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1. Einleitung

1.1. Uberblick

Die Alveolare Echinokokkose (AE) stellt fir den Menschen eine lebensbedrohliche
Parasitose dar. Vor allem Mitte der 90-er Jahre des letzten Jahrhunderts ist diese
seltene Erkrankung in die oOffentliche Aufmerksamkeit gertickt [KEY 94].
Durchschlagende Erfolge in der antimikrobiellen Therapie haben sich bei der
Bekampfung der AE bislang nicht eingestellt. Auch heute ist nur eine lebenslange
parasitostatische Therapie moglich. Unter diesen Bedingungen betragt die Rate fir
Rezidivfreiheit lediglich zwischen 70 und 80% [REU 00]. Die notwendige Einnahme von
Antihelminthika der Bezimidazolgruppe ist auRerdem mit Nebenwirkungen und
Unvertraglichkeiten verbunden. In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, ob die
Anwendung ionisierender Strahlen eine Alternative in dieser unbefriedigenden Situation
bietet.

1.2. Biologie

Lebenszyