverzeichnis IX

INHALTSVERZEICHNIS

L. EINLEITUNG ..cucivviinuinreisinsanssensessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 1
II. LITERATURUBERSICHT 3
1. C. daubneyi und die Paramphistomidose in Europa 3
1.1. Epidemiologie in EUropa.........cccoeecuviieiiiiieieeeee et 4
1.2. LebenSZYKIUS ......coouiieeiiieceeee e 5
1.3. ZWISCRENWITTE ...ttt et 6
1.4. Pravalenzen in BUropa.......c.cocveeiieiieeiieiie e 7
1.5. Pathogenese und klinisches Bild der Paramphistomidose .................... 8
1.6. DIAGNOSLIK ...ttt 9
1.7. Therapie und Bekdmpfung der Paramphistomidose .............cccecueeeeee. 10
2. Genomik 11
2.1. Einfliihrung in die Genomik..........c.ccooeeriiriinieniniinieceeeeeeeees 11
2.2. Technologien und Methoden der DNA-Sequenzierung...................... 12
2.2.1. [Mlumina Sequencing by Synthesis ..........ccocceeriieiieniiiiieiieeceeeee, 12
2.2.2. Oxford Nanopore SEqUENCING..........cccveeveerieerieeniienieerieeneeereeseneenens 14
2.3. Uberblick iiber die aktuelle Forschungslage der Egelgenomik........... 16
3. Transkriptomik ......coeeeeniicisiinisinnisncnnnencnsnncnsnncsssnncssseecssssessssnenes 18
3.1. Die Ribonukleinsdure und das Transkriptom............ccccceeviieriiennennen. 18
3.2. Einfiihrung in die Transkriptomik..........cccooeeiiiiininiiniic, 20
3.3. Technologien und Methoden der Transkriptomik..........ccccceveenienen. 21
3.3.1. RINA-SEQ ettt 21
3.3.2. Bioinformatische Analysen..........cocccocevviriiniininiiniiinencccens 23
3.4. Uberblick iiber die aktuelle Forschungslage der Egeltranskriptomik .24
I11. MATERIAL UND METHODEN .......couinicrnsecsnnssenseecsaccsessaecsanens 29
1. Gewinnung der C. daubneyi Probenmaterialien 29
1.1. Examination infizierter Rinder und Sammlung adulter Pansenegel ...29
1.2. Eiausscheidung adulter Pansenegel............ccoceevevvieniiiiniiniencnienenn, 30
1.2.1. Gruppe Eier TO: Unentwickelte Eier..........ccoceeveriiniiiiniiniiniiicnen, 31
1.2.2. Gruppe Eier T7: Eier zu Beginn der Entwicklung ............ccccccooeeee. 31
1.2.3. Gruppe Eier T14: Vollstandig embryonierte Eier..........cccccoeeeennennen. 32
1.3. Produktion von C. daubneyi Mirazidien und Infektion von G.



Inhaltsverzeichnis X

1.4.

1.4.1.
1.4.2.

L.5.

1.5.1.
1.5.2.
1.5.3.
1.5.4.
1.5.5.

2.1.

2.1.1.

2.2.

3.1.

3.1.1.

3.2.

3.2.1.
3.2.2.

3.3.

3.3.1.
3.3.2.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

FPURCAIULAL ...t 33
Schneckensektion ...........ocveiiiriiiieriieeeeeee e 33
Gewinnung von C. daubneyi Redien............cccccoeeveviieiienciienieecieenen. 33
Gewinnung von C. daubneyi Zerkarien ..........cccceeevveevceeeecreeeecveeennnenn. 34

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Bestitigung der Spezies C.

AAUDTCYT ...ttt ettt ettt s aaeebeesnaeensees 34
DINA-EXITaKEION ...ttt 34
PIIMET . 35
Positiv- und Negativkontrolle ...........cccceeeeieeniiieniieeeecee e 35
Temperatur-ProtoKoll............oocvieeiiiieieeceeeeeee e 35
EleKtrOphOreSe. ... .eeviieiiieiieeie ettt 35

DNA-Extraktion, Vorarbeiten und Durchfiihrung der DNA-

SCQUENZICIUNG...ccorueersrensenssaensnnsssesssnessaesssnssssssssasssssssasssssssssasssasssasses 36
DNA-EXTraKtion .......eeeviieeiiieciieeeie et 36
Bestimmung von Quantitit und Qualitit der DNA ...........ccoeevrennnnne. 37
DNA-Sequenzierung: Oxford Nanopore Sequencing........................ 37

RNA-Extraktion, Vorarbeiten und Durchfiihrung der RNA-

SCQUENZICIUNG...ccovueerrrensenssaensnnsssesssnsssanssanssssssssasssssssasssssssssasssasssases 38
RINA-EXTraKtIon ....cocueeiiiiiiiiiiiieceeeeee e 38
Ermittlung von RNA Quantitit und Qualitit mittels 4150 TapeStation

............................................................................................................. 39
Ermittlung von RNA Quantitit und Qualitét mittels 2100 Bioanalyzer

............................................................................................................. 39
Erstellung der RNA-Seq-Bibliotheken ...........cccooveviiniiiiniiiiiieee. 40
Qualitédtskontrolle der RNA-Seq-Bibliotheken ..........cc.ccceevinininnii, 40
Library-Pooling und Finalisierung..........cc.ccoceevervinieneniiniencniennens 40
RNA-Sequenzierung: [llumina Sequencing by Synthesis................... 40
Datenprozessierung und Qualitdtskontrolle ..........c.ccceevevviviiiniieennnnn. 41
TIIMIMING . c..eeeiieeit ettt ettt ettt e s eaeebeesaaeenseesnaeenseas 41
Genomanalyse: Bioinformatische Auswertung 41
Read-ASSEmDIY .....c.ooiiiiiieiiieceeee e 41
Assembly StatiStIKeN ........cccuvieriiiieriieeciee e 42
SCatfOlAING ....eeeeeieiieeieeee e 42

Kontaminationsiberprifung...........cceeveeeieerieiiienieeieeee e 42



Inhaltsverzeichnis XI

4.5.

5.1.
5.2.
5.3.
5.3.1.
53.2.
5.3.3.
5.3.4.
5.4.
5.5.

IV.

1.1.
1.2.
1.3.

1.4.

L.5.

1.5.1.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

2.1.
2.2.

Vergleich von deutschem und nordirischem Genom mittels Dotplots

............................................................................................................. 43
Transkriptomanalyse: Bioinformatische Auswertung .................. 43
Zuordnung (Mapping) der RNA-Seq Daten zum Genom................... 43
De-Novo-Assembly des Transkriptoms..........ccceeeevveeecieeeecieeesveeennnenn. 43
Differenzielle GENneXpPresSion........ccuierveerieerieeeiienieerieeneeereeseeeveeens 44
Visualisierung: MA-Plots und Vulcano-Plots...........c.ccccoeevieninennnnne. 44
Darstellung der differenziellen Genexpression im IGV-Browser.......44
Visualisierung: Heat-Maps..........ccccuvieviieeriieeiiee e 45
SubCIUSLEr-ANALYSE....c..eoviriiiiiiiiriieeeeetce e 45
Funktionelle ANNOtation............cceevuerierieniiniienieieeecee e 45
GO-Enrichment ANalySe.........cccvevvvieiieriieiiieeieeieeeeeeiee e 46
ERGEBNISSE ....ucouiiiiiiiicnisensnecsnnsesssesssnssesssessssssessssssssssesssssssssns 47
Ergebnisse der Vorarbeiten 47
Eigewinnung aus adulten Pansenegeln ...........cccocceeviiiinniiiicenennnen. 47
Begutachtung der Kontrollgruppen..........cccceeveiieniiiiieniieieieeen, 47
Sammlung der verschiedenen Entwicklungsstadien C. daubneyis im

ZWISCRENWITT ....eeiiiiiiieiiiieite et e 49
Speziesidentifikation mittels PCR...........ccccoooiiiiiniiinieees 49
Vorarbeiten zur GENOmManalyse.........cccueecueerieriiienieeiienie e 50

Nanodrop-Messungen zur Bestimmung von Quantitit und Qualitit der
extrahierten DINA ..o 50
Vorarbeiten zur Transkriptomanalyse.........cccccoceeverierenieniieneenennen, 51
Automatisierte Elektrophorese zur Bestimmung von Quantitét und
Qualitdt der extrahierten RNA ..o 51
2100 Bioanalyzer Kontrollmessung, Erstellung der RNA-Seq Library

und RNA-SeqUeNZierung ............ccecveruieeiiienieeiiieniieeieesee e 53
GeNOMANALYSC...cuueeiirseiiirsricssnricsssnicsssnncsssnesssssesssssesssssessassesssssssssnsses 56
Genomassemblierung und StatiStiK..........ccceeveveeniieeniieenie e, 56

Visueller Vergleich von deutschem und nordirischem Genomentwurf

Transkriptomanalyse.........eieieeinecnsennnensenseensnecsseecssenssnessseessnes 60

Differenzielle Genexpressionsanalyse ..........ccccveeecvveeecieeeniieeeniieeennnenn. 60



Inhaltsverzeichnis XII

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.1.5.

3.2.

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.

V.

1.

3.1.

3.1.1.
3.1.2.

3.2.

4.1.

4.2.

4.2.1.

Vergleich der differenziellen Genexpression mittels MA-Plots ......... 61

Vergleich der differenziellen Genexpression mittels Volcano-Plots ..64

Darstellung der unterschiedlichen Transkriptlevel in IGV ................. 67
HEA-MAPS ...ttt et e e 70
SUbCIUSIET-ANALYSE.....eeeciiieciiieciee et 72
Funktionelle Annotation und GO-Enrichment Analyse...................... 74
GO-Enrichment: Gruppe Eier TO und Eier T7........cccooevvviieiiennnnnen. 77
GO-Enrichment: Gruppe Eier T14........cccooviiiiiiiiiieieeeeeee e 78
GO-Enrichment: Eier gesamt..........ccccccveeeeiieeniieeeieeeiee e 79
GO-Enrichment: Redien.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e, 80
GO-Enrichment: Zerkarien ...........ccooeeveeienienenienieieeeeeeseeeee s 82
DISKUSSION .uccovuiiruinsensessnisssnssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssss 83
Einleitung 83

Einordnung des deutschen Genomentwurfes C. daubneyis in die

A0 41 B0 19 TR B US) o7 111 ) 85

Auswahl der Parasitenstadien fiir die vergleichende

Transkriptomanalyse und Gewinnung des parasitiren

Probenmaterials ........eoeeeeineeisinssnenseinsninsnnnnneinneinneineieneinene 88
Relevanz und Auswahl der untersuchten Parasitenstadien ................. 88
Eistadien reprisentieren die Entwicklung in der Umwelt................... 89
Redien und Zerkarien reprisentieren Stadien im Zwischenwirt ......... 90
Besondere Hitzelabilitit von C. daubnyei-RNA ..........ccocevvveevveannenn. 91

Riickschliisse auf die Entwicklung und das Verhaltens C.
daubneyis in der Umwelt und im Zwischenwirt auf Basis der

Transkriptomanalyse..........coeiieiineiiseicseinsensennseensennssecseccssecsans 93

Einordnung der differenziellen Genexpression von
Entwicklungsstadien C. daubneyis im Zwischenwirt und in der
Umwelt in den GesamtzykIus ........cccocceeeviieniiiiiiniieieieceeeeee 93
Die Bedeutung des GO-Enrichment einzelner Subcluster in
Zusammenhang mit den untersuchten Entwicklungsstadien fiir den
Lebenszyklus und das Verhalten C. daubneyis............ccccccuvevuvenenennnen. 95
Entwicklung frisch ausgeschiedener und friih entwickelter Eier in der

UINWELL e e et e e e e e e e e e e aaeeeeeaaee 95



Inhaltsverzeichnis XIIT

4.2.2.

4.2.3.
4.2.4.

4.2.5.

S.

VI

VIIL

VIII.

IX.

Die Entwicklung vollstdndig embryonierter Eier hin zum Mirazidium
1N der UmMWelt.....oooooiiiiiiiiiiieieiee e 97
Eigenschaften aller Eistadien ...........ccooeeiinieniniinieniiienieceieens 99

Entwicklung und Verhalten von Redien im Schnecken-Zwischenwirt

........................................................................................................... 100
Stoffwechselverhalten von Zerkarien...........ccocoecevieneiieniencenennene 101
Fazit und AUSDIICK .....uiieveiiiivniiiiniisieiinsnicssnnicssnnicsssnsssssnsssssessnnnes 103
ZUSAMMENFASSUNG 105
SUMMARY 107
LITERATURVERZEICHNIS 109
ANHANG 135
Abbildungsverzeichnis ...135
TabellenverzeiChnis ......oeiccveeeiiercisericsnncssnncssnnncssnnecssseccsseccsnnnes 138
Abbildungen des Anhangs 139
Digitales Zusatzmaterial 141

DANKSAGUNG ...uueeireerrnnsnensnesssecssnscssnssssesssesssssssasssssssssssssssssassss 143







Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aa

Abb.
ATP
bzw.

BP
bp(s)

CC

°C

ca.
cDNA
cm
Cox

d. h.
DNA
dsDNA
EpG

FDR
FEC
FPKM

hrs
i.d.R.
IGV
kb

aminoacids (Aminoséduren)

Abbildung

Adenosintriphosphat

beziehungsweise

Biological Process (Biologischer Prozess)
Basenpaar(e)

Calicophoron

Cellular Component (Zellkomponente)

Grad Celsius

circa

complementary DNA (komplementire DNA)
Zentimeter

Cytochrom-c-Oxidase

das heift

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
doppelstringige (doublestranded) Desoxyribonukleinséure
Eizahl pro Gramm Kot

Fasciola

False Discovery Rate (Falscherkennungsrate)
Fecal Egg Count (Anzahl der Eier im Kot)
Fragment Per Kilobase Million (Einheit)
Gigabyte

Guanin und Cytosin (Basen)

gegebenenfalls

Gene Ontology

hour (Stunde)

Hochdurchsatztechnik zur Erfassung der
Chromosomenkonformation

hours (Stunden)

in der Regel

Integrative Genomic Viewer

Kilobase(n)

Kilogramm

XV



Abkiirzungsverzeichnis XVI

LMU
IncRNA

logFC
log2
Mb

MF

mg

min
miRNA

ml

mRNA

NaCl
NaClO
NaOH
ncRNA

NEJ
NGS

ng
nm

nt

ONT

PBS
PCR

pg
pH-Wert

Ludwig-Maximilians-Universitit

long non-coding ribonucleic acid (lange nicht-kodierende
Ribonukleinsédure)

log Fold Change

Logarithmus zur Basis 2

Megabasen

Molecular Function (Molekulare Funktion)

Milligramm

Minute(n)

micro ribonucleic acid (Mikro-Ribonukleinsédure)
Milliliter

Millimeter

messenger ribonculeic acid (Boten-Ribonukleinséure)
Platzhalter fiir ,,Anzahl*

Natriumchlorid

Natriumhypochlorit

Natriumhydroxid

non-coding ribonucleic acid (nicht-kodierende
Ribonukleinséure)

Newly Excysted Juvenile (frisch ausgeschliipfte Jungegel)
Next Generation Sequencing (Sequenzierung der néchsten
Generation)

Nanogramm

Nanometer

Nukleotid(e)

Oxford Nanopore Technologies

Signifikanzwert

Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Pikogramm

MaB fiir den sauren oder basischen Charakter einer wéssrigen
Losung

post infectionem (nach der Infektion)



Abkiirzungsverzeichnis XVII

pmol
RINe
RNA
RNA-Seq
RPKM
rRNA
rpm
SAGE

siRNA

snoRNA

ssDNA
Tab.
TPM
tRNA
u. a.
UV-Licht
Vs.

X

z. B.

pl

um

K

%

2

®

N ANV E

v

Pikomol

RNA-Integrity-Number (RNA-Integritits-Nummer)
ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

Ribonucleic acid Sequencing (Ribonukleinsdure-Sequenzierung)
Read Per Kilobase Million (Einheit)

ribosomal ribonucleic acid (ribosomale Ribonukleinsdure)
rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

Serial Analysis of Gene Expression (Serielle Analyse der
Genexpression)

small interfering ribonucleic acid (kleine eingreifende
Ribonukleinséure)

small nucleolar ribonucleic acid (kleine nukleoldre
Ribonukleinséure)

single stranded DNA (einstringige DNA)

Tabelle

Transcripts Per Million (Einheit)

transfer ribonucleic acid (Transfer-Ribonukleinsédure)
unter anderem

Ultraviolettes Licht

versus

mal

zum Beispiel

Mikroliter

Mikrometer

Lambda, Symbol fiir Wellenlidnge

Prozent

Durchschnitt

Registered Trademark Symbol (Symbol fiir eingetragene
Marken)

Trademark Symbol

mehr/grofler als

weniger/kleiner als

kleiner gleich

grofler gleich






L. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Die Paramphistomidose ist eine weltweit verbreitete Parasitose, welche durch einen
Befall mit Pansenegeln verursacht wird. Endwirte sind hauptsédchlich Rinder,
Schafe, Ziegen und Wildwiederkduer (Deplazes et al., 2020). Urspriinglich auf die
Subtropen und Tropen beschriankt, haben sich Pansenegel in den letzten
Jahrzehnten zunehmend bis in gemifBigte Klimazonen ausgebreitet (Huson et al.,
2017). Viele europdische Liander berichteten von einem signifikanten Anstieg
sowohl der Prévalenz, als auch der Schwere von Pansenegelinfektionen (Atcheson
et al., 2020; Bastyrova Brutovska et al., 2023; Busin et al., 2023; Dinnik, 1962;
Mage et al., 2002; Zintl et al., 2014). Infolgedessen wird die Paramphistomidose
mittlerweile auch in Europa als sich ausbreitende Parasitose angesehen (Huson et
al., 2017). Lange wurde angenommen, dass Paramphistomum cervi die
vorherrschende Pansenegelspezies in Europa sei (Gordon et al., 2013). Etliche
Untersuchungen haben aber gezeigt, dass mittlerweile Calicophoron daubneyi die
dominierende Pansenegelspezies ist — auch in Deutschland (Alstedt et al., 2022;
Bosco et al., 2021; Busin et al., 2023; Cervena et al., 2022; Forstmaier et al., 2021;
Hecker et al., 2024).

C. daubneyi teilt sich seinen Zwischenwirt, die Zwergschlammschnecke Galba
truncatula, mit dem weit verbreiteten gro3en Leberegel Fasciola hepatica. Damit
C. daubneyi seinen komplexen Lebenszyklus vollenden kann, ist das
Vorhandensein des Zwischenwirts obligatorisch. Unembryonierte Parasiteneier, die
mit dem Kot des Endwirts in die Umwelt ausgeschieden werden, entwickeln sich
binnen weniger Wochen zu schlupfreifen Mirazidien (Deplazes et al., 2020; Sey,
1977). Diese dringen in den Zwischenwirt ein und pflanzen sich dort asexuell von
Sporozysten iliber Redien zu Prozerkarien fort. SchlieBlich treten freischwimmende,
reife Zerkarien aus der Schnecke aus und enzystieren an umliegenden Pflanzen zu
infektiosen Metazerkarien, welche letztendlich vom Saugetierwirt mit dem Futter

oder Trinkwasser aufgenommen werden (Dinnik, 1962; Kumar, 1999; Sey, 1977).

Das klinische Bild der Paramphistomidose wird hauptsichlich durch eine schwere
Diinndarminfektion mit juvenilen Parasitenstadien verursacht (Deplazes et al.,
2020; Fuertes et al., 2015). Durchfall, Anorexie, Dehydratation, Schwiche bis hin

zu Todesfallen wurden als mogliche Folgen beschrieben (Devos et al., 2013; Foster
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et al., 2008; Mason et al., 2012; Millar et al., 2017; O'Shaughnessy et al., 2018).
Die Behandlungsmoglichkeiten der Paramphistomidose sind sehr begrenzt, da
zurzeit der Wirkstoff Oxyclozanid das einzig wirksame Anthelminthikum ist (Arias

etal., 2013; Huson et al., 2021a).

,,Omic“-Datensédtze haben bereits Studien zu anderen Trematoden erheblich
vorangetrieben und vergleichende Analysen zwischen verschiedenen Arten und
Lebenszyklusstadien ermoglicht. Grundlegendes, molekularbiologisches Wissen
iiber C. daubneyi ist, insbesondere im Vergleich zu anderen Parasiten wie F.
hepatica, dahingegen bisher noch kaum vorhanden. Vergangene ,,Omic“-Studien
zu C. daubneyi legten zwar bereits einen wichtigen Grundstein, konzentrierten sich
jedoch ausschlieBlich auf die Entwicklungsstadien im Sdugetierendwirt (Huson et

al., 2021b; Huson et al., 2018).

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der erstmaligen Durchfithrung einer vergleichenden
Transkriptomanalyse von Umwelt- und Zwischenwirtsstadien C. daubneyis.
Berticksichtigt wurden sowohl Eier in drei unterschiedlichen Entwicklungsstufen,
wie sie in der Umwelt zu finden sind, als auch Redien und Zerkarien aus dem
Zwischenwirt. Dartliber hinaus wurde im Rahmen dieses Projektes erstmalig die
DNA von adulten C. daubneyi Exemplaren aus Deutschland sequenziert und daraus
ein erster Genomentwurf erstellt. Diese Bemiihungen konnten letztendlich dazu
beitragen, die vorhandene Wissensliicke mit ,,Omic“-Datensidtzen weiter zu
schlieBen und langfristig ein tieferes Verstdndnis des Parasiten und dessen
Entwicklungsstadien auflerhalb des Endwirts zu erlangen. Dadurch konnten
mittelfristig beispielsweise neuartige Strategien zur Parasitenbekdmpfung
erarbeitet werden, welche schon vor einem Ausbruch der Paramphistomidose

ansetzen und auf Umwelt- und Zwischenwirtebene beginnen.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. C. daubneyi und die Paramphistomidose in Europa

Die Paramphistomidose kommt weltweit bei Wiederkduern, sowie vereinzelt bei
Neuweltkameliden vor und wird durch einen Befall mit Pansenegeln verursacht
(Deplazes et al., 2020; Millar et al., 2017; O’Toole et al., 2014). Der Parasit ist ein
Plattwurm (Stamm Platyhelminthes) und gehort der Klasse der Saugwiirmer
(Trematoda), genauer der Unterklasse der Egel (Digenea) an, deren Spezies
wihrend ihrer Entwicklung einen obligatorischen Wirtswechsel durchlaufen.
Pansenegel zeichnen sich durch einen konischen Kdrper mit zwei Saugnépfen aus,
mit welchen die adulten Stadien an der Pansenschleimhaut des Endwirts anhaften

konnen (Deplazes et al., 2020).

Urspriinglich nur in den Subtropen und Tropen vorkommend, breitet sich die
Paramphistomidose seit einigen Jahren auch in geméBigteren Klimazonen aus und
gewinnt dort zunehmend an Bedeutung (Dinnik, 1962; Huson et al., 2017). Lange
nahm man an, dass P. cervi die vorherrschende Pansenegelspezies in Europa sei
(Gordon et al., 2013). Zahlreiche Studien der letzten Jahren zeigten aber mit Hilfe
molekularer Sequenzierungsmethoden auf, dass aktuell C. daubneyi die Dominanz
iibernommen hat — auch in Deutschland (Alstedt et al., 2022; Bastyrova Brutovska
et al., 2023; Bosco et al., 2021; Busin et al., 2023; Cervena et al., 2022; Forstmaier
et al., 2021; Garcia-Dios et al., 2024; Hecker et al., 2024). Daneben wird auch
Paramphistomum leydeni, wenn auch deutlich seltener, identifiziert (Forstmaier et

al., 2021; Hecker et al., 2024; Morariu et al., 2023; Wiedermann et al., 2021).

Als weitere Pansenegelspezies sind u. a. Paramphistomum ichikwai, Calicophoron
microbothrium und Calicophoron calicophorum zu nennen, welche aber
hauptsichlich auBlerhalb Europas in tropischen Regionen zu finden sind und in
gemiBigteren Klimazonen bisher eine untergeordnete Rolle spielen (Deplazes et

al., 2020; Lotfy et al., 2010; Rolfe et al., 1991).

In dieser Arbeit wird der Fokus hauptsichlich auf C. daubneyi gelegt.
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1.1. Epidemiologie in Europa

Erstmals identifiziert und beschrieben wurde C. daubneyi (Syn. Paramphistomum
daubneyi) in den 1950er Jahren im ostafrikanischen Kenia bei einem Kalb (Dinnik,
1962). Mogliche Griinde fiir die zunehmende Ausbreitung dieser Spezies bis nach
(West-) Europa werden diskutiert, sind aber noch nicht abschlieBend geklart. Der
fortschreitende Klimawandel mit milderen Wintern, hoéheren pldtzlichen
Niederschlagsmengen und einer steigenden Anzahl an Gesamtsonnenstunden,
scheint die Bedingungen fir den Zwischenwirt C. daubneyis, die
Zwergschlammschnecke G. truncatula, zu verbessern und somit seine Ausbreitung
zu fordern (Jones et al., 2017a; Skuce et al., 2013). C. daubneyi Populationen zeigen
eine hohe genetische Diversitdt, wodurch insbesondere freilebende Stadien und
Stadien im Zwischenwirt Vorteile bei der Anpassung an verdnderte

Umwelteinfliisse und wechselndes Tiermanagement haben konnten (Sargison et al.,

2019).

Auch der weit verbreitete gro3e Leberegel F. hepatica ist auf G. truncatula fir die
Vollendung seines Entwicklungszyklus angewiesen und Doppelinfektionen mit
Leber- und Pansenegeln, sowohl des Zwischen-, als auch des Endwirts sind moglich
(Augot et al., 1996; Jones et al., 2017a; Rondelaud et al., 2004). Mancherorts
iibersteigt das Pansenegelvorkommen sogar mittlerweile das des groflen Leberegels
(Busin et al., 2023; Rondelaud et al., 2022). Die selektive Bekdmpfung der
Fasciolose und das gleichzeitige Fehlen effektiver Behandlungsmdglichkeiten der
Paramphistomidose konnten eine Nische fiir den Pansenegel freimachen und seine
Ausbreitung dadurch ebenfalls begiinstigen (Mage et al., 2002; O'Shaughnessy et
al., 2018). Eine der aktuellsten Studie zeigte beispielsweise, dass die Eier C.
daubneyis in einem grofleren pH-Bereich und gegeniiber NaClO sogar

widerstandsfahiger sind, als die Eier von F. hepatica (Clancy et al., 2025).

Dariiber hinaus liegt ein Zusammenhang zwischen den Haltungsbedingungen der
Endwirte und der Gefahr einer Pansenegelinfektion vor. So besteht eine hohere
Infektionswahrscheinlichkeit fiir weidende Rinder oder solche, die mit frischem
Gras gefiittert werden, sowie fiir Tiere, die nach 6kologischen Standards gehalten

werden (Forstmaier et al., 2021).
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1.2. Lebenszyklus

Damit C. daubneyi seinen heteroxenen Lebenszyklus schliefen kann, ist neben dem
Endwirt das Vorhandensein eines geeigneten Zwischenwirts obligatorisch.
Dazwischen laufen Entwicklungsphasen in der Umwelt ab. Domestizierte
Wiederkauer, wie Rinder, Schafe, Ziegen und Biiffel, sowie Wildwiederkduer und
Neuweltkameliden kommen als Endwirt infrage (Deplazes et al., 2020; Millar et
al., 2017). Die Zwergschlammschnecke G. truncatula aus der Familie der
Lymnaeidae stellt den Haupt-Zwischenwirt C. daubneyis dar (Abrous et al., 2000;
Iglesias-Pifieiro et al., 2016).

Die ovalen, farblosen, unembryonierten Eier C. daubneyis werden durch den
infizierten Endwirt mit dem Kot in die Umwelt ausgeschieden. Unter bevorzugten
Bedingungen, mit ausreichend Feuchtigkeit und einer Temperatur von 15 bis 25 °C,
entwickelt sich im Parasitenei nach wiederholten Zellteilungen ein Embryo,
welcher innerhalb drei Wochen zum Mirazidium, der Flimmerlarve, ausreift
(Deplazes et al., 2020; Sey, 1977). Die Mirazidien schliipfen, ausgelost durch
Lichtreize, aus ihrer Eihiille, schwimmen zu einer geeigneten
Zwischenwirtsschnecke und dringen in diese mit bohrenden Bewegungen ein

(Kumar, 1999).

Im Zwischenwirt findet anschlieBend die Weiterentwicklung und ungeschlechtliche
Vermehrung des Parasiten statt (Fenemore et al., 2021): Nach der Penetration in die
Schnecke entwickeln sich die Mirazidien durch Verlust einiger innerer Strukturen
und ihrer bewimperten Epidermisplatten zu ovalen Sporozysten weiter. Diese
wachsen in den darauffolgenden acht bis zehn Tagen bis auf das 10-fache ihrer
urspriinglichen Grofle an (Sey, 1977). Sporozysten beherbergen Keimballen,
welche sich ungeschlechtlich zu Redien der ersten (etwa an Tag 14 p. 1.) und
zweiten Generation (ab Tag 28 p. i.) differenzieren (Abrous et al., 1996; Kumar,
1999). Die Redien treten aus der Elternsporozyste aus und nehmen selbst an Grof3e
zu, bis sich die Keimlinge in ithnen zu Prozerkarien (unreifen Zerkarien) entwickeln.
Auch die ersten Prozerkarien verlassen nach etwa 35 Tagen p. i. wiederum ihre
Elternredie und setzen ihre Differenzierung bis zur reifen Zerkarie fort (Dinnik,
1962; Sey, 1977). Die Zerkarien werden schlieBlich etwa 42 Tage nach Infektion
aus der Zwischenwirtsschnecke ausgeschiittet (Dinnik, 1962; Kumar, 1999). Sie
schwimmen an umliegende Pflanzen heran und enzystieren durch Schwanzabwurf

und Einkapselung an ihnen zu runden Metazerkarien. Metazerkarien haben einen
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Durchmesser von 200 bis 250 um und stellen das infektiose Stadium fiir den
Endwirt dar. Sie bleiben bei ausreichender Feuchtigkeit bis zu fiinf Monate lang in
der Umgebung infektids, gehen aber bei Trockenheit schnell zugrunde (Deplazes et

al., 2020).

Die Infektion des Endwirts erfolgt oral mit der Aufnahme von Metazerkarien mit
dem Futter oder Trinkwasser (Kahl et al., 2021). Diese exzystieren im Diinndarm
und reifen fiir etwa zwei Monate im Duodenum zu Jungegeln heran, ehe sie
retrograd iiber die Vormigen bis in den Pansen abwandern und sich dort an den
Pansenzotten anhaften (Fuertes et al., 2015; Kumar, 1999). Adulte Pansenegel sind
ausgereift etwa 3 bis 12 mm lang, birnenféormig und rosafarben (Deplazes et al.,
2020). Sie pflanzen sich im Pansen geschlechtlich fort und legen ihre Eier direkt in
den Vormagen ab. Die Eier werden schlussendlich nach einer Pripatenzzeit von
etwa drei Monaten (Rind, Schaf) iiber die Ingesta und den Magendarmtrakt wieder
in die Umwelt ausgeschieden (Deplazes et al., 2020; Fenemore et al., 2021; Wenzel

et al., 2025).

1.3. Zwischenwirte

Zu den typischen Habitaten der Zwergschlammschnecke G. truncatula (Abb. 1),
welche ebenso den Haupt-Zwischenwirt des groflen Leberegels F. hepatica
darstellt, gehoren verschiedene SiiBwasservorkommen wie z. B. langsam flieBende
Biche, Quellen, Moore und Drainagegriaben (Abrous et al., 1999c; Augot et al.,
1996; Rondelaud et al., 2016; Schweizer et al., 2007). In Deutschland, Spanien und
Grofbritannien wurden bisher keine weiteren Zwischenwirtarten C. daubneyis
identifiziert (Iglesias-Pifieiro et al., 2016; Jones et al., 2015; Kiichler, 2021;
Martinez-Ibeas et al., 2013).

In Frankreich findet die Schlammschneckenart Omphiscola glabra als moglicher
Zwischenwirt C. daubneyis Erwdahnung (Abrous et al., 2000; Dreyfuss et al., 2014).
Allerdings wird G. truncatula gegeniiber O. glabra als Zwischenwirt bevorzugt,

wenn beide Schnecken im selben Habitat leben (Abrous et al., 1999c¢).

Auch Pseudosuccinea columella wird als moglicher Zwischenwirt beschrieben, der
allerdings eine altersabhingige Resistenz gegen eine C. daubneyi Infektion zu

haben scheint (Dar et al., 2015).



II. Literaturiibersicht 7

Abbildung 1: Schneckengehiuse von G. truncatula

Natiirliche Koinfektionen von G. truncatula mit C. daubneyi und F. hepatica
werden schon seit den 1990er Jahren beobachtet (Rondelaud et al., 2004). Beide
Parasiten sind hiufig in denselben Gebieten oder Habitaten vorzufinden, trotzdem
sind Doppelinfektionen des Zwischenwirts verhéltnisméBig selten (Abrous et al.,

2000; Jones et al., 2017b; Jones et al., 2015).

Bei experimentellen Infektionsstudien konnten unterschiedliche Reaktionen der
Parasiten auf Temperaturschwankungen im Habitat (niedrigere Temperaturen
begiinstigen C. daubneyi, konstante, wiarmere Temperaturen F. hepatica) und die
Gehédusegrofle der Schnecken (eine zunehmende Grole erhohte die
Infektionswahrscheinlichkeit mit F. hepatica, eine abnehmende Grofe die mit C.
daubneyi) festgestellt werden (Abrous et al., 1999a; Abrous et al., 1999b; Iglesias-
Pifieiro et al.,, 2016). Kommt eine Doppelinfektion tatsdchlich zustande,
beeinflussen sich die beiden Parasiten gegenseitig negativ in ihrer Entwicklung,
wihrend immer eine der Spezies die Dominanz in der Schnecke zu {ibernehmen

scheint (Rondelaud et al., 2007).

14. Priavalenzen in Europa

Noch vor einigen Jahren wurde der Paramphistomidose in Europa wenig Beachtung
geschenkt, mittlerweile gilt sie aber aufgrund stetig steigender Prévalenzen und
vereinzelt verheerenden Ausbriichen als ernstzunehmende, sich ausbreitende

Parasitose (Huson et al., 2017).

Eine in Frankreich durchgefiihrte Langzeituntersuchung im Zeitraum von 1990 —
1999 zeigte erstmals einen deutlichen Anstieg der Pansenegel Privalenz von 5,2 %
auf 44,7 % bei Weiderindern (Mage et al., 2002). Auch in Irland stieg zwischen
2009 und 2013 der Anteil positiver Pansenegelbefunde bei Rindern von 3 - 9 % auf
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20 % an (Zintl et al., 2014). Mittels molekularer Speziesidentifikation, wie der
Multiplex-PCR-Analyse (Martinez-Ibeas et al., 2013) und Kotuntersuchungen
mittels Sedimentation (Hecker et al., 2024), wurden mittlerweile etliche Daten zum
Vorkommen des Pansenegels in Europa erhoben. So wurde auf Herdenbasis eine
Priavalenz bei Rindern von 59 % in Wales (Jones et al., 2017a), 55 % in der
Mittelmeerregion (Bosco et al., 2021), 22 % in Belgien (Malrait et al., 2015) und
15,8 % in den Niederlanden (Ploeger et al., 2017) erfasst. Bei Schafen lagen die
Pravalenzen bei 77,3 % in Irland (Martinez-Ibeas et al., 2016), bei bis zu 44 % bei
Lammern in Spanien (Garcia-Dios et al., 2024) und bei Ziegen bei 7,9 % bzw. 2,7
% 1n der Mittelmeerregion (Bosco et al., 2021).

Auch auf Einzeltieruntersuchungen basierende Ergebnisse zeigten hohe
Pravalenzen bei Rindern von 53,8 % in Nordirland (Atcheson et al., 2020), 29 % in
Schottland (Sargison et al., 2016), 18,8 % in Spanien (Gonzalez-Warleta et al.,
2013) und 12,9 % in der Tschechischen Republik (Bastyrova Brutovska et al.,
2023).

Mit Werten auf Herdenebene zwischen 5,5 % (Forstmaier et al., 2021) und 17,6 %
(May et al., 2019) bei (Milch-) Rindern und 2,2 % bei Schafen und Ziegen (Alstedt
et al., 2022) liegen die Pridvalenzen in Deutschland aktuell noch deutlich unter
denen der Europidischen Nachbarldnder. Wahrend C. daubneyi anteilmdBig auch in
Deutschland klar dominiert, wurde dariiber hinaus, wenn auch deutlich seltener, die
Pansenegelspezies P. leydeni gefunden. Erst kiirzlich wurde erstmals eine
Doppelinfektion von Rindern von C. daubneyi und P. leydeni festgestellt (Hecker
et al., 2024).

1.5. Pathogenese und klinisches Bild der Paramphistomidose

Das klinische Bild der Paramphistomidose wird hauptsidchlich durch eine starke
intestinale  Infektion mit  Jungegeln  verursacht, welche an der
Diinndarmschleimhaut anhaften (Deplazes et al.,, 2020). Histologische
Untersuchungen zeigen an betroffenen Stellen sowohl im Duodenum, als auch im
Abomasum, himorrhagische Lisionen und Odeme mit Infiltration von
Entziindungszellen (Devos et al., 2013; Fuertes et al., 2015). Zusétzlich verursachen
die Jungegel im Darm kleine lokale Blutungen und Nekrosen, die mit einem
erheblichen Albuminverlust einhergehen konnen. Durchfall, Anorexie,

Dehydratation, Blutverdnderungen und Schwéche, bis hin zu Todesfillen sind als
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mogliche Folgen der intestinalen Phase beschrieben (Deplazes et al., 2020; Devos

et al., 2013; Foster et al., 2008).

Dahingegen entstehen in der ruminalen Phase nur geringe Gewebsschédden, die
klinisch unauffillig bleiben und i. d. R. gut toleriert werden (Busin et al., 2023;
Deplazes et al., 2020; Zintl et al., 2014). Die adulten Egel (Abb. 2) sitzen
vornehmlich im kranialen Pansensack bzw. Pansenvorhof und im Ubergang zum

Netzmagen (Ferreras et al., 2014; Sargison et al., 2016).

Ein Zusammenhang zwischen einer steigenden Anzahl an adulten Egeln im Pansen
und der weicher werdenden Kotkonsistenz konnte festgestellt werden (Malrait et
al., 2015). Eine weitere Studie untersuchte den Effekt eines Pansenegelbefalls auf
verschiedene Leistungsparameter von Zweinutzungsrindern: Solange die
Infektionsintensitdt gering ausfiel, bestand kein negativer Einfluss auf die
Milchmenge oder die Stoffwechsellage, dennoch tendierten infizierte Tiere zu

schlechteren Fertilitdtsparametern (Teschner et al., 2025).

it L A g X
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Abbildung 2: Untersuchung eines frisch geschlachteten, mit C. daubneyi
infizierten Rindes: a) an den Pansenzotten anhaftende, adulte Pansenegel, b)
am Netzmagen anhaftende, adulte Pansenegel

1.6. Diagnostik

Zum intravitalen Nachweis einer patenten Paramphistomidose dient die
Koproskopie. Zur Untersuchung der Féazes kann klassischerweise die quantitative
Sedimentationstechnik angewendet werden, bei welcher das Sediment unter dem
Mikroskop nach Eiern abgesucht wird. Die Eier C. daubneyis sind 100 - 190 x 50 -

1150 um grof3 und denen von F. hepatica in Grofle und Form sehr dhnlich, im
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Gegensatz zu diesen aber farblos (Deplazes et al., 2020). Hohere FEC-Werte
(,,Fecal egg count”, Anzahl der Wurmeier in ,,Eier pro Gramm Kot“, EpQG)
korrelieren mit einer hoheren Pansenegelzahl in den Vormégen (Sargison et al.,

2016).

Weitere koproskopische Methoden sind die kommerziell erhéltliche Flukefinder®-
Methode (FLUKEFINDER® Diagnostic System, Soda Springs, Idaho, USA) oder
der Einsatz der mini-FLOTAC-Technik (Barda et al., 2013). Ein Cut-off-Wert von
200 EpG zeigt hoch infizierte Tiere mit iiber 200 adulten Egeln in den Vormigen
an (Malrait et al., 2015). Generell haben alle drei Techniken eine geschétzte
Sensitivitéit von iiber 90 % und konnen auf Farmebene eingesetzt werden (Bosco et

al., 2023).

Eine sehr frithe Infektionsphase konnte bisher nur postmortal mittels Sieb-Wasch-
Verfahren (Deplazes et al., 2020) oder bei einer Sektion diagnostiziert werden, bei
welcher die Diinndarmschleimhaut makroskopisch nach juvenilen Stadien im

Duodenum und ggf. im Jejunum abgesucht wird (Fuertes et al., 2015).

Einer irischen Forschungsgruppe ist es mittlerweile gelungen, einen Koproantigen-
basierten enzymgekoppelten Immunabsorptionstest zu entwickeln, welcher C.
daubneyi-Antigen im Kot infizierter Rinder potentiell schon wéhrend der
Prapatenzphase detektiert. Dieser Test zeigt keine Kreuzreaktionen mit anderen
Spezies, wie z. B. F. hepatica und eine hohe Sensitivitdt von 93 % (Huson et al.,

2021a).

1.7. Therapie und Bekimpfung der Paramphistomidose
Zurzeit steht kein Mittel zur Verfligung, welches explizit fiir die Behandlung der
Paramphistomidose zugelassen ist. Alle verfligbaren Medikamente miissen folglich

umgewidmet werden.

Der Wirkstoff Oxyclozanid, welcher fiir die Behandlung der Fasciolose zugelassen
ist (Praparat in Deutschland auf dem Markt unter dem Handelsnamen Distocur®,
Boehringer Ingelheim), zeigte sich in mehreren Studien sowohl in vivo, als auch in
vitro als wirksam gegen adulte Pansenegelstadien in Rindern, Schafen und Ziegen
und ist zurzeit das Mittel der Wahl zur Behandlung eines Pansenegelbefalls (Arias
et al., 2013; Bastyrova Brutovska et al., 2023; Garcia-Dios et al., 2020; Huson et
al., 2021a; Paraud et al., 2009). Eingesetzt werden orale Dosen von 15 mg/kg bei
Rindern (Wenzel et al., 2019).
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Die Wirksamkeit des Wirkstoffes Closantel scheint von der Applikationsart
abhingig zu sein. Wihrend eine subkutane Injektion nur unzureichend wirkte
(Malrait et al., 2015), kann die orale Applikation von 10 mg/kg Closantel bei
Milchkiihen eine mdgliche Alternative fiir diejenigen Lénder darstellen, in denen

Oxyclozanid nicht zugelassen ist (Arias et al., 2013).

Neben der medikamentdosen Behandlung selbst, spielt die Anpassung des
Betriecbsmanagements eine wichtige Rolle bei der Minimierung der
Infektionswahrscheinlichkeit. Zyklus und Epidemiologie von C. daubneyi dhneln
dem von F. hepatica und hingen stark vom Vorkommen des Zwischenwirts ab
(Iglesias-Pifieiro et al., 2016). Empfehlungen zum Umgang mit dem Pansenegel
halten sich deswegen an diejenigen zur Bekdmpfung der Fasciolose. Dabei ist es
essentiell, bestandsindividuell Habitate potentieller Zwischenwirte ausfindig zu
machen, um das Weidemanagement und eine Behandlung entsprechend darauf
abzustimmen (Iglesias-Pifieiro et al., 2016; Knubben-Schweizer und Torgerson,
2015). Hierbei miissen Faktoren wie die Jahreszeit bzw. Trockenperioden und die

Fiitterungsmethodik beriicksichtigt werden (Knubben-Schweizer et al., 2010).

Eine vor Kurzem erschienene Studie untersuchte dariiber hinaus, inwieweit
genetische Varianten von Rindern mit Infektionen mit F. hepatica oder C. daubneyi
in Verbindung stehen. Die Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass durch eine
gezielte Zucht eine erhohte Resilienz von Rindern gegeniiber Infektionen mit

beiden Spezies erreicht werden konnte (May et al., 2025).

2. Genomik

2.1. Einfithrung in die Genomik

Das ,,Genom* bezeichnet die Gesamtheit allen genetischen Materials eines
Organismus und ist fiir jedes Individuum einzigartig (Alberts et al., 2002). Es
enthélt sowohl Gene, die fiir Proteine und funktionelle RNA-Molekiile codieren,
als auch regulatorische und nicht-codierende Sequenzen. In Form der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) speichert es alle Informationen {iber
beispielsweise die Reproduktion, die Entwicklung, das Wachstum, die

Funktionalitit oder den Phénotyp eines Organismus (Alberts et al., 2002).
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Seit Watson und Crick (1953) herausfanden, dass ein DNA-Molekiil diese
Information durch ihre spezifische Abfolge vierer Basen kodiert, ist es der
Wissenschaft gelungen etliche Genome (teilweise) zu entschliisseln und mehr tiber

die Biologie vieler Organismen zu verstehen (van Dijk et al., 2018).

Als ,,Genomik*“ bezeichnet man das interdisziplinire Fachgebiet der
Molekularbiologie, das sich mit der Untersuchung und Sequenzierung des Genoms
und dessen Aktivititen beschéftigt (kodierende und nicht-kodierende DNA
inkludiert) (Del Giacco und Cattaneo, 2012). Die Integration von Genomik und
Transkriptomik wird auch als funktionelle Genomik bezeichnet und hilft ein
besseres Verstindnis des Zusammenhangs zwischen Genotyp und Phinotyp zu

erlangen (Milward et al., 2016).

2.2 Technologien und Methoden der DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung der ersten Generation wurde mit der ,,chemischen®
Methode von Maxam und Gilbert (1977) und der ,,Kettenabbruchmethode* von
Sanger eingeleitet (1977). Auf deren Grundlage wurde in den 1990er Jahren das
revolutiondre ,,Human Genome Project” begonnen. Mit Hilfe tausender artifizieller
Bakterienklone auf der einen und der Erstellung von Plasmid Bibliotheken mit der
sogenannten ,,Shotgun-Sequencing-Methode* auf der anderen Seite, konnte unter
hochstem Rechen-, Arbeits- und Kostenaufwand erstmals das humane Genom bis
auf wenige Liicken sequenziert werden. Dieses Projekt legte den Grundstein fiir
fortschrittliche, biomedizinische Forschung und die Genomik der Zukunft

(International Human Genome Sequencing, 2004; Venter et al., 2001).

2.2.1. Illumina Sequencing by Synthesis
Durch stetige Weiterentwicklung folgte die Sequenzierung der zweiten bzw.
nichsten Generation, darunter die ,,Sequencing-by-Synthesis® Methode, die
erstmals die parallele Sequenzierung von Millionen von Sequenzcluster
ermoglichte (Kukurba und Montgomery, 2015). Kommerziell erhéltliche
Plattformen von Roche, Illumina, Helicos und Life Technologies bewirkten mit
ithrer Einfiihrung einen signifikant sinkenden Arbeits-, Zeit- und Kostenaufwand
und 6ffneten damit die Tiiren fiir komplexe Genomuntersuchungen (Mardis, 2008;
Niedringhaus et al., 2011). Die Erstellung des Opisthorchis viverrini Genoms,
(Young et al., 2014), des F. hepatica Genoms (McNulty et al., 2017) und des

Fasciolopsis buski Genoms (Biswal et al., 2018) behalfen sich beispielsweise der
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Sequencing-by-Synthesis Methode.

In den letzten Jahren wurde die Sequenzierungsindustrie unter anderem von
Illumina dominiert (Reuter et al., 2015). Im //lumina-Sequenzierungsverfahren
wird zu Beginn die aufgereinigte (c)DNA-Probe in zufillige, kleine Fragmente
geschnitten und mit Adaptern versehen, welche als Startpunkte fiir die
Sequenzierung dienen und spezifische Erkennungssequenzen enthalten (Abb. 3).
Anschlieend werden diese Fragmente auf einer festen Oberfliche immobilisiert
und mittels PCR vervielfaltigt, wodurch Fragmentcluster entstehen. Die DNA jedes
Clusters wird linearisiert und denaturiert, indem sie innerhalb der Adaptersequenz
gespalten wird. Dadurch entsteht eine einzelstrangige Vorlage fiir die eigentliche
Sequenzierung, welche von einer Seite aus (single-end), oder von beiden Seiten aus
(paired-end), erfolgen kann. Die Sequenzierung geschieht durch sich
wiederholende Zyklen der schrittweisen Zugabe einzelner fluoreszenzmarkierter
Nukleotide, deren Signale basenspezifisch erkannt und visualisiert werden. Mithilfe
spezieller Algorithmen konnen die erhaltenen Clustersignale anschlieBend zu einer
zusammenhidngenden Sequenz montiert werden (Bentley et al., 2008; Yuan et al.,
2016). Ein groBer Vorteil solcher Plattformen sind niedrige Fehlerraten bei der
Sequenzierung von unter einem Prozent und ein extrem hoher Durchsatz (Kukurba
und Montgomery, 2015). Jede FlieBzelle enthdlt mehrere Reihen, wobei jede Reihe
mehrere Millionen Reads produziert. Zusétzlich ist in jedem Sequenzieradapter ein
einzigartiger Barcode in Form von Oligonukleotiden integriert, womit mehrere

Proben aus unterschiedlichen Quellen gepoolt werden konnen (Yuan et al., 2016).
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Abbildung 3: Prinzip der Illumina-Sequencing-by-Synthesis Methode,
iibernommen aus Yuan (2016): Adaptoren werden an die DNA-Fragmente
gebunden. Die Fragmente binden an Primer auf einer FlieB3zelle, wo sie per
Briicken-PCR zu Clustern amplifiziert werden. Wihrend jedes
Sequenzierzyklus wird ein Fluorophor-markiertes Nukleotid an die
wachsenden Stringe eingebaut. Diese konnen per Laser angeregt und deren
Signale optisch erfasst werden.

2.2.2. Oxford Nanopore Sequencing
Um die Notwendigkeit von  DNA-Amplifikation und  optischer
Auswertungssysteme zu beseitigen, wurde unter anderem die sogenannte Nanopore
Technologie entwickelt, womit die Sequenzierungstechnologie in der dritten

Generation angekommen war (Niedringhaus et al., 2011).

Das Oxford Nanopore Technologies Sequencing (ONT) bietet die Moglichkeit,
sowohl DNA-, als auch direkt RNA-Sequenzen schnell und in Echtzeit zu
sequenzieren und macht derzeit die Sequenzierung zugénglicher und
kostengiinstiger als noch vor wenigen Jahren (Dyshlovoy et al., 2024). Die
sogenannten Nanoporen sind in eine isolierte, elektrisch widerstandsfdhige
Membran eingebettet, an welche eine konstante Spannung angelegt wird (Abb. 4).
Die zu untersuchenden DNA- oder RNA-Stringe wandern durch die Nanoporen
und somit durch den hierin erzeugten Ionenstrom. Deren Basen blockieren wéihrend

der Translokation den Ionenfluss unterschiedlich stark, wodurch sich der
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Stromfluss verdndert und charakteristische Signale erzeugt werden, die
elektronisch identifiziert und wiederum den spezifischen Basen zugeordnet werden
konnen (Deschamps et al., 2016). Polymere mit Kilobasenldnge kdnnen so ohne
vorherige  Amplifikation oder Fluoreszenzmarkierung identifiziert und
charakterisiert werden (Branton et al., 2008). Da bei der Sequenzierung keine
Nukleotide eingebaut werden miissen, ist die Leselédnge theoretisch nur durch die
Lange des Nukleotidstranges begrenzt, der durch die Pore wandert. Mithilfe der
Nanopore Technologie ist es mittlerweile auch mdglich, eine De-Novo-
Assemblierung eines Genoms durchzufiihren, wie Loman et. al an einem
bakteriellen (2015) oder Jain et. al an einem humanen Beispiel (2018) beweisen.
Um die Kontinuitdt und Qualitdt einer solchen Assemblierung mafigeblich zu
verbessern, ist der Einsatz von hochmolekularer, ultralanger DNA nétig (Loman et

al., 2015).

Unzips the P
Motor protein DNA helix & dsDNA

Nanopore
_ oy v <
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Membrane 0 O O 0 Base calling

Abbildung 4: Prinzip des Nanopore-Sequencing, ilbernommen aus Chen und
Xu (2023): Unter Spannung bewegen sich negativ geladene DNA- oder RNA-
Stringe durch in einer Biomembran eingebettete Nanoporen. Motorproteine
spalten zuvor die Doppelstringe auf und steuern die Geschwindigkeit. Jede
Base erzeugt spezifische elektronische Stroméinderungen, welche abgelesen
und durch Algorithmen erkannt werden.
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2.3. Uberblick iiber die aktuelle Forschungslage der Egelgenomik

Die raschen Fortschritte bei der Hochdurchsatz-Sequenzierung und den
analytischen Ansétzen haben auch zu einem Zuwachs an Genomressourcen fiir, oft
als ,,vernachléssigt“ bezeichnete, Wurmparasiten gefiihrt. Sowohl die Zahl
offentlich zugénglicher Helminthengenome, als auch das Forschungsinteresse an
ihnen hat in den letzten Jahren enorm zugenommen (Doyle, 2022). Dies hat Portale
wie WormBase (Howe et al., 2015) bzw. WormBase ParaSite (Howe et al., 2017)
ins Leben gerufen, um mittlerweile iiber 200 Genomdaten von Nematoden- und
Platyhelminthes-Spezies zu sammeln, zu veroffentlichen und Forschenden weltweit
zuganglich zu machen. Zusitzlich wird aktuell z. B. im Rahmen des ,,50 Helminth
Genomes Project (S0HPG)“ intensiv daran gearbeitet, Genom-Entwiirfe der
wichtigsten Wurmparasiten im Human, Agrikultur und Veterindrbereich zu
erstellen und so weitere wichtige Grundlagen zu schaffen (Wellcome Sanger

Institute, 2025).

Die ersten vollstindig sequenzierten Trematodengenome der Unterklasse Digenea
(Egel) sind die der Blutwiirmer Schistosoma mansoni und Schistosoma japonicum
und wurden im Jahr 2009 verodffentlicht (Berriman et al.; Zhou et al.). Die
Genomstudie half, die Evolution von Lebewesen dieser Art und deren molekulare
Architektur zu verstehen und zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien
beizutragen (Berriman et al., 2009). Uber die Parasit-Wirts-Interaktion wurde
bekannt, dass S. japonicum in der Lage ist, Néhrstoffe, Hormone und Signalwege
des Wirts zugunsten seines Wachstums und seiner Entwicklung auszunutzen (Zhou
et al., 2009). Mittlerweile sind {liber ein Dutzend weitere Genome verschiedener
Blutegelspezies sequenziert und auf WormBase verdffentlicht (Howe et al., 2015;

Howe et al., 2017).

Zunichst folgten Genomstudien der Egelspezies Clonorchis sinensis (Huang et al.,
2013; Young et al., 2021) und Opisthorchis viverrini (Young et al., 2014). Hierbei
konnten wichtige Erkenntnisse iiber deren Migration, Physiologie und Pathologie
auf molekularer Ebene (Huang et al., 2013), sowie Uberlebensstrategien und

Anpassung des Parasiten im Wirt gewonnen werden (Young et al., 2014).

Des Weiteren wurden die Genome des groflen Leberegels F. hepatica (Cwiklinski
etal., 2015; McNulty et al., 2017), des Darmegels Fasciolopsis buski (Biswal et al.,
2018), des Riesenleberegels Fasciola gigantica (Pandey et al., 2020), sowie des
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kleinen Leberegels Dicrocoelium dendriticum (Berger, 2021) sequenziert. Der
Genomentwurf von F. hepatica ist mit 1.3 Gb besonders grof3 und gehort zu den
groBten bekannten Pathogengenomen. Es wurde ein erhebliches Mall an
Polymorphismen, also Genvarianten, festgestellt, was die Fahigkeit zur schnellen
Anpassung des Parasiten an Verdnderungen der Wirtsverfiigbarkeit, an
Umweltbedingungen oder an Arzneimittel- oder Impfinterventionen erkliren

konnte (Cwiklinski et al., 2015).

Umfassende Genomentwiirfe von Spezies der Familie Paramphistomidae waren bis
vor Kurzem nicht vorhanden. Von den nahen Verwandten C. daubneyis, P. cervi
und Fischoedrius elongatus, wurden bisher lediglich die mitochondrialen DNA-
Sequenzen (mtDNA) bestimmt und als genetischer Marker fiir 6kologische,
evolutiondre und diagnostische Studien herangezogen (Yan et al., 2013; Yang et

al., 2015).

Zu Beginn des Jahres 2025 wurde nun erstmals die Familie der Paramphistomidae
berticksichtigt und ein Genomentwurf C. daubneyis verdftentlicht, welcher durch
die DNA-Sequenzierung von Egelproben aus Nordirland erstellt und mit der
Unterstilitzung von RNA-Seq Daten annotiert wurde (Clancy et al., 2025). Der
Genomentwurf ist mit 1,76 Gb noch groBer als der von F. hepatica und gehort bis
jetzt zu denjenigen verdffentlichten Trematodengenomen mit der hochsten Qualitit.
Die Auswertung konzentrierte sich dabei auf die Anpassung von C. daubneyi
Entwicklungsstadien an die vorherrschende, mikrobiell diverse Umgebung im
Sdugetierwendwirt und die Mechanismen, die zu einer erhohten Eistabilitét fiihren.
Eine beachtliche Anzahl an Genfamilien, welche eine Rolle in der Erkennung und
Bekdmpfung von Bakterien spielen, waren im Vergleich zu anderen phylogenetisch
verwandten Spezies erweitert vorhanden und gaben einen detaillierteren Einblick
in die morphologischen Anpassungen, die es C. daubneyi ermdglichen, sich gegen
Mikroorganismen zu verteidigen, sich zu erndhren und sich im Pansen zu

vermehren (Clancy et al., 2025).
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3. Transkriptomik

3.1. Die Ribonukleinsiure und das Transkriptom

Die Ribonukleinsdure, kurz RNA, spielt eine zentrale Rolle in der Zellphysiologie
und in jedem lebenden Organismus. Wie schon Francis Crick in seinem ,,zentralem
Dogma der Biologie* schreibt, fungiert die RNA als Bote, der die genomische
Information der DNA fiir die Proteinsynthese iiberbringt (Crick, 1970; Crick,
1958). Ein solch kodierendes RNA-Molekiil wird als Messenger-RNA (mRNA)
bezeichnet. Die Transkription und die endgiiltige Ausprigung einzelner
Geninformationen, welche beispielsweise durch Umweltfaktoren,
Entwicklungsvorginge und Krankheit veridndert werden konnen, beeinflusst
letztendlich die Regulation der biologischen Aktivitit und die Identitét einer jeden

Zelle (Kukurba und Montgomery, 2015).

Heute weil man, dass die Bedeutung der RNA weit {iber die reine Botenfunktion
hinaus reicht und insbesondere bei Eukaryonten deutlich mehr nicht-codierende
(ncRNAs), aber funktionelle RNA-Molekiile existieren, welche beispielsweise
biochemische Reaktionen katalysieren und grundlegende, zelluldre Funktionen
iibernehmen (Mattick und Makunin, 2006). Die transfer RNA (tRNA), als
Verbindung zwischen der DNA-Information und der Primérstruktur von Proteinen
und die ribosomale RNA (rRNA), als essentielle Komponente des Ribosoms,
wurden schon frith beschrieben (Davies, 1984). Dariiber hinaus sind mittlerweile
zahlreiche weitere RNA-Typen bekannt (Abb. 5), wie z. B. long-non-coding RNAs
(IncRNAs), micro RNAs (miRNAs), small nucleolar RNAs (snoRNAs) und short
interfering RNAs (siRNAs), wobei jede Klasse seine eigenen Charakteristiken,
sowie strukturellen, epigenetischen und regulatorischen Funktionen besitzt (Chen
und Meister, 2005; Guo et al., 2010; Mattick und Makunin, 2005; Okazaki et al.,
2002; Zhang et al., 2019a).
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Abbildung 5: Ubersicht verschiedener RNA-Typen und deren Funktionen,
modifiziert nach Suleiman et. al (2024)

Der Begriff ,, Transkriptom* (Abb. 6) wurde 1996 von Charles Auffray gepriagt und
beschreibt die Gesamtheit aller RNA (einschlieBlich kodierender und
nichtkodierender Molekiile), welche in einem bestimmten Zelltyp, Gewebe oder
Organ zu einem definierten Zeitpunkt vorhanden ist (Piétu et al., 1999; Wolf, 2013).
Im Gegensatz zum Genom, das im Wesentlichen eine statische Einheit in der Zelle
bildet, kann das Transkriptom durch interne und externe Faktoren angepasst werden

(Velculescu et al., 1997).
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Abbildung 6: Vereinfachte grafische Darstellung des Weges vom Gen zum
Protein, modifiziert nach Wolf et al. (2022): Die DNA wird mittels
Transkription in RNA umgeschrieben, welche als Vorlage fiir die
Proteinherstellung (Translation) dient oder regulatorische Funktionen
wihrend dieses Prozesses ausiibt. Die Gesamtheit aller Gene, RNA und
Proteine wird Genom, Transkriptom und Proteom genannt.

3.2. Einfiihrung in die Transkriptomik

Die Transkriptomik beschiftigt sich mit der Untersuchung bzw. der Analyse des
Transkriptoms und umfasst alle Aspekte, die mit der RNA in Zusammenhang
stehen. Die ersten Versuche, das komplette Transkriptom zu untersuchen, begannen
in den 1990er Jahren. Seither hat sich die Disziplin technisch enorm
weiterentwickelt und ist mittlerweile weit verbreitet (Lowe et al., 2017). Sowohl
alle Arten von RNA-Transkripten (kodierend wie nicht kodierend), als auch ihre
Transkriptions- und  Expressionsniveaus, Funktionen, Transport- und
Abbaumechanismen, thr ~ Vorkommen, thre Splicing-Muster  und
posttranskriptionalen Modifikationen, konnen dabei beriicksichtigt werden
(Milward et al., 2016; Wang et al., 2009). Insbesondere die Untersuchung der
Genexpression unter bestimmten (pathologischen) Bedingungen oder wéhrend
verschiedener Entwicklungsstufen bietet wichtige Einblicke in die Regulierung von
Genen und ermdglicht ein tieferes Verstandnis der Biologie eines Organismus. Die
Transkriptomik kann dariiber hinaus dazu beitragen, Funktionen von bisher nicht

beschriebenen Genen zu bestimmen (Lowe et al., 2017).

