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Abstract

Untersuchung der Wirkung von
Nitazoxanide unter simultan ionisierender Bestrahlung auf Echinococcus
multilocularis Metacestoden

Die alveolare Echinokokkose, hervorgerufen durch eine Infektion mit Metacestoden
des Echinococcus multilocularis, stellt auf Grund der hohen Letalitat im Falle einer
unbehandelten Erkrankung beim Menschen, eine noch immer groBe Gefahr dar.
Besonders das destruktive Wachstum sowie die F&higkeit des Parasiten
Absiedelungen in Nachbarorgane und weiter entfernte Organe zu bilden, zeigen
Parallelen zu den malignen Tumoren auf.

Der Einsatz ionisierender Strahlung in Kombination mit strahlensensibilisierenden
Medikamenten zur Behandlung verschiedener maligner Erkrankungen des
Menschen ist seit Jahren in der Medizin etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wird die in vitro Anwendung von ionisierender Bestrahlung
in Kombination mit Nitazoxanid an Metacestoden des Echinococcus multilocularis
nach morphologischen und molekularbiologischen Gesichtspunkten untersucht.
Durch die angewendeten Verfahren kann dabei nach Mdéglichkeit eine Aussage Uber
die Viabilitat des Metacestodengewebes getroffen werden.

Bei der Untersuchung von NTZ unter simultan ionisierender Bestrahlung konnten in
vitro reproduzierbare ultrastrukturelle Veradnderungen gezeigt werden. Die
Veranderungen lieBen sich in weiten Bereichen als Nekrosen des
Metacestodengewebes interpretieren. Beziglich der Viabilitat lieBen sich die
angewendeten Verfahren nicht eindeutig miteinander korrelieren. Besonders die in
der Rasterelektronenmikroskopie gesehenen Verédnderungen der germinativen
Zellschicht, sowie die mikroskopischen Beobachtungen bei den Kopfanlagen fliihrten
zu der Erwartung einer vollstandigen Zerstérung des Parasiten. Makroskopisch
imponierte eine verminderte Proliferation, welche sich mdglicherweise auf
bestrahlungsinduzierte Schaden in der Folge eines Zellzyklusarrestes zurlckfihren

|asst.

PD Dr.med. Stephan Gripp/ Raoul Ernst
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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Ubersicht

Die Infektion mit dem Larvenstadium des Echinococcus multilocularis stellt nicht
zuletzt in Folge der begrenzten Therapiemoglichkeiten eine fur den Menschen
lebensbedrohliche Erkrankung dar [GOT00]. Biologisch betrachtet weist das
Metacestodengewebe des Echinococcus multilocularis (E.m.) erstaunliche Parallelen
zu malignen Tumoren auf. Wie diese wachst es lokal destruktiv und zerstort dabei
das Wirtsgewebe, weiterhin besitzen undifferenzierte Zellen des Gewebes ein
metastatisches Potential und verteilen sich so auf weitere Organe des Wirtes [MEL83].
Es ist daher naheliegend, Verfahren aus der Tumortherapie in der Behandlung der
alveolaren Echinokokkose (AE) naher zu untersuchen. Gegenstand dieser
Untersuchung ist die Wirkung eines parasitoziden Anthelminthikum bei simultaner
Anwendung einer ionisierenden Bestrahlung des Larvenstadiums des E.m.. Von
Benzimidazolen ist aus zahlreichen Versuchen an malignen Tumoren bekannt, dass
sie zu einer Sensibilisierung gegenuber ionisierender Strahlung fuhren [SMIg4]
[ADA73] [URT75]. Die Anwendung eines den Benzimidazolen chemisch ahnlichen
Anthelminthikum, in Form eines Nitrothiazolyl-Salicylamide-Derivat dem Nitazoxanide
(NTZ), wahrend einer Bestrahlung scheint daher in doppelter Hinsicht interessant.

1.2 Biologie

Der Echinococcus multilocularis als Erreger der alveolaren Echinokokkose gehort
wie auch der Echinococcus granulosus (E.g.), der Erreger der zystischen
Echinokokkose (CE), zum Stamm der Plathelminthes (Plattwirmer) in die Klasse der
Cestoden (Bandwiirmer). Das Uberleben des Parasiten ist an einen Zyklus
gekoppelt, in dem der Rotfuchs (Vulpes vulpes) der Endwirt ist. Weiterhin kdnnen
Hund (Canis lupus) und Katze (Felis domesticus) auch als Endwirte dienen. Der
adulte Parasit ist etwa vier Millimeter lang und gliedert sich in einen Scolex (Kopf mit
Halteapparat) und drei bis funf Proglottiden, welche einen Reproduktionsapparat und
ca. 300 Eier je Proglottide beinhalten. Der adulte Parasit setzt sich im Darm des
Endwirtes fest. Zirka vier Wochen nach einer Infektion beginnt die Ausscheidung der
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Proglottiden und reifer Eier mit den Faeces. Die Eier sind nach innen eingestulpt und
mit einer Kapsel versehen, so dass sie gegenuber Umwelteinflissen resistent sind.
Die Infektion des Zwischenwirtes erfolgt durch orale Aufnahme der Eier. Im
Normalfall ist der Zwischenwirt die Feldmaus (Microtus agrestis), welche besonders
empfanglich fur eine Infektion ist. Andere Sauger, wie z.B. die Schermaus (Arvicola
terrestris), konnen auch als Zwischenwirte fungieren. Der Mensch als
Fehlzwischenwirt, stellt in dem Zyklus eine Sackgasse dar. Ist das Ei im Darm des
Zwischen-/ Fehlzwischenwirtes angelangt, stulpt es sich unter der Einwirkung von
Signalstoffen und Gallensalzen aus. Die im Ei befindliche Oncosphare penetriert
aktiv mittels amoboider Bewegung und Zuhilfenahme proteolytischer Enzyme die
Darmwand und erreicht Uber Blut- und Lymphabflul3 in 98% der Falle die Leber.
Manifestationen in anderen Organen, wie Lunge, ZNS und Knochen, treten seltener
auf [GOTO00].

Endwirt
Fuchs

Hund
Katze

Eier
Oncospharen

( Metacestoden )

e

Zwischenwirt

Fehlzwischenwirt
Mensch

Abb. 1 Lebenszyklus des Echinococcus multilocularis.

Aus den Oncospharen entwickeln sich zystische und tubulare Strukturen, die das
Metacestodenstadium reprasentieren. In den Metacestoden reifen neue Kopfanlagen
heran. Der Zyklus schlief3t sich, wenn der Zwischenwirt (Maus) vom Endwirt (Fuchs,
Hund oder Katze) gefressen wird und die Kopfanlagen im Darm des Endwirtes zu
reproduktionsfahigen Parasiten heranreifen. Bei der Infektion des Menschen bilden

sich jedoch nur in 5% der Falle Kopfanlagen aus. [GOT00]
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Die Metacestoden formieren sich in einer zystisch bis tubular ausgebildeten Struktur,
die in der Grofde um funf Millimeter und dem mikroskopischen Bereich schwankt. Die
Zyste besteht aus einer azellularen PAS (Perjod-Schiff-Saure) positiven
Laminarschicht, welche aus einem Polysaccharid-Protein-Komplex (vorwiegend
Galaktosamin und Glucosamin) zusammengesetzt ist und den Parasiten gegen
immunkompetente Zellen des Wirtes abgrenzt [HEMO02]. Auf der Innenseite der
Laminarschicht befindet sich eine germinative Zellschicht, welche aus differenzierten
Zellen wie Muskelzellen, Glycogen-Speicherzellen und undifferenzierten Zellen
besteht. Eine Aussaht des Parasitengewebes analog einer Metastasierung bei
Karzinomen in andere Organe geht von den undifferenzierten Zellen aus [MEH83].
Zwischen der germinativen Zellschicht und der laminaren Schicht befindet sich das
Tegument des Parasiten. Aus diesem ragen Mikrotubuli in die laminare Schicht
hinein, welche fur Resorptionsvorgange auf Diffusionsbasis und die Sezernierung
von Bausteinen der laminaren Schicht zustandig sind [HEM02]. Die Zysten wachsen

durch Proliferation infiltrativ in das Wirtsgewebe ein.

Abb. 2 Schematischer Aufbau des Metacestodengewebe. LL Laminarschicht bestehend aus
Polysaccharid-Protein-Komplex mit Echinococcus multilocularis spezifische Alkalische Phosphatase
(EmAP) (0); UC undifferenzierte Zellen mit zellwandstandiger EmAP (o0); gSTC Glycogen-

Speicherzellen; MC Muskelzellen; mt Mikrotubuli des Tegument.
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1.3 Epidemiologie

Der Parasit findet auf nahezu der gesamten nordlichen Halbkugel Verbreitung.
Hochendemiegebiete sind Japan, Alaska und Kanada und in Mitteleuropa vor allem
die Schweiz, Suddeutschland und Frankreich [ECKOO].

In Gebieten wie Deutschland, Schweiz, Frankreich und Osterreich treten jahrlich 0,2
bis 1,4 neue Infektionen mit AE pro 100.000 Einwohner auf [AMMO0]. Die Bedeutung
der AE beim Menschen liegt grundsatzlich in der aul3erordentlich hohen Letalitat von
94% im Falle einer unbehandelten Erkrankung [AMMO0O]. Bisher ging man davon aus,
dass die Infektion des Zwischenwirtes vor allem durch kontaminierte Waldfrichte
erfolgt. Da die Feldmaus als besonders empfanglicher Zwischenwirt jedoch das
Kulturland bevorzugt und der Fuchs als Kulturfolger sich starker auf diesen
Lebensraum ausdehnt, ist die Kontaminationswahrscheinlichkeit der Kulturpflanzen
und besonders des Erdbodens deutlich hoher [ROM99]. Weiterhin dehnte der Fuchs
seinen Lebensraum auch auf das Stadtgebiet aus, so dass neuerdings auch dort ein
erhohtes Infektionsrisiko Besteht [ECKO00].

1.4 Klinik und Diagnostik

Klinisch aulert sich eine Infektion mit E.m. in 30% der Falle durch diffuse
Oberbauchbeschwerden mit ikterischen Verlaufen, bei weiteren 30% handelt es sich
um Zufallsbefunde, die im Rahmen einer bildgebenden Leberuntersuchung erhoben
werden. Die restlichen Infektionen werden im Rahmen von auffalligen Laborwerten
der Leberenzyme entdeckt [GOT00]. Komplikationen treten bei fortgeschrittener AE
durch Obstruktion der groRen Gallenwege in Form von portaler Hypertension und
Obstruktionen im Bereich der Vena cava inferior auf. In den Maoglichkeiten zur
Diagnostik haben bildgebende und serologische Verfahren die grof3te Bedeutung.

In der Sonographie stellt sich eine AE durch diffuse hyper-/ hypoechogene
Leberrundherde mit unregelmafligen Verkalkungen dar. Im CT findet man
Kontrastmittel aufnehmende heterogene hypodense Herde mit unregelmalligen
Randern und Kalzifizierungen. Die MRT-Untersuchung eignet sich besonders zur
Untersuchung von wenig Kkalzifizierten Lasionen. Besonders der multivesikulare
Charakter der Lasionen kann bei zweifelhaften Befunden gut dargestellt werden.

[REUO1] [AMMOO] [GOTO00] Die serologische Diagnostik erfolgt mittels eines Enzym-
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Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) gegen Antigene der Hydatidenflussigkeit. Der
Test weist sowohl eine hohe Sensitivitat wie auch Spezifitat auf. Durch
affinitatsgereinigte E.m. Antigene, wie das E.m.-2 oder das rekombinante 11/3-10
Antigen, ist eine Differenzierung zwischen alveolarer und zystischer Echinokokkose
zu 95% moglich. Im Blut der Patienten lassen sich im Falle einer alveolaren
Echinokokkose E.m.-2 AntikOrper nachweisen [GOTOO].

1.5 Therapie

Die Standardtherapie der AE ist die radikalchirurgische Leberteilresektion mit einer
anschlieBenden zweijahrigen anthelminthischen Therapie mit einem der derzeit
zugelassenen zwei Benzimidazolderivaten (Mebendazol oder Albendazol). Nach
einer inkompletten Entfernung muss eine lebenslange anthelminthische Therapie
durchgefuhrt werden. [WHO01] Die Indikation zu einer Lebertransplantation unter
Immunsupression muss wegen haufiger postoperativer Rezidive und dem Auftreten
von Absiedelungen in anderen Organen streng gestellt werden [AMM99]. Bei 70% der
AE Patienten kann eine radikal chirurgische Sanierung nicht durchgefuhrt werden.
Diese Patienten mussen einer Langzeittherapie mit Benzimidazolderivaten
unterzogen werden. [AMMO00] Benzimidazole wie Mebendazol und Albendazol werden
nach oraler Aufnahme intestinal schlecht resorbiert (<10%) und unterliegen einem
First-Pass-Mechanismus, in dem sie in die ebenfalls parasitostatisch wirksamen
Metabolite Albendazol-/ Mebendazolsulfoxid und Albendazol-/ Mebendazolsulfon
Uberfuhrt werden. Mit einer anthelminthischen Therapie mit diesen Medikamenten
steigt die 10 Jahresiberlebensrate (JUR) auf 80% und die 15 JUR auf 50 — 80%.
[AMM99] An schwerwiegenden Nebenwirkungen mussen die seltene in den ersten
beiden Monaten der Therapie auftretende passagere Agranulozytose sowie die
medikamentOse ikterische Hepathopathie unter beiden Praparaten erwahnt werden.
Unter der Therapie kann es zu einem leichten Anstieg der Transaminasen, zu einer
leichtgradigen Proteinurie sowie zu gastrointestinalen Beschwerden kommen.
[AMMOO0]

Ein neues vielversprechendes Praparat stellt das Nitazoxanide (NTZ) dar. Das aus
der Veterinarmedizin stammende Praparat, welches zur Zeit zur Behandlung von
chronischen Diarrhéen, hervorgerufen durch intestinale Parasiten wie Giardia
intestinalis bei HIV-positiven Patienten zugelassen ist, zeigte in Bezug auf die AE in
einer in vitro Dosierung von 10 ug/ml einen parasitoziden Effekt. [AMA02] [STEO03]
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Abb. 3 Strukturformeln: A Albendazol; B Mebendazol; C Nitazoxanide; D Metronidazol; Analog bei C

und D die jeweils am heterocyclischen Ring substituierte Nitrogruppe.

1.6 Wirkung der ionisierenden Strahlung

Der Einsatz ionisierender Strahlung zur Behandlung verschiedener benigner sowie
maligner Erkrankungen des Menschen ist seit Jahren in der Medizin etabliert. Zwei
Arten von ionisierender Strahlung sind bezlglich der biologischen Effekte von
Bedeutung. Die elektromagnetische Strahlung und die Teilchenstrahlung. Bei der
elektromagnetischen Strahlung handelt es sich um Photonen, deren Ursprung
entweder im Atomkern (Gammastrahlung) oder in den Elektronenschalen eines Atoms
(Réntgenstrahlung) liegt. Die Teilchenstrahlung zur therapeutischen Anwendung nutzt
Elektronen, Photonen, Alpha-Teilchen, Neutronen und schwere lonen.

Die ionisierenden Strahlung kann in ihrer Wirkung in direkte und indirekte lonisierung
unterteilt werden. Bei der direkten lonisierung wird die Energie der geladenen
Teilchen auf die Elektronen im Orbital eines Atoms Ubertragen. Diese Atome sind
unter anderem Bestandteil von DNA, RNA, Enzymen oder Komponenten der
Zellmembran. Auch Wassermolekule die in Geweben in hoher Anzahl vorhanden
sind, bestehen aus Atomen auf deren Elektronen diese Energie Ubertragen wird. In
der Folge entstehen reaktive Atome, welche dann mit zellularen Molekulen
interagieren konnen. Indirekt ionisierende Strahlung resultiert aus Kollisionen von
Neutronen mit dem Atomkern. In der Folge konnen direkt ionisierend geladene

Teilchen, Gammastrahlung und auch Roéntgenstrahlung entstehen.
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Die ionisierende Bestrahlung von biologischem Material kann zu verschiedensten
Effekten fuhren, wobei moglicherweise vier Stadien durchlaufen werden.

1. Physikalisches Stadium mit einer Dauer von 107'® Sekunden: Interaktion mit
Molekulen durch anheben der Elektronen auf eine hohere Orbitalschale fuhrt
zur Bildung von reaktionsfreudigen Atomen. Bei Verlust von Elektronen durch
lonisierung entstehen Radikale und es kommt zur Aufhebung von chemischen
Bindungen.