Moderne Transkriptomstudien finden iiber die Identifizierung der Funktion von
Genen hinaus breite Anwendung. Da der Zusammenbau von RNA-

Sequenzierungsdaten nicht zwingend von einem vorhandenen Referenzgenom
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abhingt, eignen sie sich ideal fiir Genexpressionsstudien von Nicht-
Modellorganismen, iiber welche bisher wenig genomisches Wissen vorhanden ist
(Grabherr et al., 2011). In der Biomedizin wird die Transkriptomik beispielsweise
dafiir genutzt, Krankheitsmechanismen besser zu verstehen, neue Virulenzfaktoren
zu identifizieren, Antibiotikaresistenzen vorherzusagen und Wirts-Pathogen-
Interaktionen zu untersuchen (Ozsolak und Milos, 2011; Suzuki et al., 2014; Wu et
al., 2008). Des Weiteren konnen mit der Hilfe von RNA-Sequenzierungsstudien
MafBnahmen zur Kontrolle von Infektionen und individuelle Behandlungsstrategien

entwickelt werden (Byron et al., 2016).

3.3. Technologien und Methoden der Transkriptomik

Die Entdeckung der Reversen Transkriptase im Jahr 1970 war ein entscheidender
Meilenstein in der Transkriptomik. Das Enzym wird u. a. von Retroviren produziert
und besitzt die Féhigkeit, umgekehrt zum Transkriptionsprozess, RNA in DNA
umzuschreiben. Mit der Reversen Transkriptase war es erstmalig moglich, instabile
RNA-Molekiile in ihre komplementire DNA (cDNA) mit derselben Sequenz
umzuwandeln, welche deutlich einfacher zu konservieren und zu analysieren ist

(Coffin und Fan, 2016).

Seither wurden zahlreiche, immer besser werdende Technologien entwickelt, mit
welchen es moglich ist, Transkriptome zu analysieren, darunter Hybridisierungs-
basierte (indirekte) Methoden, wie Oligonukleotid-Mikroarrays (Schena et al.,
1995) und Sequenz-basierte (direkte) Methoden, wie Expressed-Sequence-Tags
(Adams et al, 1991) oder die serielle Analyse der Genexpression (SAGE)
(Velculescu et al., 1997). Sequenzbasierte Ansidtze bestimmen direkt die
komplementire DNA, ohne dass die Nukleotidreihenfolge vorher bekannt sein

muss.

3.3.1. RNA-Seq
Die Entwicklung fortschrittlicher DNA-Sequenzierungstechnologien der néchsten
(zweiten) Generation (NGS) hat letztendlich die Transkriptomik revolutioniert, in
dem sie eine gleichzeitige Analyse etlicher Sequenzen ermdglicht. Diese Methode,
die als RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) oder auch als Whole-Transcriptome-
Shotgun-Sequencing bezeichnet wird, hat klare Vorteile gegeniiber den vorherigen
Ansitzen und verdnderte die Sichtweise auf eukaryontische Transkriptome (Wang

et al., 2009). Die Untersuchung neuer Transkripte, die Analyse der differentiellen
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Genexpression und die Charakterisierung alternativer Spleiflvarianten ist damit

beispielsweise moglich (Kukurba und Montgomery, 2015).

Seither hat sich die RNA-Seq-Methode rasch durchgesetzt. Sie ist eine
Kombination aus einer Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethode wie dem Next-
Generation-Sequencing und rechnergestiitzten Methoden fiir die Erfassung und
Quantifizierung von Transkripten einer RNA-Probe (Ozsolak und Milos, 2011). Ein
typisches RNA-Seq-Experiment umfasst die Extraktion von RNA, ihre
Umwandlung in  komplementire = DNA, die  Vorbereitung  einer
Sequenzierungsbibliothek und die Sequenzierung auf einer Hochdurchsatz-
Sequenzierungsplattform (Lowe et al., 2017). RNA-Proben hoher Qualitéit sind
essentiell fiir ein erfolgreiches RNA-Seq Experiment (Kukurba und Montgomery,
2015). Um die Genauigkeit des Experiments zu erhohen, konnen die relevanten
RNA-Klassen nach ihrer Extraktion angereichert werden, indem beispielsweise
proteincodierende mRNA separiert oder ribosomale RNA spezifisch entfernt wird

(Lowe et al., 2017).

Die gesamte oder fraktionierte RNA wird anschlieend in eine Bibliothek aus
cDNA-Fragmenten umgewandelt und an einem oder beiden Enden mit
Sequenzierungsadaptern versehen. Jedes Molekiill wird anschlieBend im
Hochdurchsatzverfahren sequenziert, um kurze Sequenzen vom einen Ende aus
(Single-End-Sequenzierung) oder von beiden Enden aus (Pair-End-Sequenzierung)
zu erhalten. Je nach verwendeter DNA-Sequenzierungstechnologie, variieren die

typischen Read-Léingen zwischen 30 - 400 bp (Wang et al., 2009).

Liegen zuvor keine oder wenige Genom- oder Transkriptom-Informationen der
untersuchten Spezies vor, miissen die Transkripte zundchst aus diesen Reads
rekonstruiert werden, was als De-Novo-Assembly bezeichnet wird. Sind
Transkript- oder Genominformationen ohne Weiteres verfiligbar, konnen die Reads
direkt anhand der Referenz ausgerichtet werden (Wolf, 2013). Mittels
rechnergestiitzter Analysemethoden kann schlussendlich auf Genomebene eine
Transkriptionskarte erstellt werden, welche die Transkriptionsstruktur und das

Expressionsniveau jedes Gens enthélt (Wang et al., 2009).

Die Anwendung von RNA-Seq ist mittlerweile ein giangiges ,,Omic*“-Werkzeug und
wird stetig weiterentwickelt und modifiziert. Dazu gehdren neue Ansitze zur

Beantwortung immer spezifischerer Fragen bis auf Zellebene, wie beispielsweise
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Single-Cell-RNA-Seq, wobei spezifische Transkriptomcharakteristiken aus
Subpopulationen von Zellen bestimmt werden kénnen (Haque et al., 2017) , oder
Single-Cell-Ribo-Seq, wo das mRNA Translationsprofil auf Ribosomebene
einzelner Zellen abhéngig vom Zellzyklus untersucht und die Vielfalt scheinbar
identischer Zellen charakterisiert werden kann (Vanlnsberghe et al., 2021). Jede
(neue) RNA-Seq-Methode bringt Vor- und Nachteile mit sich und muss individuell
passend zu den Studienzielen eingesetzt werden, um letztendlich den

groBtmoglichen Nutzen zu bringen (McClure et al., 2023).

3.3.2.  Bioinformatische Analysen
Um Sequenzierungsdaten eines RNA-Seq-Experiments tatsidchlich verwerten zu
konnen, sind komplexe computergestiitzte, bioinformatische und statistische
Analysen notwendig, welche in der Regel durch eine Kombination frei
zuginglicher Bioinformatik-Softwaretools durchgefiihrt werden konnen. Auch
schon wenige Sequenzierungsdurchginge produzieren eine beachtliche Menge an

Rohdaten von mehreren Gigabyte (Wolf, 2013).

Der Analyseprozess kann im Wesentlichen in die vier Phasen Qualitétskontrolle,
Alignment oder De-Novo-Assembly, Quantifizierung und Differentielle
Expression unterteilt werden (Lowe et al., 2017). Bei der Qualititskontrolle der
Rohdaten werden z. B. die Sequenzqualitit, der GC-Gehalt und das Vorhandensein
von Adaptern analysiert. Hierdurch sollen Sequenzierungsfehler, Artefakte oder
Kontamination erkannt werden (Conesa et al., 2016). Das Alignment, also die
Zuordnung der Transkripte, kann idealerweise auf ein schon vorhandenes Genom
oder Transkriptom derselben oder behelfsweise einer nah verwandten Spezies
geschehen (Wolf, 2013). Ist beides nicht vorhanden, ist eine Neuassemblierung
notwendig, was hohere Anforderungen an die Bioinformatik mitbringt (Lowe et al.,

2017).

Die hdufigste Anwendung von RNA-Seq ist die Schitzung und Quantifizierung der
Gen- und Transkriptexpression. Diese Anwendung basiert in erster Linie auf der
Anzahl der Reads, die jeder Transkriptsequenz zugeordnet werden (Conesa et al.,
2016). Beim Vergleich verschiedener Proben und einer Analyse der differenziellen
Expression, fiihren beispielsweise Unterschiede der Lesetiefe dazu, dass die Proben
unterschiedlichere Expressionsmuster zu haben scheinen, als es tatsdchlich der Fall

ist. Um das zu korrigieren, ist es vorteilhaft die Datenwerte zu normalisieren
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(géngige Metriken sind z. B. Fragment Per Kilobase Million (FPKM) oder Read
Per Kilobase Million (RPKM)), um eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen
(Kukurba und Montgomery, 2015).

34. Uberblick iiber die aktuelle Forschungslage der Egeltranskriptomik
Auch die Trematodenforschung profitiert immer mehr von den Moglichkeiten der
Transkriptomik  und  ermoglicht  beispielsweise  mittels  differentieller
Genexpressionsstudien vergleichende Analysen zwischen unterschiedlichen Arten
und Lebenszyklusstadien. Wahrend Arten wie F. hepatica in dieser Hinsicht
deutlich mehr Beachtung geschenkt wurde, blieb C. daubneyi in diesem Punkt

bisher allerdings deutlich unterrepriasentiert (Huson et al., 2017).

Interdisziplindre Transkriptom-Proteom-Studien an adulten F. hepatica Stadien
enthiillten z. B. sekretorische Proteine und Enzyme und deren Auf- und
Abregulation wihrend verschiedener Entwicklungsstadien, der
Parasitenwanderung durch den Endwirt oder der Interaktion mit dem Wirtsgewebe
bzw. dem Immunsystem (Cwiklinski et al., 2021; Robinson et al., 2009). Ein
anderer Ansatz brachte zahlreiche relevante Molekiile F. hepaticas zum Vorschein,
die in ausschlaggebenden biologischen Prozessen involviert sind und als potentielle
Ziele neuer Medikamente oder Impfungen dienen konnten (Young et al., 2010b).
Auch ein Zusammenhang von F. hepatica Genen mit Virulenzfaktoren oder der
Immunmodulation konnte schon mittels vergleichender Transkriptomanalysen

erstellt werden (Hacariz et al., 2015).

Es bietet sich an, wahrend der Analyse des Transkriptoms die erhaltenen Sequenzen
auf ein zuvor verdffentlichtes Genom zu annotieren bzw. im selben Ansatz zuvor
eine Genomsequenzierung zu veranlassen (Biswal et al., 2018; Huang et al., 2013).
Da die Moglichkeit besteht, mittels De-Novo-Sequenzrekonstruktion
Transkriptomstudien auch ohne vorhandene Genomdaten durchzufiihren, kénnen
aber auch bereits erste Analysen durchgefiihrt werden, ehe ein Referenzgenom
vorliegt (Haas et al., 2013). Die Methode der De-Novo-Assemblierung wird
folglich insbesondere bei bisher weniger erforschten (Trematoden-) Spezies
angewandt. So beispielsweise fiir verschiedene Entwicklungsstadien des
Riesenleberegels F. gigantica (Zhang et al., 2017), bei adulten Pansenegeln der
Spezies P. cervi (Choudhary et al., 2015), dem Pankreasegel FEurytrema

pancreaticum (Liu et al., 2016a) oder dem Péarchenegel Schistosoma turkestanicum
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(Liu et al., 2016b) geschehen.

Bislang konzentrierten sich Transkriptomstudien an Trematoden {iberwiegend auf
adulte Egelstadien bzw. solche, die sich im Sdugetier-Endwirt befinden. Auch die
bisherigen Transkriptomstudien C. daubneyis fokussierten sich durchgehend auf
dessen Stadien im Endwirt. Das erste veroffentlichte C. daubneyi Transkriptom
wurde mittels De-Novo-Assemblierung erstellt und berticksichtigt ausschlieSlich
adulte Egelstadien (Huson et al., 2018). Es konnten hierbei eine Reihe von Genen
identifiziert werden, die moglicherweise bei C. daubneyi einzigartig sind (Huson et

al., 2018).

Huson et. al (2021b) fiihrten drei Jahre spéter, mit Hilfe von De-Novo-
Assemblierung generierten Sequenzdaten, eine differenzielle
Genexpressionsanalyse verschiedener Entwicklungsstadien C. daubneyis im
Endwirt durch (frisch exzystierte Jungegel des Duodenums (NEJ), unreife
Darmegel eingebettet in die Mukosa, neu in den Pansen migrierte Egel, ausgereifte
adulte  Egel). Je nach  Entwicklungsstadium  konnten  deutliche
Expressionsunterschiede  individueller =~ Enzyme, Proteine, metabolischer
Regulationswege oder immunmodulatorischer Molekiile identifiziert werden.
Unter anderem wurde gezeigt, dass in C. daubneyi Transkripte, die fiir die
Schliisselenzyme der Glykolyse/Glukoneogenese, des Tricarbonséurezyklus und
des Malat-Dismutations-Weges kodieren, konserviert sind, wobei insbesondere
Enzyme der Glykolyse/Glukoneogenese in adulten Egeln die stirkste Expression

zeigten (Huson et al., 2021b).

Uber Transkriptome freilebender Trematodenstadien oder deren Stadien im
Zwischenwirt existieren bislang nur wenige Daten. Die De-Novo-Assemblierung
Andersons und Beteiligter (2016) inkludierte in ihre
Genexpressionsuntersuchungen neben adulten S. mansoni Stadien auch Eier. Im
Vergleich zu den adulten Stadien wurden in Eiern Gene fiir einige Proteine, wie das
Glykolipid-Transfer-Protein, Tubulin, oder auch Stress- und Transkriptionsgene
deutlich hochreguliert, was mit dem Energietransport innerhalb des Eis bzw. dessen

Wachstum und Reifung in Verbindung gebracht wurde (Anderson et al., 2016).

Eine weitere Studie aus dem Jahr 2022 beschiftigte sich ausschlieBlich mit F.
hepatica Eiern und deren Transkriptom und Proteom wéhrend der Entwicklung bei

vorgegebenen Inkubationstemperaturen in vitro (Ilgova et al.). Die Genexpression
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der Eier war iiber den beobachteten Zeitraum nur subtilen Verdnderungen
unterworfen, wahrend das Peptidaseprofil erheblich modifiziert wurde. Auffallig
war dariiber hinaus, dass einige proteinkodierende Gene ausschlieBlich wiahrend der

sehr frithen Phase der Eientwicklung transkribiert wurden (Ilgova et al., 2022).

Allein Zhang et. al (2019b) untersuchten mehrere Schnecken-Zwischenwirtsstadien
F. giganticas auf differentielle Genexpression hin. Ein Grofteil zeigte
stadienspezifische Expressionsmuster. Mirazidien beispielsweise, erwiesen sich als
hoch tanskriptionsaktiv und exprimierten eine Vielzahl von Genen, die an der
Pheromon- und Metallopeptidasenaktivitdt beteiligt sind, was mit der
Zwischenwirtsfindung und der Invasion in diesen zusammenpasst. Die vermehrte
Verbreitung von Redien in der Schnecke ging mit einer erhohten Aktivitit von
Genen einher, die mit der Regulation der Transkription, Translation und der DNA-
Reparatur in Verbindung stehen. Zerkarien blieben auch auBlerhalb des
Zwischenwirts metabolisch aktiv und sichern vermutlich so ihre Langlebigkeit in
der Umwelt. Insgesamt erforderten alle untersuchten Stadien reichlich Cathepsin-
L-Peptidasen fiir ihre Migration und Erndhrung und exprimierten Gene, die bei der
Manipulation der Immunantwort der Schnecke unterstiitzen kdnnten (Zhang et al.,

2019b).

Betrachtet man die vorhandene Literatur, zeigt sich nicht nur ein groBles Defizit an
transkriptomischen Daten C. daubneyis, insbesondere von Stadien in der Umwelt
oder im Zwischenwirt, sondern auch das grof3e wissenschaftliche Potenzial, welche
solche hervorbringen konnten. Um ein umfassendes und grundlegendes
Verstindnis dieses Parasiten zu erlangen, ist zukiinftig die Erstellung weiterer
,Omic“-Datensidtze, neben Genomik und Transkriptomik auch Proteomik,
inklusive Sekretomik, Epigenomik oder Mikrobiomik, deshalb dringend notwendig
(Huson et al., 2017). Dies fiihrt idealerweise hin zur sogenannten funktionellen
Genomik, welche Genexpression, oben genannte und andere Disziplinen
miteinander kombiniert, so eine systematische Analyse des Pathogens erstellt und
die verschiedensten Gesichtspunkte zu einer zusammenhingenden Einheit fiigt.
Diese hat letztendlich nicht nur das Potenzial, ein umfassendes Verstindnis des
Parasiten zu erlangen, sondern auch mittel- bis langfristig die Entwicklung und
Umsetzung neuer Bekdmpfungsstrategien, wie beispielsweise die Genmanipulation
gefdhrlicher Parasitenstimme, zu ermoglichen. So lieBen sich wichtige

Zusammenhdnge zwischen unterschiedlichsten Pathogenarten, deren (Zwischen-)
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Wirte, sich verdndernde Umweltfaktoren oder Medikamenteninteraktionen
herstellen, welche die Wissenschaft fiir die Herausforderungen der néchsten

Jahrzehnte wappnet (Field, 2022).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Gewinnung der C. daubneyi Probenmaterialien

1.1. Examination infizierter Rinder und Sammlung adulter Pansenegel

Um an frische Proben adulter Pansenegel zu gelangen, wurde in Kooperation mit
einem lokalen Haus- und Gewerbeschlachter (Rohrer, Schwabmiinchen,
Deutschland) der Schlachtung infizierter Rinder beigewohnt. Die Rinder der Rasse
Galloway mit einem Alter von zwei bis drei Jahren stammten vorberichtlich aus
einem mit Pansenegel infizierten Mutterkuhbetrieb, auf welchem die Tiere im
ersten Lebensjahr ausschlieBlich auf der Weide gehalten und nur sporadisch

entwurmt werden (Anthelmintikum nicht bekannt).

Abbildung 7: Adulte, lebende Pansenegel in NaCl 0,9 %

Bei der Zerlegung der Schlachtkorper wurde der Magen-Darm-Trakt inklusive
Pansen, Haube und Blattermagen herausgelost und fiir die Examination erdffnet.
Die adulten, rosafarbenen Pansenegel mit einer Lange von etwa 0,5 - 1 cm befanden
sich an der Schleimhaut anhaftend {iberwiegend im Pansenvorhof und am Ubergang
zum Bléttermagen. Hiervon wurden sie mit Hilfe anatomischer Pinzetten vorsichtig
abgesammelt, mehrmals in vorgewérmter, ca. 38 °C warmer, physiologischer
Kochsalzlésung (NaCl, 0,9 % B. Braun, Melsungen, Deutschland) gewaschen
(Abb. 7) und in vorgewirmte Sammelbehiltnisse (Dose mit Schraubverschluss, 500
ml, Kartell Labware, Noviglio, Italien) mit selbiger Losung fiir den Transport

umgesetzt (Temperaturschwankungen von mehr als +/- 2 °C wurden zu jeder Zeit
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vermieden). Zu diesem Zeitpunkt waren alle 1146 gesammelten Egel optisch vital

und zeigten deutliche Motilitit.

Dartiber hinaus wurden mehrere Hundert Egel fiir spatere Zwecke konserviert.
Diese wurden hierfiir nach dem Absammeln mehrmals in PBS (Phosphat-gepufferte
Salzlosung, Bio&SELL, Niirnberg, Deutschland) gewaschen, je zu fiinft in ein 5 ml
Tube (5 ml Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gesetzt,
unmittelbar auf Trockeneis fiir den Transport gefroren und anschlieBend bei - 80

°C gelagert.

1.2. Eiausscheidung adulter Pansenegel

Nach dem Transport ins Labor wurden die Egel in einer frischen NaCIl-Losung bei
38 °C inkubiert (Inkubator Heracell™ VIOS 1601, Thermo Fisher Scientific™,
Schwerte, Deutschland). Alle ein bis zwei Stunden wurde die NaCl-Losung
erneuert, indem der Uberstand vorsichtig abgekippt und das GefiB mit neuer
vorgewirmter Losung aufgefiillt wurde. Die Egel wurden dabei visuell auf Vitalitét
und Motilitdt hin {berpriift. Augenscheinlich verendete Individuen (Farbe
wechselte von rosa/blassrosa zu fleischfarben/weilllich, keine Motilitdit mehr
sichtbar) wurden herausgesammelt und fiir die langfristige Lagerung in 70 %-iges
Ethanol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) oder PBS verbracht.
Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis alle Egel verendet waren. Der
aufgefangene NaCl-Uberstand beinhaltete die frisch ausgeschiedenen,
unembryonierten Eier der adulten Egel. Um diese erneut zu waschen, wurde der
Uberstand in 50 ml Tubes (50 ml CELLSTAR® Tubes, Greiner Bio-One
International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) iiberfiihrt und in mehreren Zyklen
bei 1000 rpm fiir fiinf Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Universal 32 R, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland), um das Absetzen der Eier auf dem
GefiBboden zu erzwingen. AnschlieBend wurde der Uberstand abgegossen, das
Tube mit frischem NaCl aufgefiillt und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde
mehrere Male wiederholt. Schlussendlich wurde der Uberstand bis auf 5 ml
abpipettiert, um eine Vergleichbarkeit und die Mdglichkeit zur Zidhlung zu
gewdhrleisten. Um die Anzahl der gewonnenen Eier jeder Ausscheidungs-Runde
einschitzen zu konnen, wurde drei Mal je 1 pl aus der homogenisierten Eier-Losung
heraus pipettiert und die Eieranzahl mithilfe eines Inversmikroskops (LEICA DFC
320) gezdhlt und hochgerechnet. Je nach Verwendungszweck wurden die Eier in

Gruppen aufgeteilt oder bei 6 °C in NaCl fiir spitere Untersuchungen gelagert.
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1.2.1. Gruppe Eier TO: Unentwickelte Eier
Die erste Untersuchungsgruppe ,,Gruppe Eier TO“ bestand aus frisch von adulten
Pansenegeln ausgeschiedenen, unentwickelten Eiern. Die fiir diese Gruppe
verwendeten Eier stammten ausschlieBlich aus dem ersten Uberstand, welcher
unmittelbar nach dem ersten Losungswechsel aufgereinigt wurde. Zu diesem
Zeitpunkt waren alle Adulte noch lebendig und die Eier maximal drei Stunden alt.
Es wurden insgesamt drei TO-Gruppen gebildet, welche fiir eine RNA-Extraktion
am selben Tag vorgesehen waren. Aus Voruntersuchungen ergab sich eine
bendtigte Mindesteizahl von 10.000 Eiern pro Gruppe, welche nicht unterschritten

wurde. Eine weitere Gruppe diente zur mikroskopischen Kontrolle (Abb. 8).

Abbildung 8: Mikroskopische Kontrolle frisch ausgeschiedener
Pansenegeleier in NaCl 0,9 %

1.2.2. Gruppe Eier T7: Eier zu Beginn der Entwicklung
Die zweite Untersuchungsgruppe ,,Gruppe Eier T7 bestand aus Eiern in einem sehr
frithen Entwicklungsstadium am Beginn der Zellteilungsphase. Hierfiir wurden drei
Gruppen mit je ca. 10.000 frisch ausgeschiedenen, gewaschenen Eiern (wie aus
Abschnitt III1.1.2.1) in ein mit 2000 pl destilliertem Wasser gefiilltes 5 ml Tube (5
ml Eppendorf Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) iiberfiihrt und
stehend fiir sieben Tage bei 27 °C im Dunkeln inkubiert (Inkubator Heracell™
VIOS 1601, Thermo Fisher Scientific™, Schwerte, Deutschland). Mit einer

weiteren Gruppe wurde gleich verfahren und diente als Kontrolle.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Tubes in mehrere Wells einer
6-Well-Platte (TPP-Zellkulturtestplatte 6, TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz) iiberfiihrt, um die nun einzeln liegenden Eier unter dem

Mikroskop zu kontrollieren und offensichtlich tote bzw. veridnderte Eier heraus zu
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pipettieren. Anschlieend wurden die iibrigen Eier einer Gruppe wieder in ein 5 ml
Tube zusammengefiihrt und erneut gewaschen. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm
fiir eine Minute konnte der Uberstand abpipettiert und auf das entstandene
Eierpellet 450 ul des fiir die folgende RNA-Extraktion bendtigten Puffers (siche
Abschnitt I11.3.1) zugegeben werden. Unmittelbar im Anschluss wurde die RNA-
Extraktion der drei Proben durchgefiihrt.

1.2.3. Gruppe Eier T14: Vollstindig embryonierte Eier
Die dritte Untersuchungsgruppe ,,Gruppe Eier T14“ bestand aus vollstindig
embryonierten Eiern, welche unmittelbar vor dem Mirazidienschlupf standen. Um
dieses Entwicklungsstadium zu erreichen, wurden je ca. 10.000 frisch
ausgeschiedene, gewaschene Eier (wie aus Abschnitt II1.1.2.1) in ein mit 2000 pl
destilliertem Wasser gefiilltes Well einer 6-Well Platte (TPP-Zellkulturtestplatte 6,
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) pipettiert. Eine
gleichmiBige Verteilung der Eier auf dem Wellboden wurde mikroskopisch
tiberpriift. AnschlieBend wurde die 6-Well-Platte fiir 14 Tage bei 27 °C im Dunkeln,
angelehnt an bestehendes Protokoll aus Elbert (2024), inkubiert (Inkubator
Heracell™ VIOS 160i, Thermo Fisher Scientific™, Schwerte, Deutschland). Ein

weiterer Ansatz unter gleichen Bedingungen diente als Kontrollgruppe.

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden alle weiteren Schritte in einem
abgedunkelten Raum durchgefiihrt, um Lichtreize zu vermeiden und einen
vorzeitigen Mirazidienschlupf bestmoglich zu verhindern. Die Eier dreier Wells
wurden mikroskopisch auf ihren Entwicklungsstand hin untersucht. Unvollstindig
entwickelte (d. h. nicht im Embryonalstadium befindliche) und tote Eier wurden
heraus pipettiert. Die Eiersuspensionen wurden in 5 ml Tubes (5 ml Eppendorf
Tubes®, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) umpipettiert, erneut gewaschen
und der Uberstand abzentrifugiert (1000 rpm, 1 min). Zum Eierpellet wurden 450
ul des fiir die spiatere RNA-Extraktion bendtigten Puffers (siehe Abschnitt 111.3.1)
dazugegeben. In dieser Form wurden die Tubes bei - 80 °C bis zur RNA-Extraktion

konserviert.
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1.3. Produktion von C. daubneyi Mirazidien und Infektion von G.
truncatula

Fiir die Sammlung von C. daubneyi-Entwicklungsstadien im Zwischenwirt ist

zuerst dessen erfolgreiche Infektion unter Laborbedingungen notwendig. Die

Gewinnung der hierfiir benétigten Mirazidien und die darauffolgende Infektion der

G. truncatula Schnecken erfolgte nach dem Protokoll aus Elbert (2024). Hierbei

wurden kurzgefasst folgende Schritte durchlaufen:

1) Untersuchung von Kotproben mit C. daubneyi infizierter Rinder mittels
Sedimentationsverfahren

2) Identifikation und Sammlung der C. daubneyi-Eier mittels Koproskopie

3) Inkubation der Eier bei 27 °C fiir 12 - 15 Tage

4) Stimulation des Mirazidienschlupfes mittels Lichtreiz und mikoskopische
Kontrolle des Schlupfvorgangs

5) Sammlung der schwimmfihigen Mirazidien

6) Infektion mehrerer G. truncatula Schnecken mit je fiinf C. daubneyi

Mirazidien

Die Infektion der Zwischenwirte wurde in Kollaboration mit Dr. Antonio A.

Vazquez und Dr. Annia Alba an der Universitit Perpignan durchgefiihrt.

1.4. Schneckensektion

Die infizierten Schnecken wurden fiir mehrere Wochen im Labor gehalten und
gepflegt (siehe auch Elbert (2024)). Fiir die Sektion wurden die Weichtiere aus
threm Habitat entfernt, mit destilliertem Wasser gewaschen und einzeln in eine
sterile Petrischale (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich) mit destilliertem Wasser umgesetzt. Durch eine Fixation des
Schneckenhauses mit einer Pinzette, konnte der Schneckenkdrper mit einer raschen
Bewegung aus dem Gehduse vorverlagert und herausgezogen werden. Die Tiere
waren durch diesen Vorgang unmittelbar tot und bewegungslos. Der Korper konnte
anschliefend bei 100-facher Vergroferung unter dem inversen Mikroskop

untersucht werden.

1.4.1. Gewinnung von C. daubneyi Redien
Fiir die Gewinnung von C. daubneyi Redien wurden die infizierten Schnecken ab
Tag 21 p. 1. seziert. Schon beim Herausziehen des Schneckenkorpers aus dem

Schneckenhaus traten Redien aus dem Korper und Schneckenschleim aus, sie
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waren durch den leicht transparenten Schneckenkdrper leicht zu identifizieren.
Zusétzlich befanden sich etliche Exemplare im Schneckendarm. Die Sammlung
und Zahlung der Stadien erfolgte mittels einer 10 - 100 ul Pipette (Transferpette®
S, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland). Die Redien wurden
makroskopisch nicht nach Generation unterschieden. Alle Redien wurden mehrfach
in destilliertem Wasser aufgereinigt ehe sie in Gruppen von je 50 Stiick in 1,5 ml
Tubes (Rotilabo®-Reaktionsgefille, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) mit 450 pl des fiir die RNA-Extraktion verwendeten Lysepuffer
(siehe II1.3.1) gesammelt wurden. Drei Gruppen wurden fiir die spitere RNA-

Extraktion vorgesehen.

1.4.2. Gewinnung von C. daubneyi Zerkarien
Um C. daubneyi Zerkarien gewinnen zu kdnnen, wurden die infizierten Schnecken
ab Tag 55 p. 1. seziert. Das Vorgehen war identisch wie in Abschnitt I1I.1.4.1
beschrieben. Es wurden bei der Sammlung ausschlieBlich vollstindig ausgereifte,
schwimmfdhige Zerkarien beriicksichtigt, wie sie auch aus der Schnecke in die
Umwelt austreten wiirden. Die gesammelten Exemplare wurden mehrfach in
destilliertem Wasser gewaschen, in Gruppen von je 50 Stiick in 1,5 ml Tubes
(Rotilabo®-ReaktionsgefdBle, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) tberfiihrt und 450 pl Lysepuffer (siehe III1.3.1) hinzugefiigt. Drei

Gruppen wurden fiir die spitere RNA-Extraktion vorgesehen.

1.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Bestiitigung der Spezies C.
daubneyi

Um die Spezies C. daubneyi der gewonnenen Proben eindeutig zu identifizieren,
wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Das hierbei
verwendete Protokoll wurde aus der Dissertation von Kiichler (2021) tibernommen.
Analysiert wurden Pansenegeleier aus Abschnitt I11.1.2.1, eine infizierte Schnecke
aus Abschnitt I1I.1.3 sowie Redien und Zerkarien aus den Abschnitten I1I.1.4.1 und
11.1.4.2.

1.5.1. DNA-Extraktion
Die DNA wurde aus den zu untersuchenden Proben unter Verwendung des DNeasy
Blood & Tissue Kits (QIAGEN) extrahiert. Dabei kam eine maschinelle
Zerkleinerung mittels SpeedMill PLUS (Analytik Jena GmbH & Co. KG,

Deutschland), sowie eine liber Nacht andauernde Inkubation (10 - 15 Stunden) zum
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Einsatz. Alle weiteren Schritte wurden gemdll den Anweisungen des Herstellers

und den Vorgaben aus Kiichler (2021) durchgefiihrt.

1.5.2. Primer
Fir die PCR wurde der Primer Cd-Cox Neu (Primer-Sequenz forward:
GTTTGTGTGGTTTGCCACGG; reverse: CTACCCCAAGCAGCCACTAC, 169
bp) verwendet (Jones et al., 2015). Die Stocklosung wurde zu einer Arbeitslosung

mit einer Konzentration von 5 pmol/ul verdiinnt (Verdiinnungsverhéltnis 1:20).

1.5.3.  Positiv- und Negativkontrolle
Als Positivkontrolle diente die DNA eines zuvor verifizierten, adulten Pansenegels.

Die Negativkontrolle bestand aus 5 pl nukleasefreiem, autoklaviertem Wasser.

1.5.4. Temperatur-Protokoll
Fiir die PCR wurde der Professional Thermocycler von Biometra Analytik Jena AG
und die Software qPCRsoft 3.4 (Analytik Jena AG) verwendet. Das

Temperaturprotokoll ist in Tab. 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Temperaturprotokoll der PCR

PCR-Phase Temperatur Dauer Zyklen
°O) (Minuten)

Initiale Denaturierung 95 2 1

Denaturierung 95 1

Primerhybridisierung 59 1 30

Elongation 73 1

Finale Elongation 73 5 1

1.5.5. Elektrophorese
Die DNA wurde mit einem automatisierten Elektrophoresesystem, dem 4150
TapeStation System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), analysiert. Dabei
kam das D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) zum
Einsatz. Das System ermdglichte eine Auftrennung im Bereich von 25 bp (Lower-
Marker) bis 1500 bp (Upper-Marker). Die gesamte Analyse wurde geméill den
Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Als positiv wurden alle Proben

bewertet, die um +/- 10 bp von der Positivkontrolle dieses Durchlaufs abwichen.
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2. DNA-Extraktion, Vorarbeiten und Durchfithrung der
DNA-Sequenzierung

2.1. DNA-Extraktion

Fiir die Extraktion der hochmolekularen ultralangen genomischen DNA wurde das
Monarch® HMW DNA Extraction Kit for Tissue (NEB #T3060) verwendet. Als
gefrorenes Ausgangsmaterial des finalen Ansatzes dienten 15,9 mg eines zufillig
ausgewdhlten, mit PBS gewaschenen, gefrorenen, adulten Pansenegels aus

Abschnitt III.1.1.

Die Extraktion wurde gemill Herstellerangaben durchgefiihrt. Alle verwendeten
1,5 ml Tubes waren vom Typ DNA LoBind Tube (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland). Einige Schritte wurden wie folgt modifiziert: Die mechanische
Homogenisierung der Probe erfolgte manuell mit Monarch Pestle Tubes auf
Trockeneis. Wahrend der Inkubation bei 56 °C fiir 45 min (Rotations-Inkubator
ThermoMixer® C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde eine
Rotationsgeschwindigkeit von 700 rpm gewdihlt, um moglichst lange DNA-
Fragmente zu erhalten. Die Zentrifugation zur Auftrennung von DNA- und
Proteinphase wurde zwei Mal fiir je 13 Minuten bei 14,8 Tausend rpm durchgefiihrt
(Mikrozentrifuge Thermo Scientific™ Heraeus™ PICO21, Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Deutschland). Um die sichtbare DNA gegen Ende gleichmifig
im Eluat zu verteilen, wurde eine 200 pl weite Pipettenspitze (200 pl UltraPoint®
graduiert TipOne® Pipettenspitze, Starlab GmbH, Hamburg Deutschland) genutzt,

um sieben Mal auf und ab zu pipettieren.

Um die DNA-Probe weiter zu homogenisieren, wurde sie nach Protokollende 60
min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend erneut sieben Mal mit einer 200 ul weiten
Pipettenspitze auf und ab pipettiert, ehe die erste Kontrollmessung durchgefiihrt
wurde. Im Anschluss wurde die Probe zur Relaxation flir 24 Stunden bei
Raumtemperatur belassen und am nichsten Tag der letzte Homogenisierungs- und
Inkubationsvorgang (7 x Pipettieren, Inkubation 60 min bei 37 °C, 7 x Pipettieren)
wiederholt und eine zweite Kontrollmessung durchgefiihrt. Anschlieend wurde

die Probe bis zur Sequenzierung mehrere Tage bei + 4 °C gelagert.
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2.1.1. Bestimmung von Quantitiit und Qualitit der DNA

Um Quantitdt und Qualitdt der extrahierten hochmolekularen ultralangen
genomischen DNA zu bestimmen und auf Tauglichkeit fiir eine darauffolgende
Genomsequenzierung zu testen, wurden an zwei verschiedenen Zeitpunkten (siche
Abschnitt II1.2.1) mehrere photometrische Kontrollmessungen mithilfe des
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurde DNA-50 als Sample-Type und eine
Wellenldnge von A 260 nm gewdhlt.

2.2 DNA-Sequenzierung: Oxford Nanopore Sequencing

Die DNA-Sequenzierung als Grundlage der Genomanalyse wurde extern im
Laboratory for Functional Genome Analysis (LAFUGA) des Genzentrums der
LMU Miinchen (Deutschland) realisiert. Die Sequenzierung wurde mit einer
PromethION 24 Plattform (Oxford Nanopore Technologies, ONT) und einer FLO-
PRO114M-Flieizelle unter Verwendung der MinKNOW-Software umgesetzt.
Details der Sequenzierung und der spezifischen Einstellungen bzw. Softwares sind
in Tab. 2 zusammengefasst. Es wurden zwei Runs (Run01 und Run02) im Abstand
von einem Tag mit identischen Plattform- und Software-Einstellungen fiir eine

Dauer von je 72 Stunden abgewickelt.
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Tabelle 2: Detailiibersicht der zwei Nanopore-Sequenzierungsruns auf der
PromethION 24 Plattform (ONT)

Run Setup Software Versions
Flow cell type FLO-PRO114M MinKNOW 24.02.10
Flow cell type alias FLO-PRO114M Bream 7.9.4
Flow cell ID PAW44736 Configuration 5.9.12
Kit type SQK-ULK114 Dorado 7.3.9
MinKNOW Core 5.9.7

Run Settings Data Output Settings

Run limit 72 hrs FASTS output Off
Active channel On FASTQ data One file every 10
selection output min
Pore scan frequency | 1,5 hrs PODS5 data output | One file per hour
Reserved pores On BAM file output Off
Minimum read 1000 bp Bulk file output Off
length
Basecalling Super-accurate

basecalling, 400

bps
Modified basecalling | Off
Minimum Q score 10

3. RNA-Extraktion, Vorarbeiten und Durchfithrung der

RNA-Sequenzierung

3.1. RNA-Extraktion

Fiir die Gesamt-RNA-Extraktionen der insgesamt 15 Proben (3 x Eier TO, 3 x Eier
T7, 3 x Eier T14, 3 x Redien, 3 x Zerkarien) wurde das Bio-&SELL RNA Mini Kit
(Niirnberg, Deutschland) verwendet. Den frischen Proben wurden je 450 ul des
mitgelieferten Lysispuffer SM zugesetzt, ehe sie direkt weiterverarbeitet oder fiir
eine spétere Extraktion bei - 80 °C zur Lagerung eingefroren und am Extraktionstag
langsam auf Eis wieder aufgetaut wurden. Zunichst erfolgte eine Ubertragung der
Proben in Lysis Tubes P mit 2,4 - 2,8 mm gro3en Keramikkiigelchen (Analytik Jena
Innuscreen GmbH, Berlin, Deutschland) und die mechanische Homogenisierung

mit Hilfe des Homogenisators SpeedMill PLUS (Analytik Jena GmbH & Co. KG,



III. Material und Methoden 39

Jena, Deutschland) im Continuous Mode fiir eine Minute. Anschlieend wurden
alle weiteren Schritte der RNA-Extraktion gemél} Herstellerangaben durchgefiihrt.
Zusétzlich wurde ein DNAse-Inaktivierungsschritt mit dem DNAse I Column
Digestion Kit (Bio&SELL, Niirnberg, Deutschland) in das Protokoll eingebaut. Die
gereinigte  RNA wurde am Protokollende mit je 30 pl nukleasefreiem,
autoklavierten Wasser eluiert und bei - 80 °C bis zur weiteren Prozessierung

gelagert.

3.1.1. Ermittlung von RNA Quantitit und Qualitit mittels 4150
TapeStation

Sowohl eine hohe RNA Qualitit, als auch eine ausreichende RNA Menge ist fiir
die Durchfiihrung einer Transkriptomanalyse entscheidend. Aus diesem Grund
wurden die ausgewéhlten Proben vor der Weiterverarbeitung dahingehend mit Hilfe
des automatisierten Elektrophoresesystems 4150 TapeStation System (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) unter Verwendung der High Sensitivity RNA
ScreenTapes® und der TapeStation Analysis Software 4.1.1 ausgewertet. Das
System ermoglichte eine Auftrennung von 25 nt (Lower-Marker) bis 6000 nt
(Upper-Marker). Bei der Analysevorbereitung der Proben (nicht der Leiter) wurde
grundsitzlich gemil3 Herstellerangaben gearbeitet, allerdings der vorgesehene
Hitzedenaturierungsschritt ausgelassen. Vorarbeiten und Literatur gaben Hinweise
darauf, dass die 28S RNA von C. daubneyi durch die Hitze degradiert und die
Analyseergebnisse dadurch verfélscht werden (siehe Abschnitt V.3.2).

3.1.2. Ermittlung von RNA Quantitit und Qualitit mittels 2100
Bioanalyzer

Die Erstellung der RNA-Seq-Bibliotheken, wie auch die RNA-Sequenzierung
selbst, wurde vom externen Dienstleister IMGM Laboratories (Medicover
Integrated Clinical Services, Martinsried, Deutschland) durchgefiihrt. Der Prozess
erfolgte in zwei Chargen (RunOl1 Pilot Batch und Run02 Batch 2) zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Nach Probeneingang wurde eine erneute Qualitéts-
und Quantitdtskontrolle (nachdem die Proben fiir mehrere Wochen durchgehend
bei - 80 °C gelagert wurden) durchgefiihrt. Dafiir wurde das automatisierte
Elektrophoresesystem 2100 Bioanalzyer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
verwendet. Hierbei wurde, wie in Abschnitt II1.3.1.1 erldutert, ebenfalls keine

Hitzedenaturierung durchgefiihrt, um eine Degradation der RNA zu vermeiden.
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3.2. Erstellung der RNA-Seq-Bibliotheken

Die Weiterarbeit erfolgte mit je 15 ng jeder RNA-Probe. Zunéchst wurde ein
Poly(A)-RNA-Selektionsschritt mit dem NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic
Isolation Module (New England Biolabs) durchgefiihrt. Aus dem angereicherten
Material wurden mit dem NEBNext® Ultra™ II Directional RNA Library Prep Kit
(New England Biolabs) gemél Herstellerangaben RNA-Seq-Bibliotheken (cDNA)
erstellt. Eine Ubersicht der verwendeten Adaptersequenzen ist in Tab. 7 dargestellt.
Die Adapter-ligierten Fragmente wurden in einer PCR-Reaktion von 15 Zyklen

amplifiziert.

3.2.1. Qualititskontrolle der RNA-Seq-Bibliotheken
Alle Bibliotheken wurde mit dem 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) und
einem High Sensitivity DNA Assay qualitétsgepriift. Mit dem Qubit® ds DNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) wurde auBerdem deren dsDNA-

Konzentration bestimmt.

3.2.2. Library-Pooling und Finalisierung
Alle Einzelbibliotheken wurden zu einem Pool mit &hnlicher DNA-Menge je Probe
zusammengefasst. Zur Entfernung von Primer-Dimeren und Adapter-Fragmenten
wurde der Pool mit der paramagnetischen Technologie auf Basis von Festphasen-
Immobilisierung (SPRI) (AMPure XP Beads, Beckman Coulter) gereinigt.
Anschlieend wurden die Bibliotheken mit denen aus anderen Projekten gepoolt
und mit NaOH denaturiert. Dadurch wird das Vorhandensein von ssDNA-
Fragmenten fiir die Clustergenerierung sichergestellt. Der finale Bibliothek-Pool
bestand aus ssDNA-Fragmenten mit Sequenzieradaptern, Sequenzierprimer-

Bindungsstellen und Indizes.

3.3. RNA-Sequenzierung: Illumina Sequencing by Synthesis

Die Sequenzierung wurde gemél des Standardarbeitsablaufes auf einer Illumina
NovaSeq® 6000 Hochdurchsatz-Sequenzierungsplattform der ndchsten Generation
unter Verwendung der Sequencing by Synthesis Technologie und unter Kontrolle
der NovaSeq Control Software (NCS) V.1.8.1 durchgefiihrt. Von uns angefragt
wurde eine Single-End-Sequenzierung mit 75 bp. Dies wurde fiir RunO1 Pilot Batch
umgesetzt. Fiir Run02 Batch 2 wurde eine Paired-End-Sequenzierung mit 150 bp
beim Dienstleister durchgefiihrt. Um die Vergleichbarkeit mit RunOl zu

gewdhrleisten und der urspriinglichen Anfrage nachzukommen, wurden nur die
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dabei erstellten forward-Reads fiir die Weiterarbeit genutzt und auf 75 bp Lénge
getrimmt (siche Abschnitt 111.3.3.2).

3.3.1. Datenprozessierung und Qualititskontrolle
Die Bildverarbeitung wurde auf dem Illumina NovaSeq® 6000 Gerdt mit der Real
Time Analysis 3.4.4 Software (RTA) durchgefiihrt. Der Illumina Sequence
Analysis Viewer (SAV) 2.4.7 wurde fiir die Bildgebung und die Bewertung der

Leistung des Sequenzierungslaufs verwendet.

Die primére Analyse der Illumina-Rohdaten, einschlieBlich der Signalverarbeitung
zu FASTQ-Dateien und der Demultiplexierung indizierter Reads, wurde mit dem
Software-Tool bel2fastq durchgefiihrt. Die FASTQ-Dateien wurden mit dem QC-
Report-Tool CLC Genomics Workbench 23.0.4 (Qiagen) einer Qualititskontrolle

unterzogen.

3.3.2. Trimming
Adapter-Sequenzen, Sequenzen von geringer Qualitét (Qualitdtsgrenze = 0,05) und
mehrdeutige Nukleotide (maximale Anzahl von Mehrdeutigkeiten = 2) wurden
entfernt. Alle Sequenzen beider Chargen wurden auf 75 bp vom 3'-Ende aus
getrimmt, um eine Vergleichbarkeit der Daten zu gewdhrleisten (beides unter

Benutzung der CLC Genomics Workbench).

4. Genomanalyse: Bioinformatische Auswertung

Alle bioinformatischen Genomanalysen wurden mit Hilfe der Expertise von Dr.
Markus Schmidt des Biomedizinischen Zentrums fiir physiologische Chemie der
Medizinischen Fakultit der LMU Miinchen (Planegg-Martinsried, Deutschland)
durchgefiihrt.

4.1. Read-Assembly

Die Read-Assembly, also das erste Zusammenfiigen und Sortieren der Reads (kurze
Genomsequenzen) zu ldngeren Sequenzen (Contigs), erfolgte mit Hilfe des
Programms NextDenovo Version 2.5.2 unter Standardeinstellungen (Hu et al.,
2024). NextDenovo ist ein Tool fiir die De-Novo-Assemblierung von Genomen, das
sich auf die Verarbeitung und Fehlerkorrektur langer Sequenzierreads konzentriert,

die durch Technologien wie Oxford Nanopore erzeugt werden. Die Software
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umfasst mehrere Schritte, darunter die Qualitidtsoptimierung der Rohdaten, die
Auswahl geeigneter Reads, die Berechnung von Sequenziiberlappungen,

Konsensbildung und die abschlieBende Assemblierung zu Contigs (Hu et al., 2024).

4.2. Assembly Statistiken

Die Assembly-Statistiken (Anzahl und Lidnge der Contigs bzw. der Assembly,
Qualititskontrolle) wurde mit QUAST Version 5.2.0 (Quality Assessment Tool fiir
Genome Assemblies) ermittelt (Gurevich et al., 2013). Dies wurde sowohl vor, als

auch nach dem Scaffolding-Prozess separat durchgefiihrt.

4.3. Scaffolding

Scaffolding ist die Ordnung der Contigs in groBere, sinnreihige Strukturen
(Scaffolds). Dieser Prozess wird hiufig mithilfe zusitzlicher Daten, wie
beispielsweise Hi-C, durchgefiihrt (Miiller et al., 2018). In diesem Fall existierte
durch den schon verdffentlichten nordirischen Genomentwurf C. daubneyis ein
extrem dhnlicher Genomansatz, welcher als Vorlage verwendet werden konnte und
somit zusétzliche Kosten und Aufwand einsparte (Clancy et al., 2025). Der
nordirische Genomentwurf ist unter der ENA (The European Nucleotide Archive)
Accession Number GCA 964186725 und dem Assembly Name CDAUBV1 v7

abzurufen.

Im ersten Schritt wurde das Programm Minimap2 Version 2.17-r941
(Voreinstellung: asm10) verwendet (Li, 2018), um deutsche Contigs mit
nordirischen Contigs zu alignen (gegeneinander auszurichten) und hierdurch
Ahnlichkeiten zu identifizieren. Fiir deutsche Contigs, welche Ahnlichkeiten zu
mehreren nordirischen Contigs aufzeigten, wurden nur die priméren Alignements,
d. h. die groBten Ahnlichkeiten, beriicksichtigt. Deutsche Contigs, die im
nordirischen Genom benachbart waren, wurden anhand der Alignments sortiert und
zusammengefiigt. Vorhandene Sequenzliicken wurden je nach Linge mit

entsprechend vielen N’s markiert.

4.4. Kontaminationsiiberpriifung
Um den Genomentwurf auf ggf. vorhandene Genkontaminationen (beispielsweise
mit Fremd-DNA von Bakterien) zu iiberpriifen, wurde das Programm Kraken2

Version 2.1.3 mit der Standard-Datenbank genutzt (Wood et al., 2019).
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4.5. Vergleich von deutschem und nordirischem Genom mittels Dotplots
Die erzeugten deutschen Contigs und Scaffolds wurden mit denen des nordirischen
C. daubneyi-Genomentwurfes verglichen. Dafiir wurden sie mit Hilfe zweier
individueller Skripte (Dr. M. Schmidt) sortiert und ein Punktdiagramm (Dotplot)
erstellt, das die Ubereinstimmungen zwischen den beiden Genomen

veranschaulicht.

S. Transkriptomanalyse: Bioinformatische Auswertung

Alle bioinformatischen Transkriptomanalysen wurden mit fachlicher Unterstiitzung
von Dr. Raul Cosentino vom Biomedizinischen Zentrum fiir Physiologische
Chemie der Medizinischen Fakultit der LMU Miinchen (Planegg-Martinsried,

Deutschland) umgesetzt.

5.1. Zuordnung (Mapping) der RNA-Seq Daten zum Genom
Fiir die Weiterverarbeitung der Rohdaten wurden die in Tab. 3 aufgefiihrten

Programme verwendet.

Tabelle 3: Verwendete bioinformatische Tools zur Erstverarbeitung der RNA-
Seq-Daten

Arbeitsschritt Programm/Tool Referenz

Mapping BWA-MEM (Li und Durbin, 2009)
Version 0.7.18 (r1243)

Format-Konvertierung, = S4Mtools (Danecek et al., 2021)

Sortierung, Indexing Version 1.21

Entfernung von PCR- Picard MarkDuplicates  (Broadlnstitute, 2019)
Duplikaten Version 3.3.0

Erstellung von DeepToolsBamCoverage (Ramirez et al., 2016)
Coverage-Files entlang = Version 2.2

des Genoms

5.2. De-Novo-Assembly des Transkriptoms
Fiir die De-Novo-Rekonstruktion des Transkriptoms wurde das Software-Tool
Trinity Version 2.15.1 verwendet, welches insbesondere fiir die Assemblierung der

RNA-Seq-Daten von nicht Modellorganismen oder Organismen mit unbekanntem
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oder nur teilweise bekanntem Genom geeignet ist (Grabherr et al., 2011). Der
vollstindige Satz an RNA-Seq-Reads aus allen Lebenszyklusstadien wurde hierfiir
berticksichtigt. AnschlieBend wurde mit Hilfe des Programms bowtie2 Version
2.4.5 ein Re-Mapping durchgefiihrt (Langmead und Salzberg, 2012), was bedeutet,
dass die RNA-Seq-Reads jedes Replikats erneut dem De-Novo-assemblierten
Transkriptom zugeordnet wurden. Das Re-Mapping dient der Uberpriifung der
Qualitdt und Sinnhaftigkeit der De-Novo-Assembly. Dariiber hinaus wurde die
Qualitit der Assembly weitergehend mit dem Programm BUSCO Version 5.8.2
beurteilt (Simao et al., 2015).

5.3. Differenzielle Genexpression

Um festzustellen, inwiefern die Expression einzelner Transkripte variiert und um
deren Genaktivitit zu bestimmen, wurde mit Hilfe des Programms sa/mon Version
1.6.0 eine Transcript Expression Quantification durchgefiihrt (Patro et al., 2017).
Mittels DESeq?2 Version 1.34.0 konnte anschlieend eine paarweise differenzielle
Genexpressionsanalyse umgesetzt werden (Love et al., 2014). Mit der Hilfe zweier
Tools aus der Trinity Software Version 2.15.1 wurden darauthin die differenziell
exprimierten Transkripte geclustert bzw. nochmals in Subcluster unterteilt

(Grabherr et al., 2011).

5.3.1. Visualisierung: MA-Plots und Vulcano-Plots
Fiir eine graphische Visualisierung der differenziellen Genexpression wurden
verschiedene Darstellungen gewdhlt: Die Erstellung der MA-Plots und der
Vulcano-Plots erfolgte mit Hilfe der Trinity Software Version 2.15.1 (Grabherr et
al., 2011). Ziel war es hierbei diejenigen Gene visuell darzustellen, welche
zwischen zwei definierten Bedingungen (zwischen zwei Entwicklungsstadien C.

daubneyis) unterschiedlich exprimiert sind.

Der Cut-Off-Wert fiir statistisch relevante, differenziell exprimierte Gene (rote

Punkte) wurde in beiden Fillen bei einem FDR-Wert von < 0,05 gesetzt.

5.3.2. Darstellung der differenziellen Genexpression im IGV-Browser
Der Integrative Genomic Viewer (IGV) Version 2.18.4 ist ein interaktives Tool, um
genomische Daten visuell zu erkunden und ist unter anderem fiir FASTA und gff3-
Formate geeignet (Robinson et al., 2011). IGV erlaubt die Ansicht und den

Vergleich verschiedener Tracks, bezogen auf ein Referenzgenom. Als
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Referenzgenom diente in diesem Fall das zuvor erstellte deutsche C. daubneyi
Genom nach Scaffolding. Das Tool wurde in dieser Arbeit zur Visualisierung der
differenziellen Genexpression auf Transkriptlevel verwendet. Hierfiir wurden die
Tracks aller 15 wuntersuchten Replikate C. daubneyis (je drei pro

Entwicklungsstadium) in IGV iibereinandergelegt.

5.3.3.  Visualisierung: Heat-Maps
Mittels Trinity Version 2.15.1 (Grabherr et al., 2011) wurden sogenannte HeatMaps
(,, Warmekarten*) aus den Daten der differenziellen Genexpressionsanalyse erstellt.
In der ersten Darstellung (Abb. 20) geschah dies auf Replikatebene, in der zweiten
Darstellung (Abb. 21) auf Transkriptebene. In beiden HeatMaps wurden
ausschlieBlich diejenigen 1000 Gene mit der hochsten differenziellen Expression

beriicksichtigt.

5.34. Subcluster-Analyse
Im nichsten Analyseschritt wurden alle Transkripte geclustert, d. h. {ibergreifende
Gruppen gebildet, welche dhnliche Expressionsmuster aufweisen. In diesem Fall
wurde an Position P_30 geteilt, was 16 Cluster generierte. Das hierarchische
Clustering wurde mit einem akzessorischen Skript aus dem Trinity-Programm
Version 2.15.1 (Grabherr et al., 2011) durchgefiihrt und grafisch visualisiert. In das
Clustering wurden aus jeder paarweisen Analyse die 1000 am stérksten differentiell
exprimierten Gene miteinbezogen. Diese wiesen einen p-Wert von < 0,001 und

einen log2-Foldchange > 2 (entsprechend einer vierfachen Differenz) auf.

54. Funktionelle Annotation

Der néichste Analyseschritt galt dem Vorhaben, die Funktion der ermittelten Gene
vorherzusagen, auch funktionelle Annotation genannt. Zuerst wurde mittels
Trinnotate ‘TransDecoder‘ Version 4.0.2 diejenigen Regionen identifiziert, die
wahrscheinlich proteinkodierend sind (Bryant et al., 2017). AnschlieBend wurden
die Transkriptomsequenzen mittels blastx Version 2.16.0 (Altschul et al., 1990) mit
der SWISSPROT Datenbank (Bairoch und Apweiler, 2000) verglichen und nach
Homologien gesucht. Mit blastp Version 2.16.0 (Altschul et al., 1990) wiederum,
wurde die SWISSPROT Datenbank mit den vorhergesagten Proteinsequenzen der
Transkriptome verglichen. Mittels ~immscan Version 2.39.0 (Potter et al., 2018)
wurde zusétzlich nach konservierten Doménen in der PFAM Datenbank (Mistry et

al., 2020) gesucht. Die daraus gesammelten Informationen wurden darauthin
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mittels Trinotate ‘sqlite‘ Version 4.0.2 (Bryant et al., 2017) in eine gemeinsame

Datenbank geladen um daraus einen endgiiltigen Bericht zu erstellen.

5.5. GO-Enrichment Analyse

Bei der GO-Enrichment-Analyse soll herausgefunden werden, welche Prozesse,
Funktionen oder Zellkomponenten innerhalb einer definierten Gengruppe im
Vergleich zum restlichen Genom oder Transkriptom iiberreprasentiert sind
(Thomas et al., 2022). Die Analyse wurde mit den Tools und Befehlen 7rinotate
‘extract_ GO _assignments_from_Trinotate xls’ (Bryant et al, 2017) und
Bioconductor-goseq Version 1.46.0 (Young et al., 2010a) durchgefiihrt. Der Cut-
Off-Wert des p-Wertes fiir die enriched/depleted GO-Analyse wurde bei 0,05

gesetzt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse der Vorarbeiten

1.1. Eigewinnung aus adulten Pansenegeln

Durch das in Abschnitt III.1.2 beschriebene Vorgehen konnten insgesamt nach
Hochrechnungen ca. 750.350 Pansenegeleier gewonnen werden (Tab. 4). Bei einer
Gesamtzahl von 1.146 gesammelten Parasiten sind dies durchschnittlich rund 655
ausgeschiedene Eier pro Egel. Die ovalen, intakten Eier bildeten eine homogene
Gruppe, waren einheitlich groB3, hell, leicht transparent und ohne erkennbare
Entwicklungsstrukturen im Inneren (Abb. 9 (2)). Nach fiinf Sammlungen zu vier

verschiedenen Zeitpunkten waren alle Egel nach spétestens 8,5 Stunden verendet.

Tabelle 4: Anzahl gewonnener Pansenegeleier aus adulten Egeln zu
unterschiedlichen Sammlungs-Zeitpunkten

Hochrechnung Eizahl in 5 ml
@ Eizahl in 1 pl

Gesamtiiberstand
Sammlung 1/1 (13:45 Uhr) 35,6 178.000
Sammlung 1/2 (13:45 Uhr) 22,67 113.350
Sammlung 2 (15:45 Uhr) 34,25 171.250
Sammlung 3 (16:30 Uhr) 38,3 191.500
Sammlung 4 (18:30 Uhr) 19,25 96.250

1.2. Begutachtung der Kontrollgruppen

Um unabhéngig der zahlreichen Vorversuche wéhrend der Hauptprobennahme zu
begutachten, wie sich die untersuchten Eigruppen verhielten, wurde jeweils eine
Kontrollgruppe mitgefiihrt, welche unmittelbar nach erfolgter Inkubation von

sieben bzw. 14 Tagen mikroskopisch iiberpriift wurde.

Die Eier der Kontrollgruppe T7 (Abb. 9 (3)) =zeigten eine beginnende
Zellorganisation im Eiinneren. Vereinzelt kamen dunkelbraune Eier (Abb. 9 (4b))
oder Eier mit Austritts des Inhalts vor (Abb. 9 (5)). Derartige Eier wurden in den
Hauptproben aussortiert. Nach der Begutachtung wurden die Eier wieder zuriick in
ihre Tubes tiberfiihrt, unter selbigen Bedingungen inkubiert und an Tag 9, 10 und
21 erneut beurteilt. Bis Tag 10 konnten kleine Entwicklungsfortschritte beobachtet
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werden (Zellteilungen im Eiinneren), danach schien die Weiterentwicklung zu
stagnieren (Abb. 9 (4a)). Anzumerken ist, dass bei der Inkubation in Tubes der Eier
T7 eine Uberlagerung der Eier stattfand und somit, anders als bei der Inkubation in
Well-Platten, ein gewisser Gewichtsdruck insbesondere auf unten liegende Eier
ausgetiibt wurde. Dieser kiinstlich erzeugte Stress schien die Weiterentwicklung ab

einem gewissen Zeitpunkt zu hemmen.
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Abbildung 9: Mikroskopische Aufnahmen verschiedener Eistadien C.
daubneyis:

Leer nach Mirazidienschlupf (1), frisch ausgeschieden, unembryoniert (2), aus
Gruppe T7, beginnende Zellorganisation (3), aus T7 Kontrollgruppe an Tag 10
(4a), tot (4b), tot mit ausgetretenem Inhalt (5), vollstiindig embryoniert, Eye-
Spot-Stadium (6), unentwickelt (7a), unvollstindig entwickelt (7b), vollstindig
embryoniert, Eye-Spot-Stadium (7¢)

Etwa 63 % der Eier aus Kontrollgruppe T14 befanden sich nach der Inkubationszeit
eindeutig im embryonierten Stadium, d. h. die Zellorganisation im Eiinneren war
so weit fortgeschritten, dass die Form eines Mirazidiums erkannt werden konnte
bzw. schon das sogenannte Eye-Spot-Stadium erreicht war (Abb. 9 (6 und 7c¢)).
Etwa weitere 20 % der Eier zeigten mindestens eindeutige Zellteilungsvorginge
(Abb. 9 (7b)). Eine darauffolgende Lichtexposition veranlasste geschitzte 80 % der
vollstindig entwickelten Mirazidien zum Schlupf. Die restlichen Eier waren

entweder unentwickelt (Abb. 9 (7a)), deren Schale defekt, tot, oder die Mirazidien
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bereits geschliipft. Alle Eier, die sich nicht im Embryonalstadium befanden, wurden

in den Hauptproben heraus pipettiert.