2. Physikochemisches Stadium mit einer Dauer von 10" Sekunden: Metastabile
Zustande und Energietransfers erzeugen reaktive Spezies aus der Vielzahl
von Wassermolekulen im Gewebe.

3. Chemisches Stadium mit einer Dauer von 10° Sekunden: Reaktive Spezies
reagieren mit drei wichtigen zellularen Molekulen.

A.) Nukleinsduren: Bruche in Wasserstofforickenbindungen, Einzel-/
Doppelstrangbruche, Konformationsanderungen sowie
Quervernetzungen zwischen DNA und chromosomalen Proteinen.

B.) Proteine: Beschadigung von Seitenkettengruppen,
Konformationsanderungen in Sekundar- und Tertiarstruktur.

C.) Lipide: Bildung von Peroxiden aus ungesattigten Fettsauren.

4. Biologisches Stadium mit einer Dauer von 10° Sekunden bis zu Jahren:
Zelltod nach Bestrahlung, wobei die Strahlenempfindlichkeit abhangig vom
Zellzyklus ist. Hohe Empfindlichkeit in abnehmenden Male herrscht in der
G2-/ > spéte G1-/ > friihe S-/ > M-Phase. Eine mogliche Strahlenresistenz
liegt in zunehmenden Malde in der frihen G17-/ < spéten S-Phase vor. Des
Weiteren unterscheidet man den Interphase-Tod vom Reproduktions-Tod. Der
Interphase-Tod tritt moglicherweise nach hohen Dosen in Geweben mit
geringen Reproduktionsraten auf. Der Reproduktions-Tod tritt bei sich in der
Teilung befindlichen Zellen, durch fehlerhafte Mitose auf. Vor dem Zelltod
konnen einige Zellen noch viele Teilungen durchlaufen, andere verlieren ihre
Teilungsfahigkeit und Funktionalitat und Uberleben. [MAR87]

In einigen Fallen konnte die Kombination einer Bestrahlungstherapie mit einer
Verabreichung von Medikamenten, welche die biologische Wirkung ionisierender
Strahlung verstarken, zu einer Verbesserung der therapeutischen Ergebnisse
fuhren. [WAR07] Bei einigen dieser Medikamente die als Radiosensitizer bezeichnet
werden, handelt es sich um Nitroimidazole. Die Wirkung dieser wichtigen Gruppe von
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Radiosensitizern beruht auf einem Effekt, der sich analog dem Sauerstoffeffekt bei
einer Bestrahlung in gut oxygenierten Geweben verhalt. Dabei werden unter
ionisierender Bestrahlung NO-Primarradikale freigesetzt, welche dann weitere
Sekundarradikale erzeugen. Zusatzlich zu den durch die Wasserradiolyse im
bestrahlten Gewebe erzeugten Primarradikalen (H-, OH-, e 5q) und Peroxiden, kommt
es zu einer Bildung von Bioradikalen. Durch Oxidation von Doppelbindungen werden,
wie oben beschrieben, Schaden an der DNA induziert. Die Bestrahlung der Substanz
im Gewebe fuhrt zu indirekten Schaden, welche sich meistens auf den Einzelstrang
der DNA beschranken. Diese sind schneller und effektiver reparabel als Schaden,
die den Doppelstrang der DNA betreffen. Doppelstrangbriiche und komplexere
Schaden an der DNA konnen bei hohen Strahlendosen durch Synergie der indirekten
Strahlenwirkungen auftreten. [WAS97] [WARO07]

Die Menge einer Strahlung, die in ein definiertes Areal abgegeben wird ist die
Strahlungsdosis. Die Dosis pro Zeit definiert dabei die Dosisrate. Die Einheit der
Energiedosis ist das Gray (Gy), wobei 1Gy die Absorbierte Dosismenge pro
Kilogramm Materie/ Gewebe (1Gy = 1J/kg) ist. [MAR87]

Abb. 4 Zellzyklus.




Material und Methoden 14

2 Material und Methoden

2.1 In vitro Kultivierung der Echinococcus multilocularis Metacestoden

Die in vitro Kultivierung erfolgte mit Echinococcus multilocularis Metacestoden aus
peritoneal infizierten Feldmausen (Arvicola terrestris) sowie oral infizierten
Wistenrennmause (Meriones unguiculatus). Die Tiere wurden nach 1 bis 2 Monaten
post infectionem euthanasiert. Das Parasitengewebe wurde unter aseptischen
Bedingungen aus der Peritonealhdhle entfernt. Die Gewebeproben wurden in kleine
Blocke (Volumen 0,5cm®) geschnitten und diese dann mehrfach in Phosphate
Buffered Saline (PBS) gewaschen. Finf Gewebeblocke wurden zusammen mit 75ml

Medium A (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) plus Zusatz von 25mM 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl) Ethansulfonsdure (HEPES), 10% Fetal Calf Serum (FCS), 2mM L-
Glutamin, 200U Penicillin/ml sowie 200ug Streptomycin/mi) in Kulturflaschen gegeben, welche

mit einem Filterdeckel fest verschlossen in aufrechter Position unter mikroaerophilen
Bedingungen (37°C, 10% CO,), in einem Brutschrank aufbewahrt wurden. Zweimal
wochentlich wurden mindestens 80% des Mediums gegen frisches Medium A

ausgetauscht.

2.2 Separierung der Vesikel und Bestrahlung

Nach 4 Wochen Kultivierung zeigten sich die ersten freien Vesikel in der
Kulturlésung. Der Zeitpunkt der Separation wurde nach zwei Monaten gewahlt, um
eine hohe Vesikelausbeute zu erreichen. Die Vesikel wurden separiert und vier mal
in sterilem Wasser gewaschen, um sie dann auf Kulturflaschen je 20 Vesikel in 40ml
Medium B (Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640-Medium plus Zusatz von 2 mM L-
Glutamine, 200U Penicillin/ml, 200ug Streptomycin/ml, ohne FCS und Phenolrot) fur den
Echinococcus multilocularis Alkalische Phosphatase (EmAP) Assay
beziehungsweise in 40ml Medium A flr die Ubrigen Versuche zu separieren.

Den Kulturflaschen zur Bestrahlung mit 50 und 100Gy wurde jeweils 1pg/ml
Nitazoxanide (NTZ) zugefugt. Es wurde eine Kontrolle ohne Behandlung sowie eine

Kontrolle von 1ug/ml NTZ ohne Bestrahlung durchgefuhrt. Durch eine weitere
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Kontrolle mit Dimethylsulfoxid (DMSO) dem LoOsungsmittel des NTZ, sollte eine
Wirkung durch DMSO auf das Metacestodengewebe ausgeschlossen werden.

Die zu bestrahlenden Kulturflaschen wurden nebeneinander aufrecht unter ein
Telekobaltgerat positioniert. Die FeldgroRe des Strahlenblindels wurde mit 32 x
32cm gewahlt. Der Focus-Oberflache-Abstand betrug 80cm. Die Dosis wurde auf
1cm Gewebetiefe bezogen. Da die Dosis zwischen der Oberflache und funf
Millimeter Tiefe erheblich variiert, befand sich 1cm Flussigkeit (Medium A) Uber den
Vesikeln. Unter den Kulturflaschen befanden sich 5cm Dosis-Aufbau-Material.

Durch diesen Aufbau konnte eine Dosishomogenitat von + 5% erreicht werden. Die
Vesikel wurden einzeitig mit 100 und 50Gy bestrahlt. Die nicht bestrahlten
Kulturflaschen wurden wahrend der Bestrahlung im Kontrollraum aufbewahrt um
einheitliche Bedingungen zu gewahrleisten. Die Versuche wurden im doppelten

Ansatz durchgefuhrt.

vy

Cofl
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|
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Abb. 5 Versuchsaufbau der Bestrahlung am Telekobaltgerat. Bestrahlung mit einem Fokus-
Oberflachenabstand (FOA) von 80cm, einer Feldgrofle (FG) von 32 x 32cm. Die Aufrecht
positionierten Kulturflaschen  stehen auf  5cm Dosis-Aufbau-Material (DAM),  der

Flussigkeitstiberstand (FU) Uber den Vesikeln betragt 1cm.
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Abb. 6 Ubersicht Uber die durchgefiihrten Versuche.
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2.3 Echinococcus multilocularis Alkalische Phosphatase Assay

Zur Untersuchung der Viabilitat wurde unter anderem die quantitativen Bestimmung
der EmAP Aktivitat angewendet. [STE01] Die Kulturen welche fur den EmAP Assay
vorgesehen waren erhielten im Vorfeld, um eine photometrische Beurteilung zu
ermoglichen, das Kulturmedium B (ohne den Zusatz von FCS und Phenolrot). Uber einen
Zeitraum von zehn Tagen wurden taglich 300ul des Kulturmediums abpipettiert und
bei minus 80°C aufbewahrt. An Tag 11 wurden alle Proben gemeinsam aufgetaut
und in einer Zentrifuge 10 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Vom
Mediumuberstand wurden 30ul zusammen mit 170pl alkalische Phosphatase
Substrat (P-Nitrophenyl-Phosphat) in eine 96 Loch Mikrotiterplatte pipettiert. Der Ansatz
wurde 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Die Extinktionen wurden photometrisch
bei einer Wellenlange von 405nm ausgelesen, um somit quantitativ auf die EmAP
Konzentration schlieRen zu kdnnen.