1.3. Sammlung der verschiedenen Entwicklungsstadien C. daubneyis im
Zwischenwirt

Fiir die spétere Transkriptomanalyse wurden Redien und ausgereifte Zerkarien C.

daubneyis mittels Sektion des infizierten Schnecken-Zwischenwirts gewonnen.

Hierfiir war es notwendig, die Stadien visuell voneinander zu unterscheiden. Abb.

10 zeigt mikroskopische Aufnahmen (Mikroskop BZ-X800 KEYENCE)

verschiedenster aufgefundener Pansenegelstadien in der Zwischenwirtsschnecke

wiahrend der Sektion.
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Abbildung 10: Stadien C. daubneyis im Zwischenwirt wihrend der Sektion:
Redie (1, 2), unreife Zerkarie (3), ausgereifte, schwimmfihige Zerkarien (4),
Stadien (aus 1 - 4) durchmischt unmittelbar nach Eroffnung der Schnecke
nach Tag 55 p. i. (5), vollstiindig enzystierte Metazerkarien (6)

14. Speziesidentifikation mittels PCR

Um zu bestdtigen, dass es sich bei den gewonnenen Proben fiir die
Transkriptomanalyse eindeutig um die Spezies C. daubneyi handelt, wurde eine
PCR durchgefiihrt, welche anschlieBend mit einem virtuellen Elektrophoresegel
ausgewertet wurde (Abb. 11).
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Abbildung 11: Virtuelles Elektrophoresegel der PCR zur Speziesbestitigung
der untersuchten Proben: Bande A1l (L): Leiter, Bande B1: Negativkontrolle
ohne Signal, Banden C1 (Positivkontrolle), D1 (Pansenegeleier), E1 (Redien
und Zerkarien) und F1 (mit Pansenegelmirazidien infizierte Schnecke) mit
positivem Signal fiir C. daubneyi-DNA

Als positiv wurden alle Proben bewertet, die maximal +/- 10 bp von der
Positivkontrolle (adulter Pansenegel, Bande C1 in Abb. 11) abwichen, deren
Signalpeak bei 188 bp lag. Die Signalpeaks der Proben wichen um maximal - 4 bp
ab. Die Analyse bestdtigte somit die Spezies C. daubneyi fiir alle untersuchten

Proben.

1.5. Vorarbeiten zur Genomanalyse

1.5.1. Nanodrop-Messungen zur Bestimmung von Quantitit und
Qualitiit der extrahierten DNA

Um Quantitdt und Qualitdt der extrahierten hochmolekularen ultralangen

genomischen DNA zu bestimmen, wurden mehrere Messungen wie in Abschnitt

II1.2.1.1. beschrieben durchgefiihrt (Tab. 5). Das Verhéltnis der Absorption bei 260

nm und 280 nm dient als Mal fiir die Reinheit von DNA, wobei ein Wert von etwa

1,8 im Allgemeinen als Indikator fiir reine DNA angesehen wird. Ist das Verhiltnis

deutlich niedriger (< 1,6), kann dies auf das Vorhandensein von Proteinen, Phenol
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oder anderen Verunreinigungen hindeuten (Lucena-Aguilar et al., 2016). Das
260/230-Verhéltnis kann als ergdnzender Indikator zur Beurteilung der DNA-
Reinheit herangezogen werden. Fiir reine DNA liegen die typischen 260/230-Werte
zwischen 2,0 und 2,2. Niedrigere Verhidltnisse konnen auf Verunreinigungen
hinweisen. Allerdings gilt das 260/230-Verhéltnis als weniger zuverldssiger
Indikator fiir die DNA-Qualitét, da es instabil sein kann, wenn die DNA z. B. in

einem salzhaltigen Elutionspuffer gelost wurde (Lucena-Aguilar et al., 2016).

Tabelle 5: Ergebnisse der Nanodrop-Kontrollmessungen bei A 260 nm;
Messungen 1 - 3 erfolgten nach erster 60-miniitigen Inkubation bei 37 °C,
Messungen 4 - 6 erfolgten nach weiterer Inkubation fiir 24 h bei
Raumtemperatur und erneuter 60-miniitiger Inkubation bei 37 °C.

Messung DNA in ng/ul = 260/280 Ratio = 260/230 Ratio

Nr.
1 96.8 1.86 122
, 2 93,2 1.86 1.22
Ansatz mit 3 92,7 1,87 1.22
15,9 mg 4 934 1.88 1.22
5 93,5 191 124
6 91,5 1.82 1.28
2 1-6 93,52 1,87 123

Die 260/280 Ratio erbrachte duBerst zufriedenstellende Ergebnisse um 1,85
(+0,06/-0,03). Der niedrigen 260/230 Ratio (Werte um 1,2) wurde in diesem Fall
nur untergeordnete Bedeutung zugesprochen, da der bei der DNA-Extraktion
verwendete Elutionspuffer EDTA enthielt, welches mit hoher Wahrscheinlichkeit
die Ratio aufgrund dessen Absorptionsverhalten bei 230 nm negativ beeinflusste

(Lucena-Aguilar et al., 2016). Die Probe wurde somit als tauglich bewertet.
1.6. Vorarbeiten zur Transkriptomanalyse

1.6.1. Automatisierte Elektrophorese zur Bestimmung von Quantitiit
und Qualitat der extrahierten RNA

Um sicherzustellen, dass sowohl RNA-Menge, als auch RNA-Qualitdt fiir eine

Transkriptomstudie angemessen sind, wurden die Proben vor Ubergabe an den

externen Dienstleister (IMGM Laboratories, Martinsried) mittels eines

automatisierten Elektrophoresesystems wie in II1.3.1.1 beschrieben iiberpriift. Die

Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: RINe-Werte und RNA-Konzentrationen der extrahierten C.
daubneyi RNA (Tape Station 4150, High Sensitivity RNA ScreenTape®)

Probenbezeichnung RINe Konzentration

Eier Gruppe TO (1)
Eier Gruppe TO (2)
Eier Gruppe TO (3)
Eier Gruppe T 7 (1)
Eier Gruppe T 7 (2)
Eier Gruppe T 7 (3)
Eier Gruppe T 14 (1)
Eier Gruppe T 14 (2)
Eier Gruppe T 14 (3)

Redien (1)
Redien (2)
Redien (3)
Zerkarien (1)
Zerkarien (2)
Zerkarien (3)

9,8
9,7
9,6
9,1
9,3
9,3
9,0
8,8
9,3
8,0
8,4
9,3
9,1
8,6
9,2

(in pg/pl)
13900
27800
26500
42700
4510
5340
850
10300
6880
17800
28500
11200
1010
1040
955

Konzentration
(in ng/nl)
13,90
27,80
26,50
42,70
4,51

5,34

0,85
10,30
6,88
17,80
28,50
11,20
1,01

1,04

0,96

Gesamtmenge
RNA in 30 pl
Eluat (in ng)
417,00

834,00
795,00
1281,00
135,30
160,2
25,50
309,00
206,40
534,00
855,00
336,00
30,30
31,20
28,65

Bei der Analyse werden sogenannte RINe-Nummern (RNA-Integrity-Number) mit

Werten von 1 - 10 ermittelt. Ein RINe-Wert von 10 beschreibt intakte RNA mit

hoher Qualitit, dahingegen ein Wert von 1 hochgradig degradierte RNA von

niedriger Qualitdt (Schroeder et al., 2006). Angestrebt wurden RINe-Werte von

mindestens 7 und eine RNA-Gesamtmenge von mindestens 1 ng pro Probe

(Mindestanforderungen nach Erfahrungen des Dienstleisters).

Alle RNA-Proben wurden den Anforderungen gerecht und waren von sehr hoher

Qualitit.
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1.6.2. 2100 Bioanalyzer Kontrollmessung, Erstellung der RNA-Seq
Library und RNA-Sequenzierung

Eine erneute Kontrolle von RNA Qualitit und Quantitét, sowie der gesamte Prozess

von der Erstellung der cDNA-Bibliotheken bis hin zur Sequenzierung, wurde

detailliert in den Abschnitten II1.3.1.2 bis 1I1.3.3.2 beschrieben. Tab. 7 stellt eine

Ubersicht iiber die Messergebnisse der Quantitits- und Qualititskontrolle, die

verwendeten Adaptersequenzen, die Konzentrationen der cDNA-Bibliotheken und

die erstellten Sequenzierungsdaten dar.

Die Kontrolle der RNA und entsprechende RINe-Werte waren auch nach der
Lagerung und dem Transport zum Dienstleister fiir eine Sequenzierung
ausreichend. Der Sequenzierungsprozess wurde auch mit der Probe Eier Gruppe
T14 (1) nach sorgfiltiger Abwigung durchgefiihrt, obwohl der angestrebte RINe-
Wert von 7 nach der Lagerung mit einem Wert von 6,80 knapp unterschritten

wurde.

Insgesamt wurden 523.227.236 High-Quality-Reads (Rohsequenzen, Raw Reads)
produziert. Die Anzahl der Sequenzen nach dem Trimming-Prozess (Clean Reads)

belief sich schlussendlich auf 518.479.102.
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Tabelle 7: Ubersicht iiber Kontrollwerte, verwendete Adaptersequenzen und Sequenzierungsergebnisse wihrend der Erstellung der

Sequenzierungsbibliotheken und der RNA-Sequenzierung (Fortsetzung auf nichster Seite)

Probeninformation 2100 Bioanalyzer
Messung
Proben- Charge RNA RINe-
name Konzen- Wert
tration
[ng/pl]
Eier Gruppe = RunO1 22,70 9,70
TO (1)
Eier Gruppe = Run02 55,80 9,80
TO (2)
Eier Gruppe = Run02 54,08 9,90
TO (3)
Eier Gruppe = Run02 9,28 9,30
T7 (1)
Eier Gruppe = RunO1 7,50 8,70
T7 (2)
Eier Gruppe = Run02 26,36 9,30
T7 (3)
Eier Gruppe = Run02 3,02 6,80
T14 (1)
Eier Gruppe = Run02 13,37 7,00
T14 (2)
Eier Gruppe = RunO1 11,14 7,30

T14 (3)

i7/adapter 1 Index
Sequenz

TCTAGGAG

AGGTAGGA

TCGCGCAA

CTCGAAAT

TGCGTAAC

CTCACAAC

GTAACCAC

CATATCCA

CTTGCTAG

AGGTCACT

GGCGAACA

TGCCTTGT

CTTACCTG

GATAGGCT

GTCTCCTT

ACCTGACT

CTTACGGT

GGAGATGA

i5/adapter 2 Index Qubit: cDNA-
Sequenz

Library Konz.
[ng/pl]

0,97
2,19
1,98
0,90
1,18
1,07
1,29
2,13

1,93

RNA-Seq-Library, Quantitiatskontrolle, Sequenzierung

Totalanzahl:

Roh-

sequenzen
20.359.644
47.455.415
58.010.659
36.637.392
27,324,757
37.552.460
38.033.786

39.026.740

19.730.530

Totalanzahl:

Sequenzen auf 75

bp getrimmt
17.797.030
45.856.799
56.091.837
35.275.959
20.973.405
36.168.226
36.688.610
37.676.352

17.212.173
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(Fortsetzung Tabelle 7)

Probeninformation 2100 Bioanalyzer
Messung
Proben- Charge RNA RINe-
name Konzen- Wert
tration
[ng/p]
Redien (1) Run01 19,62 9,30
Redien (2) Run02 37,02 9,70
Redien (3) Run02 8,09 10,00
Zerkarien (1)  RunO1 0,82 8,60
Zerkarien (2) =~ Run02 1,35 7,50
Zerkarien (3)  Run02 1,22 8,60

i7/adapter 1 Index
Sequenz

AGCGAGAT
CGCTAATC
CTTCCAAC
TATGGCAC
AAGGAAGG
GCACACAA

GATACTGG
ACGTCATA
GTACCCAA
TCTCGCAA
ACTCCGGT
TCGTCAAG

i5/adapter 2 Index Qubit: cDNA-
Sequenz

Library Konz.
[ng/pl]
1,97
3,86
3,24
1,71
1,79
2,43

RNA-Seq-Library, Quantitiatskontrolle, Sequenzierung

Totalanzahl:
Roh-
sequenzen

22.146.066
50.234.810
46.867.451
19.701.716
44.084.412
43.436.055

Totalanzahl:

Sequenzen auf 75

bp getrimmt

19.294.338
48.527.423
45.232.284
17.210.663
42.572.682
41.901.321
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2. Genomanalyse

2.1. Genomassemblierung und Statistik

Durch die bioinformatische Verarbeitung und Assemblierung der Genomdaten aus
den Nanopore-Sequencing Runs konnte erstmalig ein Genomentwurf eines aus
Deutschland stammenden, adulten Pansenegels der Spezies C. daubneyi erstellt
werden. Dieser ist zum jetzigen Zeitpunkt noch liickenhaft und unvollsténdig, bietet
aber flr zukiinftige detailliertere Sequenzierungsarbeiten eine wichtige Grundlage.
Dariiber hinaus konnte mit schon vorhandenen C. daubneyi Genomdaten aus
Nordirland ein erster Vergleich angestellt werden. Nihere Angaben zum
Genomentwurf selbst und dessen Assemblierungsstatistiken sind in Tab. 8 und 9

zusammengefasst.

Von den insgesamt 175.670 assemblierten Transkripten, konnten 121.299, also 69
% davon, annotiert werden. Fiir die tibrigen 54.371 Transkripte wurden keine schon
bekannten Ahnlichkeiten gefunden, weswegen sie als ,,de-novo*“-Transkripte

angesehen werden konnen.
Es konnte keine signifikante Kontamination mit Fremdgenom festgestellt werden.

Die hier erstellte Erstsequenzierung enthilt noch etliche Sequenzliicken, welche mit
entsprechend vielen ,,N’s* markiert wurden. Beriicksichtigt man ausschlieflich die
tatsdchlich sequenzierten Abschnitte (ohne ,,N*s), so stimmen 78,1 % des

deutschen Genomentwurfes mit dem der Nordiren tiberein.

Tabelle 8: Allgemeine Angaben zum ersten deutschen Genomentwurf C.
daubneyis

Anzahl vorhergesagter Gene 103.689
Anzahl assemblierter Transkripte 175.670
Anzahl Exons 204.421
Durchschnittliche Exon Linge 12.028 bp
Durchschnittliche Protein Linge 4.009 aa
Anzahl Introns 100.727

Durchschnittliche Intron Lénge 12.382 bp
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Tabelle 9: Assemblierungs-Statistiken des ersten deutschen Genomentwurfes
C. daubneyis vor und nach dem Scaffolding im Vergleich zum nordirischen
Genomentwurf (Clancy et al., 2025)

Vor Scaffolding Nach Scaffolding Nordirischer
(Contigs) (Scaffolds) Genomentwurf
(Clancy et al., 2025)
Gesamtanzahl 1591 207 1047 (Contigs)
Anzahl > 50.000 1591 207 -
bp Liinge
Gesamtlinge 416.429.310 bp 417.813.310 bp 1,761 Gb
(416,43 Mb) (417,81 Mb)
Lingste Sequenz 1.448.603 bp 18.016.631 bp -
(1,45 Mb) (18,01 Mb)
GC Prozentsatz! 42,75 % 42,75 % 43,14 %
N50? 277.292 bp 3.762.355 bp 14.590.010 bp
(0,28 Mb) (3,76 Mb) (14,56 Mb)
N90 161.250 bp 958.986 bp 2.346.151 bp
L50° 506 30 34
L90 1290 108 145
Anzahl N’s pro 0,00 331,25 -
100 kb
2.2 Visueller  Vergleich von deutschem wund nordirischem
Genomentwurf

Nach der Read-Assembly wurden sowohl die generierten Contigs, als auch die
Scaffolds mit denen des schon vorhandenen nordirischen C. daubneyi Genoms
verglichen. Auf dem hierfiir erstellten Punktediagramm (Dotplot, Abb. 12 und 13
und digitales Zusatzmaterial, siche X.4, 1) befinden sich die Sequenzen des
nordirischen Genoms auf der X-Achse, die des deutschen Genomentwurfes auf der

Y-Achse. Graue Linien zeigen jeweils die Grenzen der einzelnen Contigs an.

! Anteil der Nukleotidbasen Guanin (G) und Cytosin (C) im Verhiltnis der Gesamtbasen
innerhalb einer Sequenz.

2 N50/N90-Werte beziehen sich auf die Linge (in bp) des kiirzesten Contigs/Scaffolds,
welcher mit ldngeren und gleich langen Sequenzen zusammen mindestens 50 % bzw. 90
% der gesamten Assemblierungsldange abdeckt.

3 L50/L90-Werte beziehen sich auf die Anzahl der lingsten Contigs/Scaffolds, welche
zusammen mindestens 50 % bzw. 90 % der Gesamtassemblierungslidnge entsprechen.
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'

~

Orientierung: Y-Achse, Deutsches Genom
.~

1

c)

Orientierung: X-Achse, Irisches Genom
Abbildung 12: Ausgewihlte Bildausschnitte des Dotplots (erstellt von Dr. M.

Schmidt) zum Vergleich des nordirischen (Clancy et. al, 2025) und deutschen
Genomentwurfes; a) parallele Linie zur Diagonalen, b) obere rechte Ecke der

Diagonalen mit Unterbrechung dieser, ¢) Punktgruppe aullerhalb der
Diagonalen

Jeder individuelle Punkt im Dotplot reprisentiert eine Ubereinstimmung zwischen
den beiden Sequenzen an der jeweiligen Position. Die ununterbrochene diagonale
Linie, die von der unteren linken Ecke zur oberen rechten Ecke verliuft, weist auf
eine hohe Ubereinstimmung zwischen den beiden Genomen hin und ist eindeutig
zu erkennen. Das bedeutet, dass die Sequenzen in diesen Abschnitten dhnlich oder
identisch sind. Je ldnger diese durchgehende Linie ist, desto mehr dhnelt sich ein
langerer Abschnitt der Sequenz, weswegen im durchgefiihrten Vergleich somit eine
hohe Homologie beider Genomentwlirfe ersichtlich ist (Abb. 13). Unterbrechungen
in der Diagonalen weisen auf fehlende Genomabschnitte hin (Abb. 12 b). Parallele
Linien zur Diagonalen selbst zeigen Duplikationen an, bei denen eine Region
innerhalb des Genoms mehrfach vorkommt (Abb. 12 a). Einzelne Punkte oder
Gruppen von Punkten auflerhalb der Diagonalen zeigen kurze Abschnitte auf, in
denen sich die Sequenzen gleichen, sie jedoch nicht zu einem grdBeren,
durchgehenden Bereich gehoren. Mehrere Punkte an ein und derselben Stelle

weisen dariiber hinaus auf Sequenzrepetitionen hin (Abb. 12 ¢).

Dariiber hinaus, wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt keine weiteren Genomanalysen

durchgefiihrt.
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3. Transkriptomanalyse

Das iibergreifende Ziel der Transkriptomanalyse war es herauszuarbeiten, ob und
in welchem Umfang die Transkripte der verschiedenen Entwicklungsstadien C.
daubneyis in den untersuchten Replikaten variierten und inwieweit differenzielle
Genexpression stattfand. Dariliber hinaus wurde von ausgewihlten Transkripten

eine funktionelle Annotation und GO-Enrichment-Analyse durchgefiihrt.

3.1. Differenzielle Genexpressionsanalyse

Zu Beginn wurden die untersuchten Entwicklungsstadien dahingehend miteinander
verglichen, ob und in welcher Menge stadienspezifische Transkripte existierten.
Dafiir wurde ein Plot erstellt, welcher quantitativ ,,stadienspezifische* Transkripte
mit solchen, die ,liber alle Stadien hinweg* exprimiert werden, vergleichend
analysiert und darstellt (Abb. 14). Als Basis wurde hierfiir die Einheit Transcripts
Per Million (TPM) gewéhlt. Die X-Achse zeigt die untersuchten
Entwicklungsgruppen, die Y-Achse reprisentiert die absolute Anzahl der
Transkripte bei einer Skalierung von 0 — 9000. Als ,,stadienspezifisch* wurden alle
Transkripte angesehen, welche in allen drei biologischen Replikaten einer
untersuchten Gruppe Werte iiber > 1 TPM erreichten. Als ,,iiber alle Phasen des
Lebenszyklus hinweg® exprimierte Transkripte wurden diejenigen bezeichnet,
welche in allen drei biologischen Replikaten aller untersuchten Gruppen Werte > 1

TPM erreichten.

In etwa 2600 Transkripte wurden von allen Entwicklungsstadien hinweg geteilt,
wiahrend gleichzeitig zu jedem Entwicklungszeitpunkt eine stadienspezifische
Expression beobachtet werden konnte. Stadienpezifische Transkripte machten bet
den Gruppen Eier TO und Eier T7 nur einen kleinen Anteil aus. Mit einem Wert von
tiber 8000, war die hochste Gesamtzahl an Transkripten bei den Eiern T14 zu
finden, wobei hier insbesondere stadienspezifische Transkripte stark iiberwogen.
Allein bei den Eiern T14, war die Gesamtanzahl stadienspezifischer Transkripte
grofler, als die der gemeinsam exprimierten Transkripte. Zerkarien zeigten ein
ausgeglichenes  Verhiltnis zwischen stadienspezifischen und geteilten
Transkripten. Redien hatten im Vergleich hierzu eine leicht erhohte Anzahl an
stadienspezifischen Einheiten, die Gesamtzahl der Transkripte lag dennoch unter

5000.
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Transcript Distribution Across Life-Cycle Stages

Shared across all stages
8000 Stage-specific
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Abbildung 14: Quantitative Transkriptverteilung der untersuchten C.
daubneyi Entwicklungsstadien, unterteilt in ,,stadienspezifische* (orange) und

»uber alle Stadien hinweg* exprimierte (blau) Transkripte (erstellt von Dr.
Raiil Cosentino)

3.1.1. Vergleich der differenziellen Genexpression mittels MA-Plots

Um die Anderung der Genexpression zwischen einer Kontrollbedingung und einer
experimentellen Bedingung zu visualisieren, ist die Erstellung von MA-Plots
gingig. Es wurden insgesamt zehn MA-Plots (Mean-Average-Streudiagramme)
erstellt (Abb. 15). Hierbei wurde die differenzielle Genexpression der fiinf
unterschiedlichen Entwicklungsstadien (Eier TO, Eier T7, Eier T14, Redien und
Zerkarien) miteinander verglichen. Die X-Achse zeigt die logCounts an (M-Wert),
wiéhrend die Y-Achse die logFC-Werte darstellt (A-Wert).

Jeder Punkt steht fiir ein Gen. Rote Punkte gelten als statistisch signifikant,
schwarze Punkte hingegen sind statistisch nicht signifikant und vernachlissigbar
(basierend auf dem festgelegten FDR-Schwellenwert von < 0,05). Die logCount-
Werte der X-Achse stellen die durchschnittliche Genexpression iiber beide
Bedingungen hinweg als logarithmiertes Mittel dar. Grundsétzlich erscheinen Gene
auf dem MA-Plot, welche é&hnlich stark in der Vergleichs- wie in der
Ausgangsprobe exprimiert wurden, nahe der 0-Linie der X-Achse (M = 0). Gene
mit hoheren X-Werten weiter rechts, zeigen eine hohere durchschnittliche
Expression, Gene mit niederigen X-Werten weiter links, zeigen eine niedrigere
durchschnittliche Expression an. Die logFC-Werte auf der Y-Achse geben die

logarithmische = Expressionsianderung zwischen den zwei untersuchten
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Bedingungen an. Ein positiver logFC-Wert beschreibt dabei eine stirkere
Expression des Gens unter der experimentellen Bedingungen, wéhrend ein
negativer logFC-Wert den Hinweis auf eine stirkere Expression des Gens unter

Kontrollbedingungen aufzeigt.

Untersucht wurden zehn verschiedene Bedingungen, in welchen jede der
untersuchten fiinf Entwicklungsstadien mit der jeweils anderen miteinander
verglichen wurde. Der geringste Expressionsunterschied bestand zwischen Eiern
der Gruppe TO und T7 (Abb. 15 a). Nur wenige Gene wurden zwischen diesen
beiden Untersuchungsgruppen hoch oder runter reguliert. Auch die Betrachtung der
Vergleiche TO vs. Zerkarien (Abb. 15 ¢) und T7 vs. Zerkarien (Abb. 15 d) bzw.
Redien vs. TO (Abb. 15 g) und Redien vs. T7 (Abb. 15 h) zeigt beim Vergleich
untereinander, dass verhéltnisméBig wenig differenzielle Genexpression zwischen
den frisch ausgeschiedenen Eiern und den Eiern am Beginn der Entwicklungsphase
stattfand. Dies dnderte sich mit der Weiterentwicklung bis zum Eye-Spot-Stadium
(Eier T14) signifikant: Im Vergleich TO vs. T14 (Abb. 15 b) wurden etliche Gene
herunter- und auch hinaufreguliert. Generell war eine deutlich hohere Genaktivitat

zu verzeichnen und die mittlere Genexpression einiger Gene stieg an.

Auch im Vergleich aller untersuchten Gruppen zu Redien waren immer deutliche
Aktivitdten in der Genregulation auszumachen (Abb. 15 g - j). Am deutlichsten war
die differenzielle Genexpression zwischen Redien und den verschiedenen Eistadien

(Abb. 15 g - i).
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Abbildung 15: (fortgesetzt): MA-Plots zur vergleichenden Darstellung der
differenziellen Genexpression, FDR < 0,05; a) TO vs. T7, b) TO vs. T14, ¢) T0
vs. Zerkarien, d) T7 vs. Zerkarien, e¢) T14 vs. T7, f) T14 vs. Zerkarien, g)
Redien vs. TO, h) Redien vs. T7, i) Redien vs. T14, j) Redien vs. Zerkarien
(erstellt von Dr. Raul Cosentino)

3.1.2.  Vergleich der differenziellen Genexpression mittels Volcano-
Plots

Die Erstellung von Vulkan-Diagrammen diente zur Veranschaulichung

unterschiedlich exprimierter Gene zwischen zwei definierten Bedingungen, in

diesem Fall zwischen zwei untersuchten Entwicklungsstadien (Abb. 16). Im

Gegensatz zu MA-Plots, wurde hierbei die statistische Signifikanz stéirker

beriicksichtigt. Es wurden insgesamt zehn Volcano-Plots erstellt. Die X-Achse
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zeigt hierbei den logFC-Wert (log-fold-Change), die Y-Achse den -1*log1 O(FDR)-
Wert (False Discovery Rate) an.

Jeder Punkt steht fiir ein Gen. Schwarze Punkte gelten als nicht statistisch
signifikant und vernachldssigbar, rote Punkte hingegen sind statistisch relevant (bei
einem FDR-Schwellenwert von < 0,05). Der logFC-Wert der X-Achse beschreibt
das Ausmal} der Expressionsidnderung zwischen zwei Bedingungen. Ein hoher
positiver bzw. negativer Wert gibt die Hoch- bzw. Herunterregulation eines Gens
an. Der negativ logarithmierte FDR-Wert der Y-Achse beschreibt die Signifikanz
der Expressionsdnderung. Umso hoher der FDR-Wert, desto geringer ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass die zu beobachtende Expressionsdnderung des
entsprechenden Gens zufillig beobachtet wurde. Das heif3t, umso groBer der FDR-
Wert, desto statistisch signifikanter ist die differenzielle Genexpression an dieser
Stelle. Grundsitzlich sind entsprechend diejenigen Punkte von besonderem
Interesse, welche weiter vom X = 0 Wert abweichen und zeitgleich weit oben auf

der Y-Achse stehen.

Die Darstellung im Volcano-Plot Format machte deutlich, dass ausnahmslos
innerhalb jeder der untersuchten Entwicklungsstadien differenzielle Genexpression
in statistisch relevantem Mafe stattfand. Grundsétzlich galt: umso néher sich die
Entwicklungsstadien zeitlich gesehen standen, desto weniger Gene betraf eine
Expressionsidnderung und/oder desto weniger signifikant fiel diese aus. Weiterhin
war zu bemerken, dass insbesondere die Gruppen TO und T7 vergleichsweise
dhnliche Expressionsprofile aufwiesen und zwischen diesen beiden Stadien
verhiltnismiBig wenig Anderung stattfand (Abb. 16 a). Umso weiter voneinander
entfernt die miteinander verglichenen Gruppen auf der Entwicklungslinie waren,
desto  signifikanter und umfangreicher zeigten sich auch deren

Genexpressionsidnderungen, so beispielsweise bei T14 vs. Zerkarien (Abb. 16 b).
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Abbildung 16: Fortsetzung auf nichster Seite

b)

Volcano plot
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Abbildung 16: (fortgesetzt): Volcano-Plots zur Visualisierung der
vergleichenden differenziellen Genexpression, FDR < 0,05; a) T14 vs. T7, b)
T14 vs. Zerkarien, c¢) Redien vs. T0, d) Redien vs. T7, e) Redien vs. T14 und f)
Redien vs. Zerkarien, g) TO vs. T7, h) TO vs. T14, i) TO vs. Zerkarien und j) T7
vs. Zerkarien (erstellt von Dr. Raul Cosentino)

3.1.3.  Darstellung der unterschiedlichen Transkriptlevel in IGV
Die Darstellung in IGV diente dem direkten visuellen Vergleich der untersuchten
Proben hinsichtlich der Verdnderungen auf Transkriptebene (mittels sogenannter
Coverage Tracks). Durch das Alignment an die C. daubneyi Genomreferenz, lief3
sich dariiber hinaus die Genlokalisation (in kb) genauer eingrenzen. Auf diese

Weise konnten alle Scaffolds und jede Genlokalisation separat betrachtet werden.

Umso hoher die Expressionsaktivitét in den verschiedenen Regionen, desto hoher



IV. Ergebnisse 68

der angezeigte, hier blau dargestellte, Signalausschlag. Regionen ohne Peak
konnten potentiell Introns oder Deletionen, iiberwiegend aber nicht sequenzierte
Bereiche darstellen. Die Abb. 17 bis 19 zeigen beispielhaft Screenshots der
Coverage Tracks aus IGV des Scaffold 1. Vergleichbare Beobachtungen konnten
ebenso bei allen anderen Scaffolds gemacht werden. Die obige Skala zeigt die
Position in kb an. Jeder Track représentiert eine spezifische C. daubneyi Probe (je

drei Replikate zu fiinf unterschiedlichen Zeitpunkten).

Als erstes Beispiel dient der Screenshot in Abb. 17: Die Tracks der TO-Proben
wiesen hier breite, konsistente Ausschlige auf. Dies sprach fiir eine hohe
Genaktivitit in der Region zwischen 8,700 kb und 8,710 kb bzw. bei 8,720 kb. Im
Vergleich dazu, war die Aktivitét, abgelesen an niedrigeren, weniger konsistenten
Peaks, in den T7-Proben, noch deutlicher in den T14-Proben reduziert bzw. anders
verteilt. Die Tracks der Redien und Zerkarien zeigten noch geringere und
unregelméfigere Ausschlidge. Dies wies auf eindeutige Unterschiede in der
transkriptionellen Aktivitdt zwischen den verschiedenen Entwicklungsstadien hin.
Dariiber hinaus zeigten die Replikate innerhalb derselben Bedingung sehr dhnliche
Reaktionsmuster, was fiir eine sehr gute Reproduzierbarkeit der drei Replikate einer

Untersuchungsgruppe sprach.