Der Untersuchungszeitraum von 10 Tagen wurde aufgrund der Tatsache gewahlt, da
es nach ca. 12 — 14 Tagen bei Verwendung des Kulturmedium B, auch bei den nicht
behandelten E.m. Metacestoden zu einer nutritiv bedingt vermehrten Destruktion des

Parasitengewebes mit einer starken Freisetzung der EmAP kommt.

2.4 Makroskopische Beobachtung und Lichtmikroskopie

Die  makroskopische Beobachtung erfolgte sowohl wahrend der 10
Beobachtungstage des EmAP Assay als auch bei den Ubrigen Kulturen aus der
Gruppe mit Kulturmedium A Uber einen weiteren Zeitraum von 8 Wochen. Die
makroskopischen und lichtmikroskopischen Beobachtungen wurden einmal

woOchentlich fotodokumentiert.

2.5 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden sowohl in Transmissions-
Elektronenmikroskopie (TEM) als auch in Raster-Elektronenmikroskopie (SEM)
durchgefuhrt. Dazu wurden die Vesikel vorsichtig aus den Versuchskulturen

extrahiert und in fest verschlie3bare Reagenzgefalle (5ml) gegeben. Nachdem das
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mitextrahierte Kulturmedium vorsichtig abgesaugt wurde, wurden die Vesikel mit
Glutaraldehyd (2,5%) in 100mM Phosphatpuffer fixiert. Anschlielend wurden die
Vesikel zur Elektronenmikroskopie aufbereitet. [HEM97] Die Vesikel wurden intensiv in
destilliertem Wasser gewaschen und in Ethanol entwassert. Fir die SEM Analyse
wurden die Vesikel per Sublimation getrocknet, dann auf Glas-Coverslips gegeben,
mit Goldpartikeln bedampft und in einem JEOL 840 Elektronenmikroskop bei 25kV
betrachtet. Fur die TEM Analyse wurden die Vesikel wie oben beschrieben fixiert,
anschliefend in destillietem Wasser gewaschen und in Uranylacetat (1%) tber 30
Minuten bei 4°C inkubiert. Die Vesikel wurden anschlieBend mehrmals in Wasser
gewaschen und schlie8lich in einer Alkoholverdinnungsreihe entwassert und in
Epon 812 eingebettet. Die Polymerisation des Harzes wurde uUber Nacht bei 65°C
durchgefuhrt. Schlief3lich wurden mit einem Ultramikrotom Schnitte angefertigt und

betrachtet.

2.6 Elektrophorese und Zymographie

Die Vesikelflussigkeit und die Mediumuberstande der Versuchskulturen wurden
mittels Silbergelelektrophorese sowie Zymographie [WES84] auf ihre Proteinmuster
untersucht. Die Proteine der Mediumuberstande und der Vesikelflussigkeit wurden
nach Abschluss des Beobachtungzeitraumes von acht Wochen in Methanol-
Chloroform prazipitiert und dann unter reduzierenden Bedingungen per Natrium-
Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) separiert. Die Gele
wurden dann in 50ml Fixierung fur 30 Minuten fixiert und in 50 ml Thiosulfat-Puffer
(0,01%) reduziert. Dann erfolgte die Rehydrierung in destillietem Wasser. Der Ansatz
wurde in 50 ml Silbernitrat Losung (0,1%) mit Formaldehyd (0,025%) fur 30 Minuten
gefarbt und schlielllich in Sodium Bicarbonat (2,5%) mit Formaldehyd (0,05%)
entwickelt. Die Reaktion wurde mittels Zugabe von Eisessig bis zu einer
Zielkonzentration von 1% gekuhlt und gesteuert. Die Gele wurden in Wasser
gewaschen und gelagert.

Zur Zymographie wurden die Mediumuberstande und Vesikelflissigkeiten mittels
Aceton (80%) ausgefallt. Es wurde ein Gelatinsubstrat (0,1%) zur SDS-PAGE genutzt.
Die Gele wurden zweimalig 30 Minuten in Triton X-100-Puffer (2,5%) zur Entfernung

des SDS und zur Renaturierung der Proteine gewaschen. Nach einer kurzen
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Wasserspulung wurden die Gele Uber Nacht bei 37°C zusammen mit einem
Inkubationspuffer (50mM Tris, pH 7,2, 50mM NaCl und 10mM CaCl,) im Schuttler inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgte die Farbung mittels einer Coomasie-brilliantblau-Farbe-
Losung. Nach Anwendung des Entfarbers (45% Methanol und 10% Essigsaure) konnten
an den stellen wo Proteasen aktiv waren, deutlich helle Banden vor blauen

Hintergrund dargestellt werden.

Eine Ubersicht Uber die verwendeten Reagenzien, Nahrmedien sowie Gerate

befindet sich im Anhang unter Punkt 6.2
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3 Ergebnisse

3.1 Echinococcus multilocularis Alkalische Phosphatase Assay (EmAP)

In der Untersuchung zur Freisetzung einer Echinococcus spezifischen Alkalischen
Phosphatase konnte in den Mediumuberstanden der untersuchten Kulturen ab dem
4. Beobachtungstag ein Aktivitatsanstieg der EmAP in Form einer starkeren
Extinktion sowohl in der 50Gy + 1ug/ml NTZ, der 100Gy + 1ug/ml NTZ als auch in
der 1ug/ml NTZ Gruppe ohne Bestrahlung gemessen werden. Die Extinktionen in der
100Gy + 1ug/ml NTZ sowie in der 1ug/ml NTZ Gruppe lagen um 0,4. Die
Extinktionen der 50 Gy + 1ug/ml NTZ Gruppe lagen um 0,2. Bei der Kontrolle ohne
Behandlung und bei der DMSO Kontrolle lagen die Extinktionen im bereich zwischen
Ound0,1.

Ados
—8®—— 350Gy +1ug/m NTZ
04 1 oo 8100 Gy + 1 ug/mi NTZ
——-—%——— 1ug/mINTZ Q
— - —7-— - Kontrolle 2 S .
— ®— DMSO £ N |
0,3 - '
0,2 -
0,1 4
0,0 4

Beobachtungstage

Abb. 7 Ergebnisse des EmAP Assay graphisch dargestellt. Die Aktivitait der EmAP wurde
photometrisch nach P-Nitro-Phenylphosphat-Umsatz bei einer Wellenlange von 405 nm bestimmt.
Kein signifikanter Anstieg der EmAP Aktivitat in der Kontroligruppe sowie in der DMSO Gruppe.
Aktivitadtsanstieg bei der Behandlung mit 100Gy + 1ug/ml NTZ nahezu identisch mit der Behandlung

von 1ug/ml NTZ ohne Bestrahlung.
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Es konnte im Vergleich zur Anwendung von 1ug/ml NTZ durch eine zusatzliche
Bestrahlung weder mit 50 noch mit 100Gy ein weiterer Anstieg der EmAP Aktivitat in
den Mediumuberstanden der Kulturen gemessen werden.

Bei der DMSO-Kontrolle (dem Lésungsmittel des NTZ) sowie auch in der Kontrollgruppe
ohne Behandlung konnte kein signifikanter Aktivitdtsanstieg der alkalischen

Phosphatase im Mediumuberstand gemessen werden.

3.2 Makroskopische Beobachtung und Lichtmikroskopie

Nach den 10 Tagen des EmAP Assay konnten weder makroskopisch noch
lichtmikroskopisch morphologischen Veranderungen bei den Metacestodenvesikeln
der verschiedenen Gruppen beobachtet werden.

Nach einer Beobachtungszeit von 8 Wochen, konnten in den mit 1ug/ml NTZ
bestrahlten (50 und 100Gy) Kulturen im Vergleich zur Kontrollgruppe deutliche
Unterschiede beobachtet werden. Die Vesikel der mit NTZ bestrahlten Kulturen
waren in der Vielzahl kleiner im Durchmesser. Die Anzahl der Vesikel war im
Vergleich zu den Ubrigen Gruppen verringert. Bei den mit 1ug/ml NTZ behandelten
Metacestodenvesikel, die keine Bestrahlung erhielten, konnten keine Veranderungen
im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Auch die Vesikel der DMSO Gruppe
zeigten keine Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. In allen Gruppen in
denen NTZ verwendet wurde, konnten sporadisch eine Dissoziation der laminaren
Lage von der germinativen Zellschicht sowie ein Turgorverlusst mit der Folge der
Vesikelschrumpfung beobachtet werden. Bei den in den Kulturen ausgebildeten
Kopfanlagen des E.m., konnten in der Kontrollgruppe nach einiger Beobachtungszeit
eine deutliche Motilitat, bei morphologisch intakten Kopfanlagen beobachtet werden.
Im Gegensatz dazu zeigten die mit 1ug/ml NTZ bestrahlten Gruppen (50 und 100Gy)
keine Beweglichkeit. Morphologisch waren die Kopfanlagen deutlich verplumpt und

somit nicht regelrecht ausgebildet.
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Abb. 8 Mikroskopie der Metacestodenvesikel: Dissoziation der Laminarschicht (<) von der

germinativen Schicht (>). Eine typische Wirkung von 10ug/ml NTZ. In den Versuchskulturen mit
1ug/ml NTZ jedoch nur sporadisch beobachtet.
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Abb. 9 Mikroskopie von Kopfanlagen des Echinococcus multilocularis: A Kontrollgruppe mit
morphologisch intakten motilen Kopfanlagen (—); B Kopfanlagen nach Bestrahlung mit 50Gy + 1ug/ml

NTZ. Die morphologisch deutlich verplumpten Kopfanlagen (>) zeigten auch nach langerer
Beobachtung keine Motilitat.
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Abb. 10 Makroskopie (links), Mikroskopie (rechts) der E.m. Metacestoden. A Kontrollgruppe; B 1ug/ml
NTZ; C Bestrahlung mit 50Gy + 1ug/ml NTZ. Nach einem Beobachtungszeitraum von acht Wochen in
C deutlich weniger und in der Mehrzahl kleinere Vesikel als in A und B.




Ergebnisse 24

3.3 Elektronenmikroskopie

In der Rasterelektronenmikroskopie konnten bei den Metacestoden sowohl in den mit
50 als auch 100Gy + 1ug/ml NTZ behandelten Gruppen deutliche Veranderungen
beobachtet werden. In den mit 1ug/ml NTZ bestrahlten Gruppen zeigte eine nahezu
vollstandige Aufhebung der Integritat der germinativen Zellschicht. Die
charakteristische multizellulare Struktur mit undifferenzierten Zellen, Muskelzellen
sowie Glycogenspeicherzellen war weitestgehend aufgehoben. Es lagen Zelltrimmer
aller Zellentypen der germinativen Zellschicht vor. Eine fur NTZ typische Dissoziation
der germinativen Zellschicht von der Laminarschicht konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Im Vergleich zwischen 50 und 100Gy + 1pg/ml NTZ konnten
rasterelektronenmikroskopisch keine signifikanten morphologischen Unterschiede im
Metacestodengeweben beobachtet werden. In der Kontrollgruppe lag eine intakte

germinative Zellschicht vor. Die Integritat der Zellverbande war vollstandig erhalten.

Die in der Rasterelektronenmikroskopie beobachteten Veranderungen konnten dann
mittels Transmissionselektronenmikroskopie weiter differenziert werden. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe fanden sich in den mit 1ug/ml NTZ bestrahlten Gruppen (sowohl 50
als auch 100Gy) eine Anhaufung von Vesikeln im Zytoplasma der germinativen Zellen.
Es konnte auch eine Haufung von intrazytoplasmatischen Lipidtropfchen beobachtet
werden. Die Mitochondrien der mit NTZ bestrahlten Gruppen wiesen im Vergleich zu
denen der Kontrollgruppe eine Schwellung auf und waren deutlich abgerundet. Auch
im Tegument der Metacestoden konnte eine deutliche Vacuolisierung beobachtet
werden. Die Glycogenspeicherzellen waren im Gegensatz zur Kontrollgruppe alle
entleert. An der azellularen Laminarschicht, welche den Parasiten nach auf’en zum
umgebenden Wirtsgewebe abkapselt sowie an den Mikrotubuli konnten keine

signifikanten Veranderungen im Vergleich zur Kotrollgruppe nachgewiesen werden.
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Abb. 11 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von aufgebrochenen Metacestodenvesikel des
E.m.; A Kontrollgruppe mit vollstéandig intakten Zellverbanden (—); B Bestrahlung mit 100Gy + 1ug/ml
NTZ: In weiten Bereichen Zerstorung der Zellintegritat mit Gbrigen Zelltrimmern (>) sowie vereinzelt

intakten Zellen (—), auffallend die starke feinkérnige Vesikulierung der Oberflache.
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Abb. 12 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Kontroligruppe; A intakten
undifferenzierten Zellen (UC) sowie vollen Glycogenspeicherzellen (gSTC), Tegument (T) ist intakt
und Mikrotubuli (mt) ragen regelrecht in die Laminarschicht (LL); B Volle Glycogenspeicherzellen mit
Glycogenkristallen den sog. Snowflakes (+), Anschnitt einer Muskelzelle (MC)
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Abb. 13 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen des mit NTZ bestrahlten
Metacestodengewebes: A 50Gy + 1ug/ml NTZ, deutliche Vesikulierung des Cytoplasmas (vc) der
undifferenzierten Zellen (UC) sowie leere Glycogenspeicher (EgSTC). Mikrotubuli (mt) und
Laminarschicht (LL) intakt; B 100Gy + 1ug/ml NTZ. Veranderungen wie in A, zusatzlich abgerundeten
Mitochondrien (RM), Zellkern (n) der undifferenzierten Zell intakt.
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Abb. 14 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen des Metacestodengewebes behandelt
mit 100Gy + 1ug/ml NTZ: A Undifferenzierte Zelle (UC) mit vesikulierendem Zytoplasma (vc),
vermehrtes Auftreten von Lipidkérperchen (LD). B zentral intakte Zelle (UC), stark geschadigten

Zellen mit Vesikelbildung im Zytoplasma (vc)
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3.4 Elektrophorese der sekretorischen Komponenten

Um maogliche Veranderungen bei den in der Vesikelflussigkeit und in den
Mediumuberstanden  befindlichen  Proteinen  nachzuweisen, kamen die

Silbergelelektrophorese (SDS-PAGE) sowie die Zymographie zur Anwendung.

Bei der Silbergelelektrophorese der Mediumuberstande und der Vesikelflussigkeit
der Metacestoden, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
Bestrahlung (100 und 50Gy) + 1ug/ml NTZ, 1ug/ml NTZ ohne Bestrahlung sowie der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. In den Mediumuberstanden konnten bei allen
Gruppen in gleicher Menge Proteine im Grofdenbereich von 50 bis 70 Kilodalton (kD)
nachgewiesen werden.

In der Vesikelflussigkeit fanden sich in allen Gruppen ahnliche Proteinbanden im
Bereich zwischen 20 und 200kD. In den mit 1ug/ml NTZ bestrahlten Gruppen zeigten
sich im Vergleich zur Kontrolle ohne Behandlung sowie 1ug/ml NTZ ohne

Bestrahlung eine breitere Bande im Bereich eines 66 kD Proteins.

Die Zymographie der Mediumuberstande konnte keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der Proteasen in den Versuchsgruppen liefern. Bei der Bestrahlung mit 50
bzw. 100Gy + 1ug/ml NTZ, in der Kontrollgruppe ohne Behandlung sowie in der
1ug/ml NTZ Gruppe ohne Bestrahlung konnte eine ahnlich starke Expression einer
66kD Proteinase gesehen werden.