Ein weiteres Beispiel reprasentiert Abb. 18: Alle Replikate der TO- und T7-Proben
zeigten in dieser Region konsistente, breite Peaks, was fiir eine hohes
Transkriptlevel sprach. Innerhalb der Replikate waren die Peaks gleichmaBig
verteilt und wiesen &hnliche Signalintensititen auf, was erneut eine gute
Reproduzierbarkeit in beiden Entwicklungsstadien bedeutete. Sowohl die T14-
Proben, als auch die Zerkarien zeigten im Vergleich dazu eine deutlich geringere
Aktivitdt in diesem Bereich. Die dargestellte Region spielte dariiber hinaus bei
Redien keine signifikante Rolle, da nur sehr geringe bis nahezu nicht vorhandene

Signale erkannt werden konnten.

Des Weiteren existierte ebenso Regionen, in denen sich die Genaktivitét {iber alle
Entwicklungsstadien hinweg iiberwiegend &hnelte und konstante, sich kaum
andernde Signalausschldge identifiziert werden konnten (Abb. 19). In diesen
Regionen waren zwar Transkripte aktiv, aber nicht mafgeblich differenziell

exprimiert.
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Abbildung 17: IGV-Screenshot der C. daubneyi Coverage-Tracks, Scaffold 1,
in der Region um 8.700 kb bis 8.720 kb
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Abbildung 18: IGV-Screenshot der C. daubneyi Coverage-Tracks, Scaffold 1,
in der Region um 6.040 kb bis 6.050 kb
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Abbildung 19: IGV-Screenshot der C. daubneyi Coverage-Tracks, Scaffold 1,
in der Region um 160 kb

3.14. Heat-Maps
HeatMaps dienen grundsitzlich der Datenvisualisierung komplexer Beziehungen
in einer leicht interpretierbaren, visuellen Form. Die angefertigten HeatMaps (Abb.
20 und 21) zeigen die Korrelation der untersuchten C. daubneyi
Transkriptomreplikate basierend auf deren Expressionsdaten. Die Farbe Gelb
beschreibt dabei eine hohe positive Korrelation (Werte nahe 1 bzw. 10), die Farbe
Violett eine negative Korrelation bzw. geringe Ahnlichkeit (Werte nahe - 0,5 bzw.
- 10). Zusitzlich wurde eine hierarchische Clusteranalyse miteinbezogen, welche
durch die Dendrogramme auBerhalb der Matrix erkennbar sind. Néherliegende Aste

bedeuten eine hohere Ahnlichkeit der Proben zueinander.

Der Farbvergleich der Replikate untereinander in Abb. 20 zeigt, dass Proben des
selben Entwicklungsstadiums (z. B. TO Repl, TO Rep2, TO Rep3) eine hohe
Korrelation aufwiesen. Dies bestdtigte die Beobachtungen aus der IGV-Analyse
(Abschnitt IV.3.1.3) und sprach fiir eine hohe Konsistenz bzw. Reproduzierbarkeit

innerhalb einer Replikatgruppe. Dariiber hinaus waren deutliche Unterschiede
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zwischen einigen Stadien abzulesen, so beispielsweise zwischen TO-, T7-, und T14-
Eistadien verglichen mit Redien oder Zerkarien. Dies bestitigte, dass die

Expression zwischen diesen Stadien extrem variierte.
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Abbildung 20: HeatMap zur Visualisierung der Korrelation der untersuchten
C. daubneyi Replikate auf Basis der 1000 Gene mit der hochsten differenziellen
Expression (erstellt von Dr. Rail Cosentino)

In der HeatMap aus Abb. 21 wurden die einzelnen Scaffolds und die dazugehorige
Genexpression jeder Bedingung dargestellt. Bertlicksichtigt wurden erneut die 1000
Gene mit der hochsten differenziellen Expression. Auch hier eindeutig zu erkennen,
waren die Expressionsdhnlichkeiten innerhalb eines Entwicklungsstadiums,
wihrend sich die Genaktivitdt zwischen verschiedenen Entwicklungsstufen mehr,

weniger oder nicht voneinander unterschieden.
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Abbildung 21: HeatMap zur Visualisierung der Korrelation der untersuchten
C. daubneyi Transkripte auf Basis der 1000 Gene mit der hdchsten
differenziellen Expression (erstellt von Dr. Rail Cosentino)

3.1.5. Subcluster-Analyse
Basierend auf der Position, an welcher der Clusterbaum geteilt wird, werden mehr
oder weniger Einzelcluster generiert. Die Skala reicht von 100 bis 0, wobei 100
bedeutet, dass an der Wurzel geschnitten wird (man erhilt ein Cluster mit allen
Transkripten). Die Zahl 0 bedeutet, dass am Ende geteilt wird (man erhilt ein
Cluster pro Transkript). Durch das Clustering der Transkripte der jeweils 1000
Gene mit der hochsten differenziellen Expression in Punkt P30, wurden insgesamt

16 verschieden gro3e Subcluster generiert. Subcluster 1 - 3,5 -8, 10 und 15 zeigten
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angereicherte Bereiche auf. Abb. 22 stellt jeweils grafisch die logarithmierten und
subcluster_1_lo

zentralisierten Expressionsniveaus der betreffenden Gene dieser Subcluster dar. Im

fiir nur jeweils eine der untersuchten Entwicklungsgruppen C. daubneyis speziell

Anhang sind ergénzend die librigen Grafiken der Subcluster 4, 9 und 11 - 14 und
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16 zu finden.
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Abbildung 22
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Abbildung 22 (fortgesetzt): Grafische Darstellung der Subcluster 1 -3,5-8, 10
und 15 (erstellt von Dr. Raul Cosentino). X-Achse: logarithmierter,
medianzentrierter FPKM-Wert, entspricht der Anderung der Genexpression.
Y-Achse: Replikate der untersuchten Gruppen (Redien, Zerkarien, Eier
Gruppe T14, TO, T7).

3.2. Funktionelle Annotation und GO-Enrichment Analyse
Eine funktionelle Annotation ermdglichte es, alle erhaltenen Transkriptome mit
mehreren Datenbanken hinsichtlich Homologien zu untersuchen und auszuwerten.

Die Tabelle wurde dariiber hinaus nur hinsichtlich der GO-Term-Analyse

ausgewertet.

GO-Terms beschreiben spezifische Eigenschaften oder Funktionen von Genen oder
Proteinen innerhalb eines kontrollierten Verzeichnisses (Ashburner et al., 2000;
The Gene Ontology Consortium et al., 2023). Jeder GO-Term besitzt eine
eindeutige Kennung (in der Art GO:0000000). Die dabei beschriebenen
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Eigenschaften werden in drei Hauptkategorien (Biologische Prozesse, Molekulare
Funktionen, Zelluldire Komponenten) und weitere Unterkategorien hierarchisch
geordnet und Beziehungen untereinander dargestellt. GO-Terms ermdglichen
damit, Gen- und Proteinfunktionen, deren Lokalisation oder deren Aktivitét

iibergreifend zu definieren und zu vergleichen.

Die Transkripte aller Subcluster aus Abschnitt IV.3.1.5 wurden hinsichtlich ihrer
funktionellen Annotation weiter untersucht und eine GO-Enrichment-Analyse
durchgefiihrt. Ziel der GO-Enrichment-Analyse war es herauszufinden, welche
Prozesse, Funktionen oder Zellkomponenten in den untersuchten
Entwicklungsstadien im Vergleich zum iibrigen Transkriptom iiberrepriasentiert
waren. Weiter ausgewertet wurden insbesondere diejenigen Gene, die

vergleichsweise vermehrt exprimiert (angereichert, enriched) waren.

In den im digitalen Zusatzmaterial bereitgestellten Tabellen ersichtlich, sind neben
den GO-Terms, deren Bedeutung, die dazugehorigen Gen-IDs und ebenso deren
statistische Signifikanzen (sieche X.4, 3). Der {iiberprisentierte p-Wert (over-
represented p-value) gab in diesem Zusammenhang an, ob ein GO-Term haufiger
vorkam, als das im direkten Vergleich zu den restlichen Daten zu erwarten gewesen
wire. Ein Uberreprisentierter p-Wert < 0,01 zeigte demnach an, dass eine
Wabhrscheinlichkeit von kleiner 1 % bestand, dass die entsprechende GO-Term
Anreicherung zufdllig beobachtet wurde und somit eine mdgliche biologische
Relevanz besal3. Aufgrund der Tatsache, dass wihrend der GO-Enrichment Analyse
sehr viele GO-Terms gleichzeitig getestet wurden, erhdhte sich die
Wahrscheinlichkeit falsch-positiver Ergebnisse. Um dies zu bereinigen, wurde
zusdtzlich der iiberrepriasentierte FDR-Wert (over-represented False-Discovery-
Rate) beriicksichtigt und somit die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse
minimiert und korrigiert. Ein FDR-Wert < 0,01 sagte demnach aus, dass die
Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnisses in diesem Fall bei weniger
als 1 % lag und der entsprechende GO-Term tatsdchlich mit hoher

Wahrscheinlichkeit eine biologische Relevanz besal3.

Vorrangig beriicksichtigt wurden demnach diejenigen enriched GO-Terms der
jeweiligen Subcluster, welche einen liberreprisentierten p-Wert < 0,05 und einen
iiberreprasentierten FDR-Wert < 0,05 aufwiesen. Diese GO-Terms hatten mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit sowohl statistische, als auch biologische Relevanz (Tab.

10) .
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Des Weiteren wurden ausgewdhlte GO-Terms beriicksichtigt, deren
iiberreprisentierter p-Wert < 0,05 aufwies, der FDR-Wert aber bei > 0,05 lag. Dies
war insbesondere bei Subclustern mit sehr wenigen Transkripten (also einer kleinen
Testmenge) zu beobachten. Die Ergebnisse waren dennoch statistisch und
wahrscheinlich biologisch relevant, die tatsdchliche biologische Relevanz konnte
durch den hohen FDR-Wert in diesen Féllen allerdings nicht sicher bestétigt

werden.

Tabelle 10: Subcluster P_30: Ubersicht Anzahl zugehériger Transkripte und
identifizierter enriched/depleted GO-Terms

Subcluster = Anzahl zugehoriger = Anzahl identifizierter = Anzahl identifizierter

Transkripte enriched GO-Terms depleted GO-Terms

1 923 604 24
2 634 111 347
3 796 582 45
4 462 227 102
5 133 11 197
6 137 46 177
7 186 1351 1
8 46 35 30
9 12 0 5
10 125 88 74
11 73 80 19
12 17 57 0
13 107 52 66
14 33 2 18
15 29 59 14
16 22 88 7

Diejenigen Transkripte, die im Vergleich iiberdurchschnittlich herunterreguliert
(depleted) wurden, sind dem digitalen Zusatzmaterial dariiber hinaus erginzend zu
entnehmen (siehe X.4, 3 bzw. auch Tab. 10). Sie wurden zum jetzigen Zeitpunkt
nicht ndher analysiert. Die obigen Ausfiihrungen gelten umgekehrt gleichermallen
fir die unterreprdsentierten p-Werte (under-represented-p-value) und die

unterrepriasentierten FDR-Werte (under-represented-FDR) der depleted GO-Terms.

Abb. 23 zeigt die Gesamtanzahl der vertretenen enriched GO-Terms pro Subcluster
und deren Verteilung in Molecular Funktion (MF), Biological Process (BP) und
Cellular Component (CC). In allen Fillen gehorte der grofite Teil der Gruppe BP

an.
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Abbildung 23: Anzahl und funktionelle Verteilung in Biological Process (BP),
Molecular Function (MF) und Cellular Component (CC) der enriched GO-
Terms aller 16 Subcluster (P_30)

3.2.1. GO-Enrichment: Gruppe Eier TO und Eier T7
Subcluster 1 beinhaltete GO-Terms in signifikantem und biologisch relevantem
MaBe (p-Wert und FDR-Wert < 0,05), welche exklusiv bei den Gruppen Eier TO
und T7 angereichert waren. Es stellte dabei mit 923 beriicksichtigten Transkripten
das umfangreichste Cluster dar und beinhaltete 132 GO-Terms, die den obigen
Kriterien entsprachen. Die Verteilung dieser wird in Abb. 24 dargestellt. Der
GroBite Anteil an GO-Terms stellte die Regulation biologischer, zelluldrer und
metabolischer Stoffwechselprozesse im allgemeinen Sinne dar (z. B. GO:0065007,
G0O:0009987, GO:0008152). Eine weiterer Anteil beschrieb Vorgéinge, welche in
Verbindung mit der Translation, Transkription und Proteinverarbeitung gebracht
werden (z. B. GO:0006275, GO:0016070, GO:0036211). Dariiber hinaus umfasste
iiber ein Viertel an GO-Terms Prozesse rund um die Zellgenese- und Organisation
(z. B. GO:0071103, GO:0006275, GO:0006259). Ein sehr kleiner Teil an GO-
Terms stand des Weiteren in Zusammenhang mit der Bindung verschiedener

Molekiile (z. B. Tonen, GO:0043167, oder Phospholipide, GO:0005543).
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Go-Term Verteilung Subcluster 1 (Eier TO/T7)
p-Value < 0,05; FDR < 0,05
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Abbildung 24: Prozentuale Verteilung relevanter GO-Terms aus Subcluster 1
(Eier T0/T7), p-Wert < 0,05; FDR-Wert < 0,05

3.2.2. GO-Enrichment: Gruppe Eier T14
Subcluster 2 zeigte ausschlielich ein GO-Enrichment bei Replikaten der Gruppe
Eier T14. Die zugehorigen GO-Terms beschrieben demnach mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit Prozesse, welche zu dem untersuchten Zeitpunkt ausschlieSlich
bei dieser Gruppe vermehrt exprimiert wurden. Insgesamt 31 GO-Terms besallen
p-Werte und FDR-Werte < 0,05. Alle weiteren 80 GO-Terms wiesen signifikante
p-Werte < 0,038 in Kombination mit FDR-Werte > 0,05 auf. Abb. 25 umfasst die
prozentuale Verteilung aller 111 GO-Terms des Subclusters 2. Fast die Halfte
davon stand in Zusammenhang mit beweglichen Zilien, axonemalen Mikrotubuli
und Dynein-Armen, sowie deren Beweglichkeit und Organisation (z. B.
GO0:0005929, GO:0031514, GO:0003341, GO:0005879, GO:0035082,
G0:0036158, GO:0070286). Uber ein Viertel der GO-Terms beschrieben Inhalte
zum Ribosom, dessen Untereinheiten und dem Prozess der Translation bzw. der
Peptidbiosynthese (z. B. GO:0003735, GO:0044391, GO:0005840, GO:0006412,
GO0:0043043). Kleinere Gruppen konnten dariiber hinaus entweder mit der
Bewegung von Spermien (z. B. GO:0007288, GO:0120316) oder der Antwort auf
Licht bzw. UV-Stimuli (GO:0071482, G0O:0034644) in Verbindung gebracht

werden.
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Go-Term Verteilung Subcluster 2 (Eier T14)
p-Value < 0,038
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Abbildung 25: Prozentuale Verteilung relevanter GO-Terms aus Subcluster 2
(Eier T14), p-Wert < 0,038; FDR-Wert < 0,99

3.2.3. GO-Enrichment: Eier gesamt

Subcluster 5 und 6 beinhalteten beide enriched GO-Terms, welche ausschlief3lich,
aber Uibergreifend fiir alle Eistadien liberreprisentiert waren. Keine der GO-Terms
erreichten FDR-Werte < 0,05, aber alle p-Values entsprachen signifikanten Werten
< 0,05. Abb. 26 stellt eine Ubersicht der GO-Term-Verteilung beider Subcluster
dar. Die 11 GO-Terms aus Subcluster 5 beschrieben dabei iiberwiegend Vorgédnge
in Zusammenhang mit der Eisenbindung, der Eisenhomoostase und dem
Eisentransport, sowie der Aktivitit des Enzyms Ferroxidase (z. B. GO:0008199,
GO:0005506, GO:0006879, GO:0046916, GO:0055072, GO:0055076,
G0:0004322). Die 46 GO-Terms aus Subcluster 6 beschiftigten sich iiberwiegend
mit der Regulation von Aktinfilamenten (z. B. GO:0030834, GO:0051693,
GO0:0030832), der Regulierung und Organisation der Zelle (z. B. GO:0008361,
G0:0032535, GO:0032956) oder der Regulation der Proteinverarbeitung (z. B.
G0:0032272, GO:0043254).
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Go-Term Verteilung Subcluster 5 & 6 (Eier gesamt)
p-Value < 0,05
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Abbildung 26: Prozentuale Verteilung aller GO-Terms aus Subcluster S und 6
(Eier gesamt), p-Wert < 0,05; FDR-Wert < 0,99

3.24. GO-Enrichment: Redien
Die zu Subcluster 7 gehorenden GO-Terms waren zum untersuchten Zeitpunkt
ausschlieBlich in Redien angereichert. Insgesamt 413 GO-Terms besallen p-Werte
und FDR-Werte < 0,05, deren prozentuale Verteilung in Abb. 27 dargestellt wird.
Der grofte Anteil der GO-Terms stand in Zusammenhang mit dem
Zellmetabolismus, der Zellorganisation und der Zellentwicklung. Darunter
befanden sich ebenso Begriffe zu sdmtlichen allgemeinen zelluldre Komponenten,
wie z. B. die Membran, den Zellkern, das Zytoplasma oder das Zytosol (z. B.
GO0:0016020, GO:0005634, GO:0005737, GO:0005829). Ein Viertel an GO-Terms
beschrieb zusammengefasst Prozesse rund um die Transkription, Translation und
die Proteinbiosynthese. Sowohl DNA-bezogene Prozesse, wie die Chromatin-
Organisation (z. B. GO:0003700, GO:1990837, GO:0006338, GO:0000785), die
RNA und deren Bearbeitung, wie beispielsweise das Splicing (z. B. GO:0003729,
G0:0036002, GO:0051252, GO:0000375) und der Proteinmetabolismus (z. B.
GO0:0006486, GO:1900101, GO:1900182) wurden dabei beriicksichtigt. Des
Weiteren waren GO-Terms sidmtlicher metabolischer Prozesse vertreten,
insbesondere solche, die dem Nucleosidmetabolismus angehoren (z. B.
G0:0006244, GO:0009129, GO:0009119, GO:0043174). Zusitzlich gab es zwei
kleinere Gruppen an GO-Terms, welche zum einen mit der Reaktion auf externe

Stimuli und Stress assoziiert werden (z. B. GO:0050896, GO:0042221,
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GO:0051716, GO:0010033), zum anderen die Bindung verschiedener Molekiile
beschreiben (z. B. GO:0043167, GO:0036094, GO:0070279).

Die restlichen, in Subcluster 7, angereicherten GO-Terms erreichten signifikante p-
Werte < 0,05 mit FDR-Werten > 0,05. Dies galt genauso fiir alle GO-Terms des
Subcluster 15, deren zugehdrigen Transkripte ebenso ausschlieBlich bei Redien
hochreguliert waren. Einige GO-Terms des Subclusters 7 und insbesondere die GO-
Terms des Subclusters 15 beschiftigten sich mit biologischen Prozessen und
molekularen Funktionen der Detektion externer biotischer Stimuli, der Antwort auf
diese und der Auf-und Abregulation simtlicher Abwehr- und Immunmechanismen.
Angefangen mit GO-Terms, die mit der Detektion von externen Stimuli
(GO:0009595, GO:0051606) wie Bakterien (GO:0016045), anderen Organismen
(GO:0098543) oder biotischen Impulsen assoziiert (GO:0098581) waren, iiber die
Regulation der Reaktion auf diese Stimuli (GO:1900426, GO:1900425), bis hin zur
Immunantwort selbst (G0O:0002702, GO:0038187). Die GO-Terms umfassten
hierbei nicht nur die Immunregulation an sich (GO:0002921), sondern beschrieben
auch damit assoziierte Prozesse wie die Bindung und den Abbau von
Peptidoglykanen (z. B. GO:0009253, GO:0042834, GO:0061783, GO:0032494)
oder Glykosaminoglykanen (GO:0006027, GO:0030203), sowie die Biosynthese
antimikrobieller Peptide (z. B. GO:0002786, GO:0002805, GO:0002813).

Go-Term Verteilung Subcluster 7 (Redien )
p-Value < 0,05; FDR < 0,05

Molekiilbindung Nucleosidmetabolismus
6% %

Reaktion auf Stimuli Andere
5% metabolische

Prozesse
15%

Transkription/
Translation/

Proteinbiosynthese
25%

Abbildung 27: Prozentuale Verteilung relevanter GO-Terms aus Subcluster 7
(Redien), p-Wert < 0,05; FDR-Wert < 0,05
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3.2.5. GO-Enrichment: Zerkarien
Die ermittelten 582 enriched GO-Terms aus Subcluster 3 waren ausschlielich bei
Zerkarien hochreguliert, wobei ein kleiner Teil von 26 Terms p-Werte und FDR-
Werte < 0,05 aufwies und von besonderer Signifikanz war. Die prozentuale
Verteilung dieser Terms ist in Abb. 28 dargestellt. Der grof3te Anteil sprach fiir eine
vermehrte  Beteiligung des  Tricarbonsdurezyklus  (GO:0006099), des
Citratmetabolismus (GO:0006101), der Atmungskette (GO:0098803) und
mitochondrialer Komplexe (GO:0098798, GO:0098800) bei Zerkarien. Auch die
vergleichsweise vermehrte Aktivitdt in der Bindung von Metallionen, Kationen,
Kalzium (z. B. GO:0046872, GO:0005509, GO:0043169), sowie deren aktiven
Transport (GO:0022853), wurde durch iiber ein Viertel der GO-Terms angezeigt.
Dariiber hinaus wurden einzelne Zellkomponenten bzw. Vorginge der

Zelldifferenzierung beschrieben (z. B. GO:0007266, GO:0000139).

Alle weiteren iiberreprasentierten GO-Terms des Subclusters 3, sowie alle GO-
Terms der Subcluster 8 und 10, waren ebenfalls ausschlielich bei Zerkarien
hochreguliert und wiesen signifikante p-Werte < 0,05 mit FDR-Werten > 0,05 auf.
Hierbei befanden sich in Subcluster 8 u. a. GO-Terms fiir das Vorhandensein
kontraktiler Vakuolen (GO:0000331) oder die positive Regulation der Chemotaxis
(GO:0050926, GO:0050927). Weitere GO-Terms umfassten z. B. die
Myosinbindung (GO:0017024) und die Troponinbindung (GO:0031013).
Subcluster 10 hingegen beinhaltete beispielsweise etliche GO-Terms, welche zur
Beschreibung katabolischer Prozesse verschiedener Zucker genutzt werden (z. B.
G0:0000025, GO:0005983, GO:0009313, GO:0046352, GO:1901027).

Go-Term Verteilung Subcluster 3 (Zerkarien)
p-Value < 0,05; FDR < 0,05

lonenbindung
und -Transport
26%

TCA,
Citratzyklus Diverse Zell-
35% komponenten
22%

Abbildung 28: Prozentuale Verteilung relevanter GO-Terms aus Subcluster 3
(Zerkarien), p-Wert < 0,05; FDR-Wert < 0,05
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V. DISKUSSION

1. Einleitung

Die Paramphistomidose gewinnt zunehmend an Bedeutung und riickt immer mehr
in den Fokus von Landwirt:innen, Tierdrzt:innen und Forschenden, da seit einigen
Jahren bei Wiederkéduern in Europa steigende Prévalenzen und teilweise schwere
bis todliche Krankheitsverldufe beobachtet werden (Huson et al., 2017; Mage et al.,
2002; O'Shaughnessy et al., 2018). Verschiedene Nachweismethoden bestitigten
wiederholend, dass hierbei aktuell insbesondere die Pansenegelspezies C. daubneyi
in Europa und ebenso in Deutschland dominiert (Alstedt et al., 2022; Cervené et al.,

2022; Hecker et al., 2024).

Die Spezies der Klasse Digenea sind durch einen obligatorischen Wirtswechsel
gekennzeichnet. So durchschreitet auch die ihr zugehorige Trematode C. daubneyi
einen komplexen Lebenszyklus mit Phasen in der Umwelt, im mollusken
Zwischenwirt und dem Siugetierendwirt. Dies erfordert ein ausgefeiltes
Anpassungsvermogen an verschiedenste Lebensumstinde: Der Parasit muss
beispielsweise die feuchte, sauerstoffreiche Umgebung im Schneckenhabitat,
genauso wie das anaerobe, leicht saure Milieu des Pansens oder die
Abwehrmechanismen seiner Wirte iiberstehen, um seinen Zyklus erfolgreich
vervollstaindigen und sich zunehmend ausbreiten zu konnen. Um derart
facettenreiche Vorginge auf molekularbiologischer Ebene verstehen zu konnen und
um zukiinftig neue Strategien zu entwickeln, die das sich ausbreitende

Infektionsgeschehen einddmmen, sind ,,Omic*-Studien ein niitzliches Werkzeug.

Die Trematodenforschung profitierte bereits, ebenso wie andere Disziplinen, in den
letzten Jahren zunehmend von ,,Omic“-Analysen (Doyle, 2022). Verglichen zu
anderen Parasitenarten, wie beispielsweise F. hepatica, wurde C. daubneyi in
diesem Punkt bisher jedoch deutlich unterreprasentiert, weswegen zum jetzigen
Zeitpunkt noch dullerst wenige Datensétze vorhanden sind (Huson et al., 2017). Erst
seit Kurzem existiert ein erster verdffentlichter Genomentwurf C. daubneyis,
welcher beweist, dass genomische Daten von grofler Bedeutung sind, wenn es
darum geht, die Anpassungsstrategien von Parasiten zu erforschen (Clancy et al.,
2025). Insbesondere grundlegende transkriptomische Studien zu Parasitenstadien

C. daubneyis in der Umwelt und im Zwischenwirt wurden bisher dennoch génzlich
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vernachldssigt. In Anbetracht der noch vielen unklaren Parametern beziiglich
Epidemiologie, molekularer Biologie und Verhalten des Parasiten im Zwischenwirt
und der Umwelt, gilt es, die vorhandenen Wissensliicken aufzufiillen und den
Parasiten dadurch besser zu studieren. Dies erscheint umso dringlicher vor dem
Hintergrund, dass mit Oxyclozanid aktuell nur ein Wirkstoff zur Behandlung der
Paramphistomidose zur Verfligung steht. Langfristig konnten mit zusitzlichen
,»Omic“-Daten und folglich mehr Wissen Bekdmpfungsstrategien entwickelt
werden, welche es ermdglichen, schon auf Umwelt- oder Zwischenwirtsebene

anzusetzen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf einer vergleichenden Transkriptomstudie
ausgewdhlter Umwelt- und Zwischenwirtsstadien C. daubneyis. Die Durchfiihrung
einer differenziellen Genexpressionsanalyse und der funktionellen Annotation
ausgewdhlter Transkripte, lieB wichtige Einschitzungen {iiber das parasitire
Verhalten in der Umwelt und im Zwischenwirt zu. In dieser Arbeit wurde zusitzlich
erstmals ein grundlegender Genomentwurf eines aus Deutschland gewonnenen,
adulten C. daubneyi Isolates erstellt, auf welchem in Folgeprojekten aufgebaut
werden kann und welcher einen ersten Vergleich mit dem kiirzlich erschienenen

Genomentwurf aus Nordirland zulieB3.

Durch diese Arbeit ist es gelungen, wichtige weitere ,,Omic*“-Daten C. daubneyis
bereitzustellen, die dabei helfen, das Verstindnis iiber Verhalten und
Uberlebensstrategien des Parasiten zu verbessern. Die Erkenntnisse dieser Arbeit
lieferten wichtige Bausteine, auf welchen zukiinftig aufgebaut werden kénnen und
die langfristig dazu beizutragen werden, die Ausbreitung C. daubneyis

einzuddmmen.
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2. Einordnung des deutschen Genomentwurfes C. daubneyis

in die vorhandene Literatur

Die genomische Untersuchung, insbesondere noch wenig erforschter Parasiten,
ermoglicht es, ein tieferes Verstdndnis ihrer molekularen Biologie, genetischen
Diversitit, Epidemiologie und Strategien, welche fiir die Verbreitung und ihr
Uberleben von Bedeutung sind, zu erlangen. Vor dem Hintergrund der
zunehmenden Ausbreitung C. daubneyis im Kontext des Klimawandels, welcher
neue Lebensrdume erdffnet und die Dynamik zwischen Parasit und Wirt in den
Regionen verdndert, liefern genomische Analysen wichtige Erkenntnisse (Doyle,
2022; Skuce et al., 2013). Die Identifikation zentraler Gene, die fiir die Lebensweise
und Anpassungsfihigkeit des Parasiten verantwortlich sind, bieten langfristig
Angriffspunkte fiir eine gezielte Bekdmpfung und Einddmmung der Ausbreitung

(Doyle, 2022).

Zu Beginn dieses Transkriptomprojektes existierte noch kein Genomentwurf
innerhalb der Familie der Paramphistomidae. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit eine Erstsequenzierung eines deutschen Isolates angestrebt, insbesondere
vor dem Hintergrund, die im Fokus stehende Transkriptomanalysen damit zu
unterstiitzen. Wahrend der Projektlaufzeit wurde allerdings ein erster
Genomentwurf eines nordirischen C. daubneyi Isolates verdffentlicht, weswegen
die Genomauswertung dieses Projektes letztlich nicht tiefergehend verfolgt wurde.
Bereits wenige Monate zuvor lagen die dem nordirischen Genom zugehorigen
Sequenzierungsdaten iiber das European Nucleotide Archive der Offentlichkeit vor,
welche bei der Datenauswertung dieses Projektes unterstiitzend zur Hilfe standen.
Die Sequenzierung des deutschen Isolates ist deshalb dennoch von Bedeutung, da
ein erster Vergleich mit dem nordirischen Isolat moglich war und auf dieser

Datengrundlage in Folgeprojekten aufgebaut werden kann.

Das nordirische C. daubneyi Genom enthiillte wichtige Erkenntnisse iiber die
Adaptation des Parasiten an seinen Endwirt und unterstreicht die Wichtigkeit, den
Parasiten und generell Paramphistomidae auch auf Genomebene zu untersuchen
(Clancy et al., 2025). Mit einer gemessenen Genomvollstdndigkeit von insgesamt
78,1 %, stellt das nordirische Genom den bisher vollstandigsten Genomentwurf
innerhalb verwandter Spezies dar (Clancy et al., 2025). Die Assemblierungsgrofie

uberschritt mit 1,761 Gb die des deutschen Erstentwurfes um ein Vielfaches,
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welcher lediglich 417,81 Mb umfasste und auch das von F. hepatica, das mit 1,275
Gb bisher das groBte Trematodengenom darstellte (Clancy et al., 2025; Cwiklinski
et al., 2015). Das Genom F. giganticas liberschritt mit 1,04 Gb ebenfalls knapp die
1 Gb Grenze (Pandey et al., 2020) und war dennoch kleiner als das C. daubneyis

aus Nordirland.