In der Zymographie der Vesikelflussigkeiten zeigte sich bei allen untersuchten
Gruppen eine Expression von Proteasen im GroRenbereich von 66kD sowie im
Bereich von 200kD und weitere daruber. In der mit 1ug/ml NTZ bestrahlten Gruppe
konnte im Vergleich zur Kontrolle ohne Behandlung sowie der Anwendung von
1pug/ml NTZ ohne Bestrahlung eine starkere Expression der 66kD Protease

beobachtet werden.
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Abb. 15 Elektrophorese der Mediumiberstande und Vesikelflissigkeiten. Banden der Kontrollgruppe
(Ctrl), 1ug/ml NTZ (NTZ) und Bestrahlung 50Gy + 1ug/ml NTZ (NTZ+Rad). A Silbergelelektrophorese
der Mediumiberstéande; B Silbergelelektrophorese der Vesikelflissigkeit mit verbreiterter Bande im
Bereich von 66kD(<); C Zymographie der Mediumuberstande und Vesikelflissigkeit. Verbreiterte
Bande im Bereich einer 66kD Protease in der Vesikelflissigkeit der mit 1ug/ml NTZ bestrahlten

Kulturen ().
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4 Diskussion

Die alveolare Echinokokkose (AE), hervorgerufen durch eine Infektion mit
Metacestoden des Echinococcus multilocularis (E.m.), stellt auf Grund der hohen
Letalitdt im Falle einer unbehandelten Erkrankung beim Menschen, immer noch eine
groBe Gefahr dar. Bei einem Befall von Organen, deren chirurgische Therapie auf
Grund eines infiltrativen Wachstums, &hnlich wie bei den bédsartigen Neubildungen,
eine Resektion im Gesunden oft unmoglich macht, ist eine lebenslange Therapie mit
Benzimidazolpraparaten (Albendazol, Mebendazol) notwendig. [WHO01] [AMMO00] Ein
weiteres Problem stellt ein metastatisches Potential mit Absiedelungen in andere
Organe ausgehend vom primér infiziertem Organ dar. Hinzu kommt noch die spéate
Diagnose auf Grund des langsamen Wachstums des Parasiten, welche eine
Intervention in einem friihem Stadium unwahrscheinlich macht. [GOT00] [MEH83]

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombination eines in vitro parasitoziden
Medikamentes mit einer Anwendung von ionisierender Strahlung an Echinococcus
multilocularis Metacestoden untersucht.

Die Untersuchung einer kombinierten Anwendung wurde auf Grund der guten
parasitoziden in vitro Wirksamkeit von Nitazoxanide (NTZ) gegen Echinococcus
multilocularis Metacestoden sowie dessen chemisch &hnlichen Struktur mit einigen
Radiosensitizern wie zum Beispiel Metronidazol durchgefihrt. [URT75] [STE03] [WAS97]
Um einen moglichen Effekt deutlich zu differenzieren, wurde die Dosis von 1ug/ml
NTZ gewahlt, bei der in einer Anwendung ohne ionisierende Bestrahlung keine
signifikanten Veranderungen bei E.m. Metacestoden zu erwarten sind. [STE03] In
Bakterien und Cryptosporidien konnte der Wirkmechanismus des NTZ Uber einen
Eingriff in den anaeroben Energiemetabolismus erklart werden. Die Pyruvat
Ferredoxin Oxidoreductase (PFOR) reduziert NTZ zu einem Radikal durch eine
Reaktion der 5-Nitrogruppe am nitroheterocyclischen Ring. Zur genaueren Wirkung
des NTZ bei Bandwurmern gibt es derzeit jedoch keinen Anhalt. [SIS02] [GIL02] Die far
eine mogliche Wirkung als Radiosensitizer am Imidazolring substituierte Nitrogruppe,
ist beim NTZ an einem heterocyclischen Ring substituiert. Auf Grund dieser Tatsache
kénnte NTZ eine Bestrahlung in hypoxischen Geweben effektiver machen. Die

lipophilen Radiosensitizer werden nach Aufnahme in hypoxischen Gewebe kovalent
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an zytoplasmatische Proteine gebunden. Durch die Reduzierung zu Radikalanionen
durch ubiquitar vorhandene Nitroreduktasen kann das Molekul die Zelle nicht mehr
verlassen. Eine Ruckdiffusion wéare nur nach Reoxidierung in Gegenwart von
Sauerstoff moglich. [ADA73] Durch die Bildung von Nitroradikalen sowie
Sekundarradikalen nach Bestrahlung der Substanzen, kénnten somit Schaden an

Biomolekulen hervorgerufen werden.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit richtete sich an mdgliche morphologische
Veranderungen beim Metacestodengewebe des E.m. durch eine mit NTZ
kombinierte ionisierende Bestrahlung. Des Weiteren sollte geklart werden wie sich
die Anwendung dieser Kombinationsbehandlung auf die Viabilitdt der Metacestoden

verhalt.

Zur Klarung der Fragestellung wurde zunéchst ein geeignetes Versuchsmodell
gesucht. Die Wahl eines in vitro Versuchsaufbau erschien in mehrer Hinsicht von
Vorteil. Besonders eine Bestrahlung, der in vitro Kultur von Metacestoden in
Kombination mit NTZ, gestaltet sich einfacher als die Bestrahlung eines infizierten
Wirtes. Untersuchungen zur Anwendung verschiedenster Pharmaka bei E.m.
Metacestoden sind in dem in dieser Untersuchung verwendeten in vitro
Versuchsaufbau mehrfach  etabliert. [HEM02] [STE03] Die verwendeten
Bestrahlungsdosen sollten in einem Bereich jener liegen, die bei einer
Teilbestrahlung einer Menschenleber angewendet werden. Eine derart hohe Dosis
auf das Zielvolumen einer Mauseleber zu applizieren, wirde jedoch einen hohen
Aufwand erfordern. Das Versuchstier musste fir die Bestrahlung anasthesiert
werden um nur die Bestrahlung des Zielvolumens sicher zu stellen. Eine
Ganzkérperbestrahlung einer Maus, mit einer Dosis von beispielsweise 50Gy wirde
zu ausgepragten Schaden an den schnellproliferierenden Wechselgeweben flhren,
welche innerhalb kurzer Zeit den Tod des Versuchstieres zur Folge héatten. Die
Letaldosen, bei denen 50% der Tiere nach 30 Tagen (LD 50/30) Sterben, betragen
nur 5Gy. [BON65] [WAS97]

Da die untersuchten Grundlagen eine therapeutische Option flr die Anwendung beim
Menschen zum Ziel haben, wurden die Dosen mit 50 und 100Gy in Kombination mit

1ug/ml NTZ im Bereich einer therapeutisch mdglichen fraktionierten Leber-



Diskussion 33

Teilbestrahlung beim Menschen gewahlt. Aus friheren Arbeiten zur Anwendung von
Gammabestrahlung an Echinocuccus granulosus (E.g.) Metacestoden war bereits
bekannt dass eine signifikant verminderte Infektidsitat ab einer Dosis von 300Gy zu
erwarten war. Eine Kombination mit einem parasitoziden Medikament erfolgte jedoch
nicht. [SIN88] [CHAQ0]

Zur Auswertung der Fragestellung wurden die morphologischen Verdnderungen
makroskopisch, lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch dokumentiert. Zum
Nachweis der Viabilitdt der Metacestoden des Echinococcus multilocularis kamen

verschiedene etablierte Verfahren zur Anwendung.