Ausgangsmaterial fiir die DNA-Extraktion war in diesem und dem nordirischen
Projekt dasselbe - es wurden aus dem Pansen abgesammelte, in PBS-gewaschene
und gefrorene adulte Pansenegel verwendet. Wihrend in dieser Arbeit fiir die DNA-
Sequenzierung eine PrometlON 24 Plattform von ONT zur Verfligung stand,
bediente sich die nordirische Forschungsgruppe der PacBio Sequel 2¢ Plattform
(Clancy et al., 2025). Das verwendete PacBio Verfahren generiert sogenannte high-
fidelity reads (Hifi), welche eine Lesegenauigkeit von iiber 99 % besitzen, wihrend
die Reads, die mit einer ONT Plattform generiert werden, zur Zeit noch leicht
hohere Fehlerraten aufweisen (Mahmoud et al., 2024). Hu et. al (2024) fassen
zusammen, dass die Hifi Reads von PacBio eine bessere Leistung bei der Erstellung
von neuen Assemblierungen abliefern, wihrend ONT Sequenzierungen besser
dafiir genutzt werden konnen, letzte Assemblierungsliicken zu schlieen. In dieser
Arbeit wurde die NextDenovo Pipeline fiir die Fehlerkorrektur der langen ONT

generierten Sequenzierreads umgesetzt (Bentley et al., 2008).

Die Priifung auf mogliche Kontamination des deutschen Entwurfes mit
Fremdgenomen ergab keine Treffer. Die DNA-Extraktion und auch die daraus
resultierenden Daten reprdsentieren somit nachweislich mit sehr hoher

Wabhrscheinlichkeit allein Gene, welche tatsdchlich C. daubneyi angehdren.

Der GC-Prozentsatz lag beim deutschen Genomentwurf bei 42,75 % und stimmte
damit den Untersuchungen der Nordiren, welche einen GC-Wert von 43,14 %
ermittelten, fast {iberein (Clancy et al., 2025). Die GC-Gehalte nahe verwandter
parasitischer Egel lagen bei 43,76 % (F. gigantica, (Pandey et al., 2020)), 44 % (F.
hepatica (McNulty et al., 2017)), 43,7 % (O. viverrini (Young et al., 2014)) und 43
% (C. sinensis (Huang et al., 2013)) und kamen damit dem Wert von C. daubneyi
ebenfalls sehr nahe. Es ist bekannt, dass der GC-Wert zwischen den Arten
verschiedener Taxa zum Teil stark variiert, es innerhalb einer Art oder Gattung

meist aber nur minimale Abweichungen gibt (Mooers und Holmes, 2000).



V. Diskussion 87

Der direkte visuelle Vergleich mittels der angefertigten Dotplot-Darstellung machte
deutlich, dass etliche Homologien zwischen deutschem und nordirischem Genom
vorliegen. Clancy et. al (2025) registrierten in ihrem Genomentwurf insgesamt 36,3
% an repetitivem Sequenzinhalt. Auch durch den Dotplot-Vergleich gab es
wiederholt Hinweise auf vorhandene Sequenzrepetitionen im deutschen

Genomentwurf, die aber bisher nicht ndher definiert wurden.

Rechnete man vorhandene Sequenzliicken heraus, so ergab sich eine Ahnlichkeit
des deutschen Entwurfes mit dem der Nordiren von 78 %. Das Vorhandensein zu
kleiner DNA-Fragmente nach der Isolierung oder Sequenzierungsfehler im
deutschen Entwurf, konnen trotz striktem Befolgen der Protokolle, der
Assemblierungspipeline und der Ausrichtung am nordirischen Genom nicht
géinzlich ausgeschlossen werden und bediirfen einer Nachsequenzierung. Zudem
fehlen dem Nordirischen Genom selbst noch geschitzte 21,9 % zur Vollstandigkeit
(Clancy et al., 2025). Es besteht die Moglichkeit, dass in dieser Arbeit Sequenzen
abgedeckt wurden, die vorhandene Liicken des nordirischen Entwurfes schlieBen
wiirden und demnach eine geringere Ahnlichkeit bedingen. Dariiber hinaus ist
bereits von C. daubneyi bekannt, dass verschiedene Parasitenpopulationen aus
unterschiedlichen Regionen hohe Level an genetischer Diversitit aufweisen
(Sargison et al., 2019). Es liegt die Vermutung nahe, dass C. daubneyi Isolate aus
noch weiter entfernten geographischen Gebieten, die mit anderen Umwelt- und
Zwischenwirtsbedingungen einhergehen, noch groflere genetische Unterschiede
aufweisen konnten. Dies hitte nicht nur Auswirkungen auf die
Anpassungsfahigkeit von Umwelt- und Zwischenwirtsstadien des Parasiten an sich
andernde klimatische Bedingungen, sondern auch auf dessen Reaktion auf
beispielsweise wechselnde Tierhaltungsbedingungen oder auf die Exposition mit

Anthelminthika (Sargison et al., 2019).

Zusammenfassend ist deutlich erkennbar, dass der deutsche Genomentwurf,
insbesondere im Vergleich zum Nordirischen, noch etliche Liicken aufweist, die es
zukiinftig gilt, mit Hilfe weiterer Sequenzierungsdaten zu schlieBen. Durch die
zwischenzeitliche Veroffentlichung eines Genomentwurfes derselben Spezies
wurde die Arbeit in diesem Punkt nicht intensiver fortgefiihrt. Ein vollstdndigeres
deutsches Genom lieBe zukiinftig aber bessere Gegeniiberstellungen von C.
daubneyi Isolaten aus unterschiedlichen Regionen zu und konnte wichtige

Erkenntnisse iiber Anpassungsmechanismen des Parasiten enthiillen, welche bereits
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auf Genomebene verankert sind. Ergdnzende Arbeiten auf dem Gebiet der Genomik

sind deswegen dringend nétig.

3. Auswahl der Parasitenstadien fiir die vergleichende
Transkriptomanalyse und Gewinnung des parasitiren

Probenmaterials

3.1. Relevanz und Auswahl der untersuchten Parasitenstadien

Der heteroxene Lebenszyklus C. daubneyis ist dullerst komplex und beinhaltet viele
unterschiedliche Entwicklungsstufen mit teilweise flieBenden Ubergéngen. In der
Vergangenheit galt die alleinige Aufmerksamkeit bisher vor allem denjenigen
Stadien im Endwirt, welche von klinischer Bedeutung sind. Von frisch exzystierten
Jungegeln des Duodenums (NEJ), unreifen Darmegeln eingebettet in die Mukosa,
neu in den Pansen migrierten Egeln und von ausgereiften, adulten Pansenegeln
wurden bereits Transkriptomstudien erfolgreich durchgefiihrt (Huson et al., 2021b;
Huson et al., 2018). Hinsichtlich der epidemiologischen Fragestellung, wie sich der
Parasit in der Umwelt und im Zwischenwirt verhélt, sind aber insbesondere die
iibrigen Entwicklungsstufen auflerhalb des Endwirts von Bedeutung. Wahrend von
anderen Trematoden Transkriptomstudien von Zwischenwirts- und Umweltstadien
schon zielfiihrend durchgefiihrt wurden (Anderson et al., 2016; Ilgova et al., 2022;
Zhang et al., 2017), fehlten dagegen derartige Daten von C. daubneyi bisher
komplett.

Ein moéglicher Grund, weshalb bisher Zwischenwirtstadien C. daubneyis noch nicht
transkriptomisch untersucht wurden, konnte darin gelegen haben, dass der Zugang
zu diesen Stadien in ausreichenden, vergleichbaren Mengen bisher sehr beschriankt
bzw. nicht vorhanden war (Atcheson et al., 2020). Wahrend beispielsweise flir F.
hepatica Metazerkarien schon seit einiger Zeit kduflich erworben werden kdnnen
(z. B. bei Ridgeway Research Ltd., St. Briavels, UK (Cwiklinski et al., 2021) oder
Baldwin Aquatics Inc., Monmouth, Oregon, United States (McNulty et al., 2017)),
ist dies fiir C. daubneyi nicht immer gegeben und zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht
moglich gewesen (Atcheson et al., 2020). Elbert (2024) ist es im Rahmen unserer
Forschungsgruppe gelungen, eine zuverldssige Zucht des Zwischenwirts G.

truncatula  aufzubauen und den Lebenszyklus C. daubneyis unter
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Laborbedingungen zu etablieren. Nicht zuletzt auch durch die erfolgreiche
Kooperation mit Forschenden aus Frankreich war es moglich, eigenstindig und
unabhingig an Zwischenwirtstadien wie Redien und Zerkarien in ausreichender
Anzahl und zu einem definierten Zeitpunkt zu gelangen und diese Stadien fiir eine

erste Transkriptomstudie zu nutzen.

3.1.1. Eistadien reprisentieren die Entwicklung in der Umwelt
In dieser Arbeit wurden, repriasentativ fiir Entwicklungsstadien in der Umwelt, C.
daubneyi-Eier zu drei verschiedenen Entwicklungszeitpunkten berticksichtigt. Um
eine ausreichende Menge an RNA extrahieren zu konnen, wurden pro Replikat
mindestens 10.000 Eier benétigt. Um Eizahlen in dieser Hohe ohne enormen
Arbeitsaufwand zu erhalten, wurde die Eigewinnung aus adulten Pansenegeln
gegeniiber der Gewinnung aus Kot infizierter Wiederkduer, wie beispielsweise in
Elbert (2024) durchgefiihrt, bevorzugt und das Protokoll von Chryssafidis et. al
(2015) herangezogen bzw. leicht abgedndert. Mit dieser Methode konnten ca.

750.000 Eier erfolgreich gewonnen werden.

Die Entscheidung, in welcher Form und Lénge die Ei-Inkubation letztendlich
stattfinden sollte und welche Entwicklungszeitpunkte in einer ersten Analyse
betrachtet werden, wurde durch etliche Vorversuche getroffen und an die
untersuchten Eistadien aus der Studie von Ilgova et. al (2022) angelehnt. Die Eier
der Gruppe T14 wurden nach dem von Elbert (2024) etablierten Protokoll bei einer
Temperatur von 27 °C und ohne Lichtquelle in 6-Well-Platten fiir 14 Tage
inkubiert. Obwohl anders als bei Elbert (2024) hierfiir keine Eier aus Kotproben
verwendet wurden und dadurch die Darmpassage der Eier im Endwirt fehlte, lag
die Entwicklungsrate zum schlupfreifen Mirazidium bei 63 %. Chryssafidis et. al
(2015) erzielten mit dieser Methode dagegen nur eine Schlupf- bzw.
Entwicklungsrate von insgesamt 2,7 %. Dies konnte an der Art der Aufbewahrung
wihrend der Inkubation gelegen haben, welche bei Chryssafidis et. al (2015) in 50

ml Tubes erfolgte und vermutlich eine Uberlagerung der Eier zufolge hatte.

Aus diesen Beobachtungen heraus entstand die Hypothese, dass Stress in Form von
Gewichtsdruck, auf vor allem weiter untenliegende Eier, die Entwicklung hemmen
konnte. Diese Annahme wurde ebenso in Vorversuchen getestet und bestdtigt: Die
Eier der Gruppe T7 wurden demzufolge, anders als die Eier der Gruppe T14,

wiahrend der Inkubation in stehenden 5 ml Tubes inkubiert. Die Eier zeigten
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daraufhin eine tlbliche beginnende Zellorganisation im Inneren, dariiber hinaus
stagnierte die Entwicklung aber. Auch eine Inkubation von bis zu 21 Tagen brachte
keine weiteren Entwicklungsfortschritte und die Schlupfrate lag bei 0 %.
Chryssafidis et. al (2015) erzielte nach einer Inkubation von 21 Tagen geringe
Schlupfraten von 7 %, was wiederum an der besseren Eiverteilung in 50 ml Tubes
gelegen haben konnte. Alle Eier dieser Arbeit der Gruppe T7 befanden sich
demnach wie angestrebt in einem &hnlichen, sehr frithen Entwicklungsstadium zu
Beginn der Zellteilungsphase, lagen aber vermutlich unter dem zu erwartenden
Entwicklungsstand 7-tdgiger Eier, was bei den folgenden Ergebnissen nicht

missinterpretiert werden darf.

Bei der Gewinnung aller Proben wurde auf den Zusatz antimikrobieller Wirkstoffe
verzichtet, um mdoglichst wenig externen Einfluss auf die Entwicklung auszuiiben.
Vorherige Studien verfuhren entweder dhnlich (Choudhary et al., 2015; Huson et
al., 2018; Zhang et al., 2017) oder aber fiigten in verschiedenen Arbeitsschritten
Antibiotika hinzu (Ilgova et al., 2022; Martinez-Ibeas et al., 2013). Zur Beseitigung
jeglicher bakterieller- oder Wirtskontamination wurde das Augenmerk auf sehr
griindliche Waschungen gelegt. Zusitzlich wurde bei der Vorbereitung der
Sequenzierungsbibliotheken ein  Poly-A-Anreicherungsschritt — durchgefiihrt,
welcher zusidtzlich bakterielle RNA weitgehend eliminiert haben sollte:
Eukaryontische mRNA ist fiir eine bessere Stabilitit polyadenyliert, wihrend dies
fiir Prokaryonten wie Bakterien nur in geringfiigigem Mafe der Fall ist und die
mRNA dieser deswegen schneller degradiert (Dreyfus und Régnier, 2002).
Dennoch kann eine geringe Restkontamination nicht géinzlich ausgeschlossen

werden und muss bei der Bewertung der Ergebnisse beriicksichtigt werden.

3.1.2. Redien und Zerkarien reprisentieren Stadien im Zwischenwirt
Allein Zhang et. al (2019b) untersuchten bisher Redien und Zerkarien von F.
gigantica im Rahmen einer transkriptomischen Studie. Die Ergebnisse dieser
Arbeit stellen somit erst die zweite Untersuchung dieser Parasitenstadien von

Trematoden dar.

Redien reprisentieren ein Entwicklungsstadium C. daubneyis im Schnecken-
Zwischenwirt und wurden deswegen fiir die Studie ausgewidhlt, da sie
mikroskopisch eindeutig von unreifen Zwischenstadien wie Prozerkarien

unterschieden werden konnen. Es wurde dabei nicht zwischen Redien erster und
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zweiter Generation differenziert, da dies mit bloBem Auge nicht sicher

durchzufiihren war (Abrous et al., 1996; Kumar, 1999).

Die hier gesammelten Zerkarien konnen sowohl als Zwischenwirts-, als auch als
Umweltstadium angesehen werden. Zum Zeitpunkt der Sammlung waren die
Zerkarien zwar noch nicht selbststindig aus der Schnecke ausgetreten, allerdings
waren sie allesamt beweglich und nachweislich zur Enzystierung zur Metazerkarie
fahig, wie dies nach dem Austritt in die Umwelt der Fall wire (Dinnik, 1962; Sey,
1977). Sowohl Redien, als auch Zerkarien wurden in bisherigen Trematodenstudien

kaum berticksichtigt.

3.2. Besondere Hitzelabilitit von C. daubnyei-RNA

Naturgemif ist RNA aufgrund der Omnipridsenz von Ribonukleasen, sowohl in der
Umwelt, als auch in den Proben selbst, sehr instabil und neigt zur schnellen
Degradation. Um eine hohe RNA-Integritét fiir ein qualitativ hochwertiges RNA-
Seq Experiment zu gewéhrleisten, ist es daher notwendig, die Extraktion zligig und
mit Schutzmafnahmen durchzufiihren. Dariiber hinaus ist es iiblich, die Qualitét
der extrahierten RNA im Anschluss mittels einer Gelelektrophorese zu testen.
Analysiert werden hierbei auffillige Banden hidufig vorkommender rRNAs,
insbesondere die 18S und die 28S Bande bei Eukaryonten bzw. die 16S und 23S
Bande bei Prokaryonten. Eine RNA-Probe wird im Allgemeinen dann als intakt
angesehen, wenn beide Banden klar, deutlich und abgegrenzt in der
Gelelektrophorese als Peaks erscheinen (Winnebeck et al., 2010). Dies wurde in
dieser Arbeit in einem ersten Schritt mit dem automatisierten
Elektrophoresesystems 4150 TapeStation unmittelbar nach der Extraktion
durchgefiihrt und nach Probenlagerung und Transport mit dem automatisierten
Elektrophoresesystem 2100 Bioanalzyer wiederholt. Beide Systeme entsprechen
zurzeit dem Goldstandard und sehen zur Analysevorbereitung eine Hitze-

Denaturierung der Proben bei > 70° C vor.

Bei der gelelektrophoretischen Uberpriifung der RNA-Integritit mit
obengenanntem TapeStation-System (nach standardisierter Vorbereitung der
Proben inklusive Hitzedenaturierung bei 72 °C fiir 3 min), fiel bei allen
untersuchten C. daubneyi RNA-Extrakten wiederholend auf, dass die {iblicherweise
zu erwartenden 28S Banden génzlich fehlten, die Peaks unverhdltnismifBig klein

waren oder nur unklar abgegrenzt erschienen. Sobald dieselben Proben zur
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Analysevorbereitung keiner Hitzedenaturierung mehr ausgesetzt und lediglich bei
Raumtemperatur (zwischen ca. 20 - 24 °C) bearbeitet wurden, waren iibliche 18S
und 28S Banden in der Elektrophorese ersichtlich, was wiederum den zu
erwartenden Ergebnissen von Eukaryonten-RNA entsprach. Aus diesem Grund
wurde letztlich die Hitzedenaturierung fiir alle Hauptproben ausgelassen und

ausschlieflich bei Raumtemperatur gearbeitet.

Winnebeck et. al (2010) beschrieben bereits genau dieses Phdnomen ausfiihrlich
bei der Untersuchung extrahierter RNA der Honigbiene Apis mellifera. Die Gruppe
nutzte den Agilent 2100 Bioanalyzer und eine Hitzedenaturierung von 70 °C fiir 2
min. Uniiblicherweise zeigten die rRNA-Profile des Insekts ausschlieBlich einen
einzigen Peak bei der 18S Bande, wihrend die 28S Bande ginzlich fehlte. Sobald
die Hitzedenaturierung bei der Probenvorbereitung ausgelassen wurde, traten
wieder die zu erwartenden zwei 18S und 28S Banden auf. Dabei schien ein Teil der
28S rRNA durch die Hitze in Fragmente aufgeteilt worden zu sein, welche
zumindest teilweise in der 18S rRNA-Fraktion wiederauftraten. Die Recherche
Winnebecks et. al (2010) gab Hinweise darauf, dass Thermolabilitit in Insekten-
rRNA unterschiedlicher Gattungen schon seit Jahrzenten beobachtet wurde. Und
nannte dariiber hinaus einige Arbeiten, in der diese Beobachtungen bei
Protostomiern, wozu z. B. Weichtiere, Gliederfiilller und Plattwiirmer zdhlen und
auch bei wenigen Sdugetieren gemacht wurden. Als mogliche Erkldrung fiihrten
Winnebeck et. al (2010) die Prisenz von Wasserstoftbriickenbindungen innerhalb
der 28S rRNA auf, welche durch die Hitze gespalten werden. Deren Lokalisation,
der genaue Mechanismus des Einbaus dieser Bindungen wihrend der RNA-
Prozessierung, deren biologische Bedeutung oder mogliche andere Ursachen sind

noch nicht vollstindig erforscht.

Die Beobachtungen wihrend der Analyse hitzedenaturierter C. daubnyei-RNA
legen nahe, dass der Parasit ebenfalls bei der Prozessierung seiner unreifen RNA
hin zur reifen rRNA bisher noch unbekannte Schritte durchliuft, die etwaige
Wasserstoftbriicken innerhalb der 28S RNA einbauen, was die besondere
Hitzelabilitat der 28S rRNA wihrend einer Integritdtsanalyse erkldren konnte. Um
dieses Phidnomen besser einordnen und fiir C. daubneyi verstehen zu kdnnen, wéren
weiterflihrende rRNA-Analysen dieser spezifischen Region, wie z. B. die Testung
unterschiedlicher Temperatuschwellen wéhrend der Hitzedenaturierung, von

Interesse. Vorherige Transkriptomstudien anderer, als die in dieser Arbeit
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untersuchten  Entwicklungsstadien C. daubneyis, beschrieben derartige
Beobachtungen bisher nicht (Huson et al., 2021b; Huson et al., 2018). Das Wissen
und Teilen dieser Erkenntnisse ist aber insbesondere dann von Bedeutung, wenn
zukiinftig weitere RNA-Seq Experimente unterschiedlicher Entwicklungsstadien
C. daubneyis durchgefiihrt werden sollen. So kann ab sofort vermieden werden,
dass zukiinftig die RNA-Integritit wihrend standardisierter Analysen

félschlicherweise als unzureichend beurteilt und missinterpretiert wird.

4. Riickschliisse auf die Entwicklung und das Verhaltens C.
daubneyis in der Umwelt und im Zwischenwirt auf Basis

der Transkriptomanalyse

4.1. Einordnung der differenziellen Genexpression von

Entwicklungsstadien C. daubneyis im Zwischenwirt und in der

Umwelt in den Gesamtzyklus
Die Arbeit von Zhang et. al (2019b) ist zurzeit die einzige, die den kompletten
Lebenszyklus einer Trematode, in diesem Fall F. giganticas, iiber sédmtliche
Hauptentwicklungsstadien in der Umwelt, im Zwischen- und im Endwirt
transkriptomisch abdeckte. Hierbei konnten wichtige Stoffwechsel-, Wachstums-
und Entwicklungsprozesse identifiziert werden, die der Parasit wdhrend des
Lebenszyklus durchlduft. Dieser dhnelt dem von F. hepatica und C. daubneyi sehr
und geht sowohl mit Eiern in der Umwelt, als auch einem Schnecken-Zwischenwirt
einher. Die Arbeit Zhangs und Kolleg:innen (2019b) gab einen hervorragenden
Einblick in die Uberlebensstrategien des Parasiten auf molekularbiologischer
Ebene und liel vermuten, dass nahe verwandte Trematodenspezies dhnliche Muster
verfolgen konnten. Die Analyse der differenziellen Transkription F. giganticas
ergab beispielsweise, dass zwar tausende Gene {iber alle acht Lebenszyklusstadien
hinweg exprimiert wurden, der iiberwiegende Teil der Gene aber eine
stadienspezifische Expression aufwies. Dabei wurden in jedem einzelnen
Transkriptom-Datensatz ~ stadienspezifische Expressionen beobachtet. Die
tibergreifende Schlussfolgerung daraus war, dass F. gigantica im speziellen durch
seine transkriptionellen Anderungen in der Lage sei, sich an seine (Zwischen-)

Wirte und dndernde Umweltbedingungen anzupassen (Zhang et al., 2019b).
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Huson et. al (2021b) fiihrten derartige Untersuchungen kurze Zeit spéter erstmals
fiir die vier Saugetier-Entwicklungsstadien C. daubneyis durch und konnten hierbei
ebenfalls vergleichend Verdnderungen in der Gentranskription feststellen. Die
Analyse ergab eine klare Transkriptionssignaltrennung zwischen den Zyklusstadien
und zeigte auf, dass fiir jedes der untersuchten Entwicklungszeitpunkte
unterschiedliche Muster der Genexpression existierten, welche sowohl mit ihrer
Reife, als auch mit ihrer Nische im Sdugetierendwirt korrelierten (Huson et. al,

2021b).

In dieser Arbeit letztendlich, konnten die transkriptomischen Untersuchungen C.
daubneyis um weitere Stadien aufBlerhalb des Endwirtes erweitert werden.
Tatsdchlich wurden dieselben Beobachtungen iiber das Anpassungsverhalten C.
daubneyis im Zwischenwirt und in der Umwelt getétigt: Im Gesamten betrachtet,
wurden bei den wuntersuchten Stadien zahlenmiBig mehr Transkripte
stadienspezifisch, als iiber alle untersuchten Lebenszyklusstadien hinweg,
exprimiert und eine stadienspezifische Expression konnte, wenigstens im kleinen
Anteil, bei allen Datensétzen identifiziert werden. Allerdings war ausschlief3lich bei
den Eiern T14 der stadienspezifische Anteil groBer als der mit den anderen Stadien

geteilte Anteil.

Dartiber hinaus zeigten die verschiedenen Vergleiche mittels MA- und Volcano-
Plots eindeutige transkriptionelle Anderungen innerhalb der verschiedenen
Untersuchungsgruppen im statistisch signifikanten Bereich. Insbesondere durch die
Betrachtungen in IGV und die angefertigten Heatmaps konnte bestétigt werden,
dass es sich bei diesen Beobachtungen um repetitive Ereignisse handelte, die

innerhalb einer biologischen Replikatgruppe reproduzierbar stattfand.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dass auch C. daubneyi, wie bereits
fiir seine Sdugetierstadien festgestellt, spezifische transkriptionelle Anderungen
wihrend seiner komplexen Entwicklung in der Umwelt und im Zwischenwirt
vornimmt, um sich dadurch an die wechselnden Lebensbedingungen anpassen zu
konnen. Insbesondere der Ubergang vom in der Umwelt befindlichen Ei hin zum
schwimmenden, den Zwischenwirt aufsuchenden und eindringenden Mirazidium,
scheint ein entscheidender, herausfordernder Entwicklungsschritt darzustellen,

welcher besonders vieler spezifischer transkriptioneller Anpassungen bedarf.
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4.2. Die Bedeutung des GO-Enrichment einzelner Subcluster in
Zusammenhang mit den untersuchten Entwicklungsstadien fiir den
Lebenszyklus und das Verhalten C. daubneyis

Um die zugrundeliegenden Vorginge dieser Anpassungsvorgidnge ndher

beschreiben zu konnen, wurden die hier erstellten Daten mit schon vorhandenen

Datenbanken verglichen, um so Riickschliisse auf mogliche Prozesse, Funktionen

und Komponenten ziehen zu konnen. Neben der funktionellen Annotation,

ermoglichte die durchgefiihrte GO-Enrichment-Analyse, diejenigen biologischen

Funktionen (BP), molekularen Aktivititen (MF) und zelluldren Lokalisationen

(CC) zu identifizieren, die signifikant in jedem der untersuchten

Entwicklungsstadien hochreguliert (bzw. herunterreguliert) waren. Durch das

hierarchische Clustering der 1000 Gene mit der hdchsten differenziellen

Genexpression, wurden 16 interpretierbare Einheiten geschaffen, die Regionen

aufzeigten, die fiir spezifische Entwicklungszeitpunkte C. daubneyis individuell

reguliert wurden.

Der tliberwiegende Teil eines jeden Clusters konnte grolenunabhéngig dem GO-
Bereich ,,Biological Process* zugeordnet werden, der zusammenfassend Vorginge
und Ablédufe innerhalb einer Zelle, einem Gewebe oder einem Organismus
beschreibt, welche durch spezifische Molekiile spezielle Funktionen erfiillen. Da
zum Bereich ,,Biological Process® insbesondere Inhalte in Bezug auf z. B. die
Entwicklung, die Differenzierung, die multizelluldire Organisation, den
Metabolismus, verschiedene Abwehrprozesse oder die Stressregulierung zihlen,
deutete die Anreicherung dieser Kategorie schon vor einer ndheren Betrachtung an,
wie sehr C. daubneyi zyklus- und umweltbedingter Verédnderungen unterliegt und
sich darauf mittels transkriptioneller Anderungen anzupassen versucht (The Gene

Ontology Consortium et al., 2023).

4.2.1. Entwicklung frisch ausgeschiedener und friih entwickelter Eier

in der Umwelt
Im Entwicklungszyklus des Parasiten werden zunéchst farblose, unembryonierte
und behiillte Eier durch die geschlechtliche Fortpflanzung adulter C. daubneyi
Pansenegel produziert und unmittelbar in den Vormagen des Endwirtes abgelegt.
Erst nach der Ausscheidung in die Umwelt entwickeln sich die Eier weiter, sofern
priferierte Umweltbedingungen mit ausreichend Feuchtigkeit und wérmeren

Temperaturen vorherrschen. Liegen dagegen Trockenheit und Kilte vor, kann die
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Entwicklung fiir einige Monate stagnieren, ohne dabei die Entwicklungsfahigkeit
zu beeintriachtigen (Deplazes et al., 2020). Im durchgefiihrten Versuch wurde die
Darmpassage aus Griinden der Kontamination des Probenmaterials mit Kot
umgangen und die Eier direkt aus adulten Pansenegeln gewonnen. Die favorisierten
Umweltbedingungen wurden mittels Inkubation in destilliertem Wasser und einer

Temperatur von 27 °C simuliert.

Subcluster 1 beinhaltete GO-Terms in signifikantem und biologisch relevantem
Male, welche ausschlielich bei den Gruppen der Eier TO und T7 angereichert
waren. Da bereits die adulten Egel fiir die Eiausscheidung in wissrigem Milieu und
unter warmen Bedingungen fiir wenige Stunden untergebracht wurden, konnten die
Eier der Gruppe TO unmittelbar mit der Weiterentwicklung und der Zellteilung
beginnen. Derartige Entwicklungsvorgénge bendtigen unter anderem Gene fiir die
Regulierung von Transkription und Translation, sowie die Zellorganisation oder
Kompartimentierung. Die Ankurbelung und Hochhaltung dieser Zellteilungs- und
Entwicklungsprozesse bewiesen sédmtliche hochregulierte GO-Terms im Sektor
»Blologischer Prozess®, wie beispielsweise die Organellorganisation, der
Nukleinsduremetabolismus, die Chromosomorganisation, die Proteinmodifikation
oder die Regulation der DNA- und RNA-Replikation (z. B. GO:0006996,
G0:0090304, GO:0051276, GO:0036211, GO:0006275, GO:0016070). Unter der
Kategorie ,,Molecular Function“ waren tiiberwiegend die fiir diese Prozesse
notwendige Bindung von Proteinen, Enzymen, Nukleotiden, lonen, Kohlenhydrate
und Phospholipide (z. B. GO:0005515, GO:0019899, GO:0000166, GO:0043167,
G0:0097367, GO:0005543) beschrieben, wie dies auch Zhang et. al (2019b) fiir
hochregulierte Eitranskripte beobachtete. Die Energie hierfiir wurde durch ATP
bereitgestellt (GO:0140662, GO:0005524). Eine Transkriptomstudie an F. hepatica
fand ebenfalls dhnliche Komponenten bei adulten Parasiten hochreguliert, darunter

die Bindung von ATP, Ionen oder Nukleotiden (Young et al., 2010b).

Bei genauerer Betrachtung fiel auf, dass in Subcluster 1 die Anreicherung
erwahnter GO-Terms fiir die Eier der Gruppe T7 etwas geringer ausfiel, als bei den
Eiern der Gruppe TO. Dies konnte mit der Art der stattgefundenen Inkubation zu
erkliren sein: Wihrend die Eier der Gruppe TO zunidchst frisch in groflen
Behiltnissen und reichlich Platz mit den adulten Egeln untergebracht waren, ehe
sie zur RNA-Extraktion herangezogen wurden, wurden die Eier der Gruppe T7

hingegen in engen Tubes inkubiert, in welchen Uberlagerungen stattfanden. Wie
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bereits erwihnt, schien die Entwicklung dieser Gruppe ab einem gewissen Punkt zu
stagnieren, was wiederum die geringere Transkriptionsaktivitdt erklaren konnte.
Nicht untersucht wurde, ob die Eier zur Weiterentwicklung fahig gewesen wiren,

sobald sie ,,optimalere* Bedingungen vorgefunden hitten.