Die Untersuchung einer Echinococcus spezifischen alkalischen Phosphatase (EmAP)
im Kulturmedium der Versuchskulturen gestaltet sich als einfaches Verfahren um
eine Zellschadigung des Parasiten nachzuweisen. Ein quantitativer Nachweis der
Freisetzung der in der germinativen Schicht zellwandstédndigen alkalischen
Phosphatase ins Kulturmedium korreliert direkt mit einer Zellschadigung durch
parasitozide Substanzen der dort ansassigen Zellen. [STE01] [STE03] Ein signifikanter
Anstieg der alkalischen Phosphatase im Vergleich der unterschiedlichen
Versuchsgruppen konnte in unserem Ansatz allein auf die Verwendung von NTZ
zuruckgefuhrt werden. Bei der Untersuchung der alkalischen Phosphatase konnte
durch eine Kombination von Bestrahlung mit 1ug/ml NTZ keine starkere Extinktion,
als Korrelat zur Schadigung des Metacestodengewebes, beobachtet werden. Unsere
gemessenen Extinktionen lagen in den Bereichen, die in der Untersuchung zur
Anwendung der EmAP als Marker zur in vitro Untersuchung von Medikamenten und
denen einer Untersuchung zur Anwendung von NTZ bei Metacestoden des

Echinococcus multilocularis bereits bekannt waren. [STE01] [STE03]

In den zehn Beaobachtungstagen des EMmMAP Assay lieBen sich weder
makroskopische noch lichtmikroskopische Veranderungen als Marker der Viabilitat in
den Versuchskulturen beobachten. Die nach 8 Wochen in den mit 1ug/ml NTZ
bestrahlten Gruppen (50 und 100Gy) beobachtete Verénderung in Bezug auf GroBe
und Anzahl der Vesikel, kdnnen im Vergleich zur Kontrollgruppe als Merkmal

verminderter Viabilitdt gedeutet werden.
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Diese morphologischen Kriterien wurden so auch in Verschiedenen Untersuchungen
zur in vitro Anwendung von verschiedenen Pharmaka auf E.m. Metacestoden als
Viabilitditsmarker gewertet. [JUR98] [REU03] [ING99] Ein Turgorverlusst der Vesikel als
Nachweis einer verminderten Viabilitdt konnte nicht festgestellt werden. Die
makroskopische sowie lichtmikroskopische Dissoziation der Laminarschicht von der
germinativen Schicht, wie sie bei wenigen Vesikeln beobachtet wurde, konnte wie
auch bei anderen Untersuchern, auf die Anwendung von NTZ in einer Dosis von
1ug/ml zurickgefuhrt werden. [STE03] Die Veranderungen in den mit 1ug/ml NTZ
bestrahlten Gruppen lassen somit makroskopisch und lichtmikroskopisch eine
Parasitostase erkennen. Das Absterben des Metacestodengewebes mit deutlichem
Turgorverlusst bei einer Vielzahl der Vesikel blieb jedoch aus.

Eine Parasitostase lieBe sich durch eine strahlenbedingte Zellzyklus-Verzdgerung
erklaren. In Saugerzellen kann eine bestrahlungsinduzierte Steigerung des
intrazellularen Protein p53, welches eine Expression von Protein p21 bewirkt, zu
einem Zellzyklus-Arrest fuhren. [ROS99] Nach irreparablen bestrahlungsinduzierten
Schaden kénnte sich in der Folge auch ein permanenter Arrest gefolgt von
Differenzierung und Alterung versus apoptotischen Zelltod ausbilden. [ROS99] Ob die
Steuerung des Zellzyklus beim E.m. auch mit diesen Regulationsmechsnismen
erfolgt, bleibt derzeit jedoch unbeantwortet.

Eine fehlende Beweglichkeit sowie die verplumpte Form von Kopfanlagen, wie sie in
den mit NTZ bestrahlten (50 und 100Gy) Gruppen beobachtet wurde, sind als
Viabilitdtsmerkmal bei der Untersuchung verschiedener Pharmaka bei E.m.
Metacestoden etabliert. [OHN84] [ARUO6] [SMY80] Die beobachteten Veranderungen
konnten somit ein Absterben der Kopfanlagen nach einer Bestrahlung (50 oder 100Gy)

in Kombination mit 1yg/ml NTZ nachweisen.

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten als
Endpunktuntersuchungen nach 10 Tagen und nach 8 Wochen, wobei kein
signifikanter Unterschied bezulglich der verschiedenen Zeitpunkte beobachtet werden
konnte. Ein signifikanter Unterschied bezlglich der Kombination von 50 versus
100Gy mit 1ug/ml NTZ konnte weder in der Rasterelektronenmikroskopie noch in der

Transmissionselektronenmikroskopie erbracht werden.
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Die Rasterelektronenmikroskopie zeigte eine nahezu vollstdndige Zerstbrung der
Zellintegritat der germinativen Zellschicht in den mit 1ug/ml NTZ bestrahlten
Metacestoden. Diese Beobachtung konnte in &hnlicher Auspragung durch eine
alleinige Anwendung von NTZ in einer Dosis von 10ug/ml, nach langerer in vitro
Anwendung von Albendzol-Sulfoxide sowie nach der in vitro Anwendung von
Genistein nachgewiesen werden. [STE03] [ING99] [STE01] [ARU06]

Im Transmissionsverfahren konnten die zuvor beschriebenen Veranderungen weiter
differenziert werden. Die Vacuolisierung des Zytoplasmas in den mit 1ug/ml NTZ
bestrahlten Gruppen (50 und 100Gy), das Auftreten von elektronendichten Kérperchen
in den Zellen der germinativen Schicht, die Anh&ufung von vielen kleinen Vesikeln im
Tegument sowie im Zytoplasma und die Abrundung der Mitochondrien sowie das
Auftreten von Lipidkérperchen konnten analog der Ergebnisse der Untersuchungen
verschiedener parasitostatischer und parasitozider Substanzen und deren Metabolite
als nekroseartige Veranderungen gedeutet werden. [ING99] [STE03] Auch die
Desintegration der Zellverbande mit der Auflésung von Zell-Zell-Kontakten, wie sie in
der Rasterelektronenmikroskopie gesehen wurde und im Transmissionsverfahren
verifiziert werden konnte, wurde auch bei der Anwendung anderer Pharmaka als
Veranderungen im Rahmen einer Nekrose gedeutet. [ING99] [STE03] [ARU06] Die
Entleerung von Glycogenspeicherzellen konnte bereits bei der in vitro Anwendung
von 10ug/ml NTZ bei E.m. Metacestoden beobachtet werden. Die fur NTZ typische
Verkirzung der Mikrotubuli, welche als Vermittler zwischen germinativer und
laminarer Schicht zu deren Dissoziation fuhrt, blieb sowohl bei der Anwendung von
50Gy plus 1ug/ml NTZ als auch bei einer Dosis von 100Gy plus 1ug/ml NTZ aus.
[STE03]

Zusammenfassend lassen sich die elektronenmikroskopischen Verénderungen nach
einer kombinierten Anwendung einer Bestrahlung (sowohl mit 50 als auch mit 100Gy) mit
1ug/ml NTZ in weiten Bereichen des Metacestodengewebes mit dem Bild einer
Nekrose beschreiben. Die Ausbildung von Radionekrosen ist auch bei der
Bestrahlung von humanen Geweben bekannt. Die Effekte die bei der Bestrahlung
von Geweben Auftreten werden in frihe und Spate Effekte unterteilt. Besonders in
schnellproliferierenden Geweben pragen sich Schaden durch ionisierende
Bestrahlung an zellularen Komponenten wie der DNA aus. In der Folge stellt sich

nach einer oder mehrfacher Zellteilung der Zelltod ein. Auch Zelluntergang durch
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Apoptose kommt besonders bei proliferativ tatigen Zellen in der Interphase vor.
Andere akute Veranderungen durch ionisierende Bestrahlung lassen sich auf die
Aktivierung von verschiedenen zelluldren Signalwegen zurtckfuhren. Es kommt in
der Folge zu einer Freisetzung von Cytokinen, diese sind in den meisten Féllen
jedoch gewebespezifisch. [STO03] Die Erkenntnisse aus der Bestrahlung von
humanen Geweben lassen sich wahrscheinlich auf die Metacestoden des E.m.
Ubertragen. Signaltransduktionswege Uber den EGF-Rezeptor sowie eine ERK-MAP
Kinase konnten in Echinococcus multilocularis Metacestoden bereits nachgewiesen
werden. [BRE06][SPI03][SPI06]

Die Untersuchung der Vesikelflissigkeiten und Mediumuberstdnde auf sekretorische
Komponenten in Form von Proteinen und Proteasen erfolgte durch die
Silbergelelektrophorese und die Zymographie. Die Bestrahlung (50 und 100 Gy) mit
1ug/ml NTZ fahrte im Vergleich zur Kontrolle ohne Behandlung sowie zur 1ug/mi
NTZ Kontrolle zu keinen signifikanten Veranderungen der Proteinmuster in den
Mediumuberstanden. In  den  Vesikelflissigkeiten  konnte  mittels  der
Silbergelelektrophorese in den mit 1ug/ml NTZ bestrahlten Gruppen im Vergleich zur
Kontrolle sowie der Anwendung von 1ug/ml NTZ ohne Bestrahlung, eine gréBere
Menge eines 66kD Proteins nachgewiesen werden. Analog konnte durch die
Zymographie dieses als Protease identifiziert werden. Der Ubertritt von
intrazellularen Proteasen in die Vesikelflissigkeit scheint durch die Veranderungen
der Nekrose, mit Aufhebung von Zell-Zell-Kontakten sowie Zerstérung der Zell-
Membran plausibel. Da die Protein-/ Proteasenmuster in den Vesikelflissigkeiten
sowie in den Mediumuberstédnden in allen Gruppen in weiten Bereichen eine hohe
Ahnlichkeit aufwiesen, konnte eine Korrelation zu den ausgepragten

elektronenmikroskopisch morphologischen Veranderungen nicht eindeutig erfolgen.