4.2.2. Die Entwicklung vollstindig embryonierter Eier hin zum
Mirazidium in der Umwelt

Subcluster 2 prisentierte sich in dieser Arbeit als dasjenige, in welchem

ausschlieBlich Transkripte der Eigruppe T14 hochreguliert waren. Die meisten

signifikant hochregulierten Transkripte beinhalteten GO-Terms iiber 9 + 2

bewegliche Zilien und die Regulation derer Bewegung, iiber axonemale

Mikrotubuli oder den Zusammenbau von Dyneinkomplexen (z. B. GO:0097729,
G0:0005879, GO:0036158, GO:0003352).

Zilien befinden sich auf einer Vielzahl von Zelltypen und sind verantwortlich fiir
die Erzeugung von Bewegung. Als Axonem bezeichnet man das innere Skelett
eines Ziliums, welches aus einer charakteristischen Anordnung von Mikrotubuli in
einer sogenannten 9 + 2 Struktur besteht (Anordnung von neun dulleren und zwei
mittigen Mikrotubuli). Dynein erzeugt dabei als Motorprotein die ndtige Kraft fiir
die Zilienbewegung (Porter und Sale, 2000). Auch die Mirazidien von C. daubneyi
sind mit zahlreichen beweglichen Zilien bestiickt, um fiir die Penetration des

Zwischenwirts zielgerichtet zu thm schwimmen zu kénnen (Sey, 1977).

Die proteomischen Untersuchungen an S. mansoni Mirazidien konnten bereits eine
Hochregulation zilidrer Dyneinarme feststellen und diese mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die Begeillelung der Mirazidien zuriickfiihren (Wang et al.,
2016). Die in dieser Arbeit untersuchte Gruppe der Eier T14 bestand aus vollstindig
embryonierten Pansenegeleiern. In deren Eiinneren befanden sich motile,
vollstidndig ausgereifte Mirazidien, welche fiir ihre Beweglichkeit begei3elt waren
und unmittelbar vor dem Schlupf mit anschlieBender Suche des Zwischenwirts
standen. Das Vorhandensein hochregulierter Transkripte und GO-Terms, welche in
Zusammenhang mit Zilien und Dynein standen, sprachen bei den embryonierten C.
daubneyi Eiern demnach ebenso mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die erfolgreiche
Weiterentwicklung des Parasiten zum begeiflelten Mirazidium und deren typischer

Aufbaustruktur.
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Auch bei der Untersuchung transkriptomischer Verdnderungen von frisch
migrierten Pansenegeln und adulten Stadien C. daubneyis im Endwirt, wurde die
Hochregulation von Dynein beobachtet, dann aber ein Zusammenhang mit
trematodischen Spermatozoen hergestellt (Huson et al., 2021b). In der Tat ist
Dynein auch eine strukturelle Komponente des Axonems von Samenzellen bei
Trematoden (Stitt und Fairweather, 1990) und ist demnach bei sich geschlechtlich
fortpflanzenden adulten Egeln vorzufinden (Huson et al., 2021b). In Subcluster 2
dieser Arbeit existierten mehrere statistisch signifikant hochregulierte GO-Terms,
die tatsdchlich einen Hinweis auf Spermien-bezogene Zilien und deren
Beweglichkeit gaben (GO:0036126, GO:0030317, GO:0097722). Die Entwicklung
vom unembryonierten Ei hin zum beweglichen Mirazidium findet durch
Zellteilung- und Differenzierung und somit ungeschlechtlich statt. Im ausgereiften
Mirazidium selbst, sind allerdings schon Anlagen fiir Keimdriisengewebe
vorhanden, was eine erste Erkldrung fiir die Beobachtung spermienbezogener GO-
Terms sein konnte (Sey, 1977). Wahrscheinlicher ist allerdings die grundsétzliche,
funktionelle Anpassung dieser Bewegungsmechanismen auf das Mirazidium: Der
Bewegungsablauf von Mirazidien &hnelt generell dem der Spermien, welche
ebenfalls auf oben beschriebene Miktrotubuli-Struktur und den Einsatz von Dynein
zuriickgreifen (Stitt und Fairweather, 1990). Diese Mechanismen sind aber
grundsétzlich unabhéngig von der Fortpflanzungsfunktion evolutionér konserviert
und dienen universell verschiedenen Zelltypen der Fortbewegung. Vor dem
Hintergrund der Art und Weise der Mirazidienbewegung ist es folglich
wahrscheinlicher, dass die gleichen Mechanismen, die auch fiir die
Spermienfortbewegung gelten, in diesem Fall funktionell angepasst wurden, um die

Beweglichkeit von Mirazidien zu ermdglichen.

Der Mirazidienschlupf wird durch die Exposition der Eier mit (Tages-) Licht
ausgelost (Kumar, 1999). Bei der Verarbeitung der Eier der Gruppe T14 wurde aus
diesem Grund sorgfiltig darauf geachtet, keine Lichtreize zu setzen. Da eine Arbeit
in volliger Dunkelheit aber praktisch nicht moglich war, konnte ein vollstindiges
Fehlen von Licht und ein vorzeitiger Schlupf weniger Mirazidien nicht génzlich
verhindert werden. Die identifizierten, angereicherten GO-Terms, welche die
zelluldre Antwort auf UV-Licht bzw. auf einen Lichtstimulus beschrieben
(GO:0034644, GO:0071482), sollten deswegen Erwdhnung finden. Gleichzeitig

sind sie eine Bestitigung flir die Fahigkeit von C. daubneyi Mirazidien im Ei auf
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Lichtreize zu reagieren. Diese Kompetenz konnten Zhang et. al (2019) in dhnlicher
Weise fir F. gigantica Mirazidien durch die Anreicherung des GO-Terms
GO0:0019684 (Photosynthese/Lichreaktion) feststellen.

Dartiber hinaus waren bei den Eiern der Gruppe T14 in Subcluster 2 insbesondere
Bereiche signifikant angereichert, welche mit Genfunktionen des Ribosoms, der
Translation und der Proteinbiosynthese in Zusammenhang standen (z. B.
G0:0003735, GO:0044391, GO:0006412, GO:0043043). Dies spiegelte den
intensiven Bedarf an Proteinen und Regulationsmechanismen wider, welcher fiir
die zahlreichen Zell- und Gewebsdifferenzierung hin zum vollstdndig entwickelten

Mirazidium bendtigt wurden.

4.2.3. Eigenschaften aller Eistadien
Subcluster 5 und 6 beschrieben angereicherte Gene, welche fiir alle untersuchten
Eistadien, vom unbembryonierten, bis zum vollstindig entwickelten Zustand,
hochreguliert wurden. Zwar besal nur der iiberreprisentierte p-Wert dabei
statistische Signifikanz, dennoch gab die vorhandene Literatur Hinweise darauf,
dass die Interpretation der hier beobachteten Annotationen nicht vernachléssigt
werden sollte. Die GO-Terms, welche iiber alle Eistadien hinweg angereichert
waren, befassten sich insbesondere mit dem Spurenelement Eisen, dessen Bindung,
Transport und der Eisenhomdostase (z. B. GO:0008199, GO:0006826,
GO0:0006879, GO:0097577, GO:0055072). Eisen, ein essentielles Spurenelement,
kommt in nahezu allen Organismen vor und dient als Cofaktor in zahlreichen
biologischen Reaktionen. Eisenhaltige Proteine katalysieren lebenswichtige
Reaktionen im Zusammenhang mit dem Sauerstoff- und Elektronentransport, der

Energietransduktion, der Nukleinsduresynthese und der Entgiftung.

Eisen konnte in Trematodeneiern von S. japonicum, genauer in deren Eischale, in
hohem Mafe nachgewiesen werden, welches dabei der Stabilisation diente (Jones
et al., 2007). Eine weitere Studie bestitigte ebenfalls das Vorkommen von Eisen in
Schistosoma Eiern: Die Eischalen von S. mansoni und S. japonicum enthielten
hierbei derart hohe Eisenkonzentrationen, dass sie sogar schwach magnetisch
waren (Karl et al., 2013). Auch in einer iiber F. hepatica durchgefiihrten
Proteomstudie, konnte das Vorhandensein von Ferritin, ein Protein zur
Eisenspeicherung, in 16slichen Eiextrakten nachgewiesen werden (Moxon et al.,

2010). Die Auswertung des C. daubneyi Genoms enthiillte dariiber hinaus erst
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kiirzlich, dass dem Parasit das Eischalenprotein L-DOPA fehlt, welches
iblicherweise fiir die Eischalenstabilitét bei Trematoden vorgefunden wird. Es wird
vermutet, dass sich C. daubneyi einer atypischen Vernetzungschemie bedient, um
eine besonders hohe Schalenstabilitit zu erlangen (Clancy et al., 2025). Vor dem
Hintergrund der vorhandenen Literatur und den Ergebnissen dieser Arbeit, l14sst
sich demnach vermuten, dass C. daubneyi-Eier Eisen nicht nur fiir Zellteilungs- und
Entwicklungsvorgidnge verwenden, sondern das Spurenelement fiir eine noch
bisher unerforschte Strategie der FEischalenintegritit benotigt. Aufbauende
Transkriptom- und Proteomstudien von leeren Eihiillen konnten weitere

Erkenntnisse liefern.

4.2.4. Entwicklung und Verhalten von Redien im Schnecken-
Zwischenwirt

Die Arbeit von Zhang et. al (2019b) war bisher die einzige, welche Redien einer C.
daubneyi nahestehenden Trematodenspezies, in diesem Fall F. gigantica, genauer
transkriptomisch untersucht hatte. Die Analyse des Stoffwechsels ergab, dass F.
gigantica Redien, im Vergleich zu den anderen Lebenszyklusstadien, ein hohes
Mal an Gentranskription, Translation, Replikation und Reparatur aufwiesen, was
eine Voraussetzung fiir die Entwicklung mehrerer Rediengenerationen innerhalb
der Schnecke ist. Gene, die mit dem Ribosom (ribosomale Proteine), der
Ribosomenbiogenese =~ und  dem  SpleiBosom  (SpleiBfaktoren  und
Ribonukleoproteine) assoziiert sind, gehdrten zu den am héufigsten transkribierten
Genen, die mit Transkription/Translation in Verbindung stehen. Dartiber hinaus
trugen auch DNA-gesteuerte RNA-Polymerasen, Transkriptionsinitiationsfaktoren
und Translationsinitiationsfaktoren, die mit dem RNA-Transport verbunden sind,

zu den hohen Transkriptionsraten bei (Zhang et al., 2019b).

Die biologischen Verdnderungen der schnellen, asexuellen Redienentwicklung in
der Schnecke fanden sich auch bei C. daubneyi in signifikant hoch angereicherten
Transkripten des Subclusters 7 wieder. Ahnlich zu Zhang et. al (2019b) wurden
zahlreiche Gene in Redien hochreguliert, welche in Zusammenhang mit der
Transkription, Translation, dem SpleiBosom und dem Proteinmetabolismus stehen.
Auch C. daubneyi kommt folglich den hohen biologischen Anforderungen wéhrend
der schnellen, asexuellen Entwicklung innerhalb der Schnecke durch die

Anpassung der transkriptionellen Aktivitat dafiir wichtiger Prozesse nach.
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Die Weiterentwicklung innerhalb eines Fremdorganismus kann nur dann ungestort
von statten gehen, wenn der Parasit vom (Zwischen-)Wirt unerkannt bleibt oder
zumindest wirtseigene Abwehrmechanismen lange genug umgehen oder abwehren
kann. Um auf die Abwehrstrategien der Zwischenwirtsschnecke reagieren zu
konnen, ist zunichst die Erkennung dieser notwendig. Sowohl in Subcluster 7 in
statistisch signifikantem Mal3e, als auch dariiber hinaus in Subcluster 15 mit
signifikanten p-Werten, wurden in C. daubneyi Redien Gene angereichert, welche
zur Detektion externer Stimuli (biotisch, abiotisch, organisch, anorganisch,
bakteriell) und der Reaktion auf diese dienen. Zusétzlich gaben die angereicherten
GO-Terms  Hinweise darauf, dass die Redien {iber angeborene
Immunabwehrstrategien verfiigen, um das Uberleben im Zwischenwirt zu sichern
(GO:0045087). Auch Zhang et. al (2019b) konnten GO-Terms in
Zwischenwirtsstadien F. giganticas identifizieren, welche mit der Immunabwehr
assoziiert werden, einschlieBlich der Aktivierung der angeborenen Immunantwort
(GO: 0002218), des B-Zell-Rezeptor-Signalwegs (GO:0050853) und der
Lymphozytenaktivierung (GO:0046649).

Dadie C. daubneyi Redien unmittelbar aus sezierten Schnecken gewonnen wurden,
kann trotz griindlicher Waschungen nicht génzlich ausgeschlossen werden, dass
eine geringe Kontamination mit Schneckengewebe vorlag und die Beobachtungen

in Wahrheit auf Immunabwehrstrategien des Zwischenwirtes zuriickzufiihren sind.

4.2.5. Stoffwechselverhalten von Zerkarien
Fiir die Transkriptomanalyse C. daubneyis wurden ausschlieBlich voll ausgereifte,
schwimmfdhige und zur Enzystierung in der Umwelt bereite Zerkarien aus den
Schnecken gewonnen. Samtliche prozerkariale Stadien wurden nicht
beriicksichtigt. Die Auswertung des Subclusters 3, welcher Gene beinhaltete, die
ausschlieflich bei Zerkarien signifikant hochreguliert waren, gab preis, dass in
Zerkarien der Tricarbonsdurezyklus (TCA-Zyklus), sowie der Citratmetabolismus
und auch die Atmungskette in besonderem Mafle aktiv waren. Der TCA-Zyklus ist
ein zentraler Stoffwechselweg der Mitochondrien, welcher unter aeroben
Bedingungen Energie fiir die Zelle bereitstellt und indirekt von Sauerstoff abhéngt,

da dieser fiir die Energiegewinnung in der Atmungskette benotigt wird.

Huson et. al (2021b) diskutierten ebenfalls den TCA-Zyklus bei der
Transkriptomanalyse von C. daubneyi Stadien des Endwirts. Die Analyse zeigte,
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dass Mitglieder des TCA-Zyklus im NEJ-Stadium am stirksten exprimiert wurden
und mit der Reifung des Parasiten zum adulten Stadium allmihlich herunter
reguliert wurden. Zeitgleich mit dem stetigen Riickgang des TCA-Zyklus, wurden
Gene in Zusammenhang mit dem Malat-Dismutationszyklus, also der anaeroben

Energiegewinnung, hochreguliert.

Die Sauerstoffverfiigbarkeit im Laufe des C. daubneyi Zyklus schwankt sehr.
Wihrend Stadien in der Umwelt problemlos, und auch NEJ-Stadien noch in
gewissem Mal3e, Zugang zu Sauerstoff haben, so ist dies nicht fiir adulte Parasiten
im anaeroben Milieu des Pansens zutreffend. Bereits Huson et. al (2021b)
vermuteten deshalb, dass sich die Energiegewinnungsstrategie C. daubneyis
wihrend der Entwicklung vom aeroben TCA-Zyklus hin zum anaeroben Malat-
Dismutationszyklus dndert. Eine Studie von Cwiklinski et. al (2015) untersuchte
ebenfalls die Expression von Schliisselenzymen des Stoffwechsels F. hepaticas und
zeigte, wie das Wachstum des Parasiten die Sauerstoffdiffusion in das
Parasitengewebe einschrinkt und er vom aeroben TCA-Energiestoffwechsel zum
anaeroben Malat-Dismutationszyklus {ibergeht. Die Erkenntnis, dass in C.
daubneyi Zerkarien Gene fir den TCA-Zyklus, die Atmungskette, dem
Citratmetabolismus und dariiber hinaus auch fiir mitochondriale Vorginge,
hochreguliert ~waren, bestirkt die Ergebnisse aus der vorherigen
Transkriptomstudie von Huson et. al (2021b) und die Art und Weise der Zerkarien,

die bendtigte Energie aus der aeroben Umgebung bereitzustellen.

Neben oben erwahnten GO-Terms, waren in Subcluster 3, 8 und 10 weitere Gene
ausschlieBlich bei Zerkarien hochreguliert, welche signifikante p-Werte aufwiesen.
Darunter fiel die Hochregulation kontraktiler Vakuolen. Vakuolen kommen
insbesondere in freilebenden einzelligen Parasiten vor, dienen der Osmoregulation
und entfernen iiberschiissiges Wasser aus der Zelle (Jimenez et al., 2022). C.
daubneyi Zerkarien finden sich beim Austritt aus dem Zwischenwirt in der Regel
in einer wissrigen Umgebung vor, zumal G. truncatula vor allem in feuchten bis
nassem Habitaten vorzufinden ist (Rondelaud et al., 2016; Schweizer et al., 2007).
Auch der Parasit benotigt deshalb eine Strategie, um iiberschiissiges Wasser aus
den Zellen zu befordern und konnte sich deswegen kontraktiler Vakuolen bedienen,

um dies zu bewerkstelligen.

Schwimmféhige C. daubneyi Zerkarien haben das Ziel, an umliegende Pflanzen

heranzuschwimmen und durch den Abwurf ihres Schwanzes zu runden, infektiosen
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Metazerkarien zu enzystieren (Deplazes et al., 2020). Da die Infektion des
Endwirtes insbesondere oral durch die Aufnahme von mit Metazerkarien behafteten
Futterpflanzen erfolgt, ist die Aufsuche der Gewéchse durch Zerkarien flir die
Infektion mitentscheidend (Kahl et al., 2021). Genau wie Mirazidien, besitzen
Trematodenzerkarien nur begrenzte Energiereserven und miissen innerhalb einer
kurzen Zeitspanne zu ihrem Ziel gelangen. Obwohl die Mechanismen, welche das
Schwimmverhalten von Zerkarien steuern, noch nicht vollstindig verstanden
werden, konnten Forschende bereits durch Verhaltensanalysen zeigen, dass die
internen Steuerungsmechanismen von externen Reizen abhéngen (Haas, 2003). Die
Hochregulation von Genen in Subcluster 3 und 8, die in Zusammenhang mit der
positiven Regulation der Chemotaxis stehen, konnte einen Hinweis darauf geben,
dass auch C. daubneyi Zerkarien nicht ,,blind“, sondern zielgerichtet an Pflanzen
heranschwimmen, um dort zu enzystieren und dabei durch chemotaktische Reize

gefiihrt werden.

5. Fazit und Ausblick

Wie bereits die Forschung an anderen Trematodenspezies von ,,Omic*-Studien
profitieren konnte, so wurden auch in dieser Arbeit die Vorteile der RNA-Seq fiir
die Erforschung der bisher ,,vernachléssigten Trematode C. daubneyi genutzt
(Huson et al, 2017). In der vorliegenden Studie wurden erstmals
Transkriptomdaten ausgewdhlter Entwicklungsstadien C. daubneyis in der Umwelt
und im Schnecken-Zwischenwirt erhoben und analysiert. Die bisherigen
Untersuchungen zeigten, dass C. daubneyi wihrend der untersuchten Lebensphasen
spezifische, transkriptionelle Anpassungen vornimmt, um sich an Umwelt- und
Zwischenwirtsbedingungen anzupassen. Die Ergebnisse unterstreichen die
Bedeutung molekularer Anpassungsstrategien in der Entwicklung parasitischer
Trematoden und bedeuten einen weiteren Schritt ndher zur Identifizierung neuer
MaBnahmen, die den Lebenszyklus C. daubneyis unterbrechen konnten und
dadurch langfristig Neuinfektionen und die zunehmende Ausbreitung eindimmen.
Da die generierte Datenmenge extrem grof3 ist, konnten in dieser Arbeit nur
ausgewdhlte Aspekte beriicksichtigt werden. Die Daten lieBen dariiber hinaus
weitere, tiefergehende Analysen, beispielsweise zu depleted-GO-Terms, KEGG-

Pathways oder die Fokussierung auf exprimierte Peptidasen zu und sollten in
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Kombination mit zukiinftigen Projekten weiter ausgewertet werden.

Um den Lebenszyklus des Parasiten noch detaillierter zu studieren, wire die
Analyse weiterer Entwicklungsstufen, insbesondere die der Mirazidien und
Metazerkarien, erstrebenswert. Beide stellen entscheidende Schliisselstadien dar,
die fiir die Aufrechterhaltung des Lebenszyklus und die Infektion des Zwischen-
bzw. Endwirts von Bedeutung sind. Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten,
dass auch fiir Mirazidien und Metazerkarien spezifische Gene exprimiert werden,
deren Analyse wichtige Angriffspunkte fiir weitere Bekdampfungsstrategien liefern
konnten. Dariiber hinaus wiirde die Integration von weiteren ,,Omics“-Studien aller
Stadien, wie Proteomik oder Sekretomik, das Verstindnis erweitern und die

vorliegenden Transkriptomdaten sinnvoll ergdnzen (Huson et al., 2017).

Die DNA-Sequenzierung eines adulten C. daubneyi Isolats lieferte einen ersten
deutschen Genomentwurf des Parasiten. Der Vergleich mit dem umfassenderen
nordirischen Genom zeigt sowohl Ubereinstimmungen, als auch Unterschiede, die
auf regionale Anpassungen und genetische Vielfalt hinweisen kdnnten (Clancy et
al., 2025). Obwohl das deutsche Genom unvollstindiger ist, bietet es wichtige
Ansidtze, um bestehende Liicken zu schliefen und weitere Untersuchungen zu
ermoglichen. Zukiinftige Arbeiten mit detaillierteren Genomdaten sind
entscheidend, um die Diversitit des Parasiten genauer zu untersuchen und
entsprechende  Anpassungsstrategien auf regionale Gegebenheiten davon

abzuleiten.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Seit einigen Jahren breitet sich die Paramphistomidose zunehmend in Europa aus
und gewinnt immer mehr an Bedeutung. Die Pansenegelspezies C. daubneyi,
welche einen komplexen Lebenszyklus durchliuft, spielt dabei die dominierende
Rolle. ,,Omic“-Studien C. daubneyis von Entwicklungsstadien in der Umwelt und
im Zwischenwirt fehlten bisher génzlich. Angesichts der eingeschrinkten
Behandlungsmoglichkeiten und der  zunehmenden  Ausbreitung  der
Paramphistomidose, gilt es zukiinftig insbesondere auch diese Parasitenstadien auf
molekularer Ebene besser zu verstechen, um langfristig geeignete

Bekidmpfungsmalinahmen entwickeln zu kdnnen.

In dieser Arbeit wurde erstmals eine vergleichende Transkriptomanalyse von
freilebenden C. daubneyi Stadien, sowie Stadien aus dem Zwischenwirt mittels
RNA-Seq durchgefiihrt. Beriicksichtigt wurden jeweils drei biologische Replikate
frisch ausgeschiedener, unembryonierter Eier, von Eiern am Beginn ihrer
Entwicklung wihrend der Zellteilung und vollstindig embryonierter Eier, sowie
von Redien und Zerkarien. Es wurde beobachtet, dass die Eier in ihrer Entwicklung
gehemmt werden, sobald Gewichtsdruck auf sie ausgeiibt wird. Dariiber hinaus
stellte sich heraus, dass die RNA von C. daubneyi eine ungewohnliche Hitzelabilitét
gegeniiber Temperaturen von iiber 70 °C aufweist. Das Vorhandensein alternativer
Prozessierungsschritte  der unreifen RNA mit dem Einbau von

Wasserstoftbriickenbindungen wird diskutiert.

Eine vergleichende Transkriptomanalyse der untersuchten Entwicklungsstadien
zeigte, dass zu allen Zeitpunkten stadienspezifische Gene exprimiert wurden und
differenzielle Genexpression stattfand. Umso weiter die Entwicklungsstadien
zeitlich gesehen voneinander entfernt lagen, desto groBer fiel die differenzielle
Expression aus. Die spezifischen transkriptionellen Anderungen erkliren, wie es
dem Parasiten moglich ist, sich wihrend seiner komplexen Entwicklung in der
Umwelt und im Zwischenwirt an die wechselnden Lebensbedingungen anzupassen.
Es scheint, dass insbesondere der Ubergang vom Ei zum Mirazidium dabei

besonders herausfordernd ist und vieler transkriptioneller Anpassungen bedarf.

Des Weiteren wurde eine funktionelle Annotation und eine GO-Enrichment-

Analyse ausgewdhlter Gencluster durchgefiihrt und insbesondere hochregulierte
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Transkripte ausgewertet. Alle untersuchten Eistadien zeigten transkriptionelle
Aktivitdt in Zusammenhang mit Eisen (Bindung, Transport und Homdostase),
welches dabei eine noch unerforschte Rolle in der Eischalenstabilitit spielen
konnte. Die Eier waren zu Beginn ihrer Entwicklung besonders in der
Transkription, Translation und dem Nukleinsduremetabolismus involviert, was mit
der fortschreitenden Zellteilung und Organellorganisation im Eiinneren einhergeht.
In vollstéindig embryonierten Eiern hingegen waren liberwiegend Transkripte aktiv,
welche in Zusammenhang mit dem Zusammenbau von Zilien und der Regulation
von Bewegung standen. Dies korreliert mit der Entwicklung vom Ei zum
schwimmfahigen, den Zwischenwirt aufsuchenden Mirazidium. Redien entwickeln
sich im Schnecken-Zwischenwirt schnell iiber mehrere Generationen weiter, was
durch die Hochregulation von Genen, welche mit dem Ribosom und Spleilosom,
sowie  Transkriptions- und Translationskomponenten zusammenhédngen,
widergespiegelt wurde. Die Analyse der Zerkarien ergab, dass in diesen Gene fiir
den TCA-Zyklus hochreguliert waren, was eine Anpassung des Parasiten an die
aeroben Verhiltnisse in der Umwelt nach dem Austritt aus dem

Schneckenzwischenwirt erklart.

Zusitzlich wurde in dieser Arbeit erstmals eine Erstsequenzierung aus DNA von
deutschen, adulten C. daubneyi-Parasitenisolaten durchgefiihrt. Ein grundlegender
Genomentwurf wurde erstellt, der mit 417,81 Mb noch vergleichsweise liickenhaft
war und daher zukiinftiger Nachsequenzierungen bedarf. Der ermittelte GC-Gehalt
von 42,75 % kam dem verwandter Trematodenspezies sehr nahe. Ein erster
Vergleich mit dem kiirzlich erschienenen nordirischen C. daubneyi Genomentwurf
enthiillte etliche Parallelen und gab Hinweise auf das Vorhandensein von
Sequenzrepetitionen. Insgesamt stimmten 78 % des deutschen Entwurfes mit dem
der Nordiren iiberein. Die genetische Diversitét verschiedener C. daubneyi Isolate

aus unterschiedlichen Regionen konnte eine Erklérung hierfiir liefern.

Zusammenfassend ermoglichte diese Arbeit erstmals anhand transkriptomischer
Daten, das Verstindnis iiber die Lebensweise C. daubneyis, insbesondere in der
Umwelt und im Schnecken-Zwischenwirt, zu vertiefen. Gleichzeitig lieferte das
Projekt eine wertvolle Grundlage fiir folgende ,,Omic*“-Studien und tragt dazu bei,
potentielle Angriffspunkte zu ermitteln, um zukiinftig Bekdmpfungsstrategien zu

entwickeln, die schon auf Umwelt- und Zwischenwirtsebene ansetzen.
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VII. SUMMARY

For some years now, Paramphistomidosis has been spreading increasingly in
Europe and is becoming more important. The rumen fluke species C. daubneyi,
which goes through a complex life cycle, plays the dominant role. All ‘Omic’
studies of developmental stages in the environment and the intermediate host have
so far been completely lacking. In view of the limited treatment options and the
increasing spread of Paramphistomidosis, it is particularly important to better
understand these parasite stages at the molecular level in order to be able to develop

suitable control measures in the long term.

In this work, a comparative transcriptome analysis of C. daubneyi environmental
and intermediate host stages was performed for the first time using RNA-Seq. Three
biological replicates each of freshly excreted, unembryonated eggs, eggs at the
beginning of their development during cell division and fully embryonated eggs, as
well as redia and cercariae, were considered. It was observed, that the eggs are
inhibited in their development as soon as weight pressure is exerted on them. In
addition, the RNA of C. daubneyi was found to have an unusual heat intolerance to
temperatures above 70 °C. The existence of alternative processing steps of the

immature RNA with the incorporation of hydrogen bonds is discussed.

A comparative transcriptome analysis of the developmental stages showed that
stage-specific genes were expressed at all time points and that differential gene
expression took place. The further apart the developmental stages were in time, the
greater was the differential expression. The specific transcriptional changes explain
how the parasite is able to adapt to changing living conditions during its complex
development in the environment and in the intermediate host. It appears that the
transition from the egg to the miracidium requires a particularly large number of

transcriptional adaptations.

Furthermore, a functional annotation and GO enrichment analysis of selected gene
clusters was performed and in particular upregulated transcripts were analysed. All
egg stages showed transcriptional activity related to iron (binding, transport and
homeostasis), which might play an so far unexplored role in eggshell stability. The
eggs were particularly involved in transcription, translation and nucleic acid

metabolism at the beginning of their development, which is associated with
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progressive cell division and organelle organisation inside the egg. In fully
embryonated eggs, on the other hand, transcripts associated with cilia assembly and
the regulation of movement were predominantly active. This correlates with the
development of the egg into a swimming miracidium that seeks out the intermediate
host. Redia develop rapidly over several generations in the snail intermediate host,
which was reflected by the upregulation of genes related to the ribosome and
spliceosome, as well as transcription and translation components. Analysis of the
cercariae revealed, that genes for the TCA cycle were upregulated in them, which
explains an adaptation of the parasite to the aerobic conditions in the environment

after exit from the snail intermediate host.

In addition to transcriptome analysis, in this work initial sequencing of DNA from
a German adult C. daubneyi parasite isolate was carried out for the first time. A
basic draft genome was created, which at 417.81 Mb was still comparatively
incomplete and therefore requires future sequencing. The determined GC content
of 42.75 % was very close to that of related trematode species. An initial
comparison with the recently published Northern Irish C. daubneyi draft genome
revealed a number of parallels and indicated the presence of sequence repeats.
Overall, 78 % of the German draft matched the Northern Irish draft. The genetic
diversity of different C. daubneyi isolates from different regions could provide an

explanation for this.

In summary, this work allowed for the first time to deepen the understanding of the
life cycle of C. daubneyi, especially in the environment and in the snail intermediate
host, using transcriptomic data. At the same time, the project provided a valuable
basis for future ‘omic’ studies and contributes to the identification of potential
targets for the development of future control strategies at the environmental and

intermediate host level.
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Abbildung 29 (fortgesetzt): Grafische Darstellung der Subcluster 4, 9, 11 - 14
und 16 (erstellt von Dr. Raul Cosentino)
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4. Digitales Zusatzmaterial

Da Genom- und Transkriptomanalysen eine enorm grofle Datenmenge erzeugen,
war es in dieser Schriftausfilhrung nicht mdoglich, alle wichtigen Dateien
darzulegen. Aus diesem Grund wird der Arbeit ein USB-Stick mitgeliefert, welcher

ergdnzend folgendes Zusatzmaterial enthélt:

1) dotplot.png: Originalgrof3e des Dotplot aus Abschnitt [V.2.2

2) P _30 Enriched Alle Cluster.xlsx: Auflistung der enriched-GO-Terms
aller 16 Subcluster mit jeweiligen Signifikanzen aus Abschnitt IV.3.2

3) P_30_Depleted_Alle_Cluster.xlsx: Erginzende Auflistung der depleted-
GO-Terms aller 16 Subcluster mit jeweiligen Signifikanzen aus Abschnitt

IV.3.2
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