Bei der Untersuchung von NTZ unter simultan ionisierender Bestrahlung konnten in
vitro reproduzierbare ultrastrukturelle Veradnderungen gezeigt werden. Die
Veranderungen lieBen sich in weiten Bereichen als Nekrosen des
Metacestodengewebes des E.m. interpretieren. Bezuglich der Viabilitat lieBen sich
die angewendeten Verfahren jedoch nicht eindeutig miteinander korrelieren.
Besonders die in der Rasterelektronenmikroskopie gesehenen Verénderungen der

germinativen Zellschicht, sowie die mikroskopischen Beobachtungen bei den
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Kopfanlagen fuhrten zu der Erwartung einer vollstdndigen Zerstérung des Parasiten.
Makroskopisch imponierte eine verminderte Proliferation bei den mit 1ug/ml NTZ
bestrahlten Metacestoden, welche sich moglicherweise auf bestrahlungsinduzierte
Schaden in der Folge eines Zellzyklusarrestes zurlckflihren lasst.

Die Kombination eines parasitoziden Medikamentes, welches eine chemisch
ahnliche Struktur zu den Radiosensitizern aufweist, mit der Anwendung einer
ionisierenden Bestrahlung, kénnte somit als therapeutische Option bei einer Infektion
des Menschen mit Echinococcus multilocularis in Frage kommen. In einem
Casereport aus dem Jahr 1998 konnte bereits Uber einen positiven Verlauf eines
Hirnbefalls beim Menschen mit Metacestoden des E.m. nach Anwendung einer
Gammaknife-Therapie in Kombination mit Albendazol und Interferon y berichtet
werden. Die 28 J&hrigen Patientin litt unter einem Befall von Lunge, Leber und Hirn.
Besonders der Hirnbefall zeigte unter laufender Therapie mittels Mebendazol eine
deutliche Progression, so dass es zu einer rechtsseitigen Hemiparese sowie starken
Kopfschmerzen bei der Patientin kam. Die Therapie wurde daraufhin mittels
Interferon y und einer stereotaktischen Hirnbestrahlung eskaliert. In der anschlieBend
dreijahrigen Nachuntersuchungszeit konnte Uber eine deutliche Regression der
intracerebralen cystischen Lesionen sowie Uber eine deutliche Besserung der
neurologischen Symptomatik berichtet werden.[SCH98]

Besonders bei progredienten Verlaufen kénnte die Kombination von ionisierender
Strahlung und der Anwendung von NTZ in der Dosierung von 10ug/ml im Rahmen
eines Heilversuchs erfolgen.

Eine parasitozide Wirkung der Bestrahlung mit 50 oder 100Gy mit 1ug/ml NTZ
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig belegt werden. Die Beantwortung
der Frage nach der Infektiositdt des mit NTZ bestrahlten Metacestodengewebes
musste in weiteren Versuchen durch Reinfektionen von Versuchstieren erfolgen. In
einer Untersuchung zur Strahlentherapie von Echinococcus multilocularis konnten
nach einer Anwendung von 45 Gy in Bezug auf die Infektiositat keine signifikanten
Aussagen  getroffen  werden. Funfzig Prozent der mit bestrahlten
Metacestodengewebe reinfizierten Tiere, bildete eine AE aus. Morphologische

Untersuchungen der bestrahlten Metacestoden erfolgten jedoch nicht [GRI98]
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Die Untersuchungen der Grundlagen eines mdglich neuen Therapieansatzes, bei der
Kombination von Nitazoxanide mit einer ionisierenden Bestrahlung an Metacestoden
des Echinococcus multilocularis, konnten somit neue Erkenntnisse liefern. Die auf
dem Weg zur klinischen Anwendung noch offen stehende Fragestellungen konnten

hierbei nicht allumfassend beantworten werden.
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6 Anhang

6.1 Glossar

AE Alveolére Echinokokkose

CE Cystische Echinokokkose

CT Computertomographie

DMSO Dimethylsulfoxid (L6sungsmittel des NTZ)

DNA Desoxyribonukleinsgure

E.g. Echinokokkus granulosus

ELISA Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay

E.m. Echinococcus multilocularis

Em2+ Echinococcus multilocularis-2+ Protein

Emc Echinococcus multilocularis- c-Protein

EmAP Echinococcus multilocularis spezifische alkalische Phosphatase
FCS Fetales Kalbserum

Gy Gray

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl) Ethansulfonsédure
HIV Humanes Immundeffizienz Virus

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Kulturmedium)
JUR Jahres-Uberlebens-Rate

kD Kilodalton

MRT Magnetresonanztomographie

NTZ Nitazoxanide

PAS Perjod-Schiff-Saure

PBS Phospate Buffered Saline (Pufferlésung)

PFOR Pyruvat Ferredoxin Oxidoreduktase

PCR Polymerase-Kettenreaktion

RNA Ribonukleinsédure

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Kulturmedium)
SDS-PAGE Natrium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
SEM Rasterelektronenmikroskopie

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

WHO World Health Organisation

ZNS Zentrales Nervensystem
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6.2 Ubersicht iiber verwendete Materialien

E.m. Metacestodengewebe

Medien

IMDM

RPMI 1640 (farblos)
FCS

Penicillin/ Streptomycin

Chemikalien

PBS pH 7,3
Alkalische Phosphatase -
Ecoline 25 Test-Kit
Nitazoxanide
Gold-Partikel

Epon 812
Thiosulfatpuffer
Silbernitratlésung
Formaldehyd
Sodium Bicarbonat
Eisessig

Aceton

Triton X 100
Methanol

Ethanol

Prof. Dr. Andrew Hemphill, Institut fiir Parasitologie
der Vetsuisse Fakultdt und der Medizinischen
Fakultat Universitat Bern: Leber-/ Peritonealmaterial
infizierten

von peritoneal Mongolischen

Rennmé&usen (Meriones unguiculatus)

Dr. Thomas Romig Institut flir Zoologie FG
Parasitologie der Universitdt Hohenheim: Leber-/
Peritonealmaterial von peroral infizierten

Felmé&usen (Microtus agrestis)

Cambrex Bio Science, Verviers (B)
Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)
Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, St. Louis MO (USA)

Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)

Merck Diagnostica, Darmstadt (D)
Romark Industries, Kalamazoo Ml (USA)
Amersham, Zirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)

Gibco BRL, Ziirich (CH)
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Coomassie brilliant Blau Sigma-Aldrich, St. Louis MO (USA)
Essigséure Gibco BRL, Ziirich (CH)
Glutaraldehyd Gibco BRL, Ziirich (CH)
Phosphatpuffer Gibco BRL, Ziirich (CH)
Aqua destilata Gibco BRL, Ziirich (CH)
Uranylacetat Gibco BRL, Ziirich (CH)
Gelatinsubstrat Gibco BRL, Ziirich (CH)

Verbrauchsmaterial

Tubes 50 ml; 15 ml Falcon BD Biosciences, Heidelberg (D)
96-Well-Platten (steril) Costar, Corning NY (USA)
Kulturflaschen 75 cm? Costar, Corning NY (USA)

Pipetten Costar, Corning NY (USA)

Glas Coverslips Plano GmbH, Marburg (D)

Gerate

CO; Brutschrank Heraeus, Hanau (D)

Sterilbank Gelaire, Sydney (AU)

Wasserbad Koéttermann Labortechnik Uetze/ Hénsingen (D)
Lichtmikroskop Carl Zeiss, Jena (D)

Photometer Tecan Rainbow, Ziirich (CH)

Telecobalt-Gerét

Elektronenmikroskop Jeol 840  Jeol Ltd., Tokyo (JP)
Ultramikrotom Reichert & Jung, Heidelberg (D)
Peldri Il Plano GmbH, Marburg (D)
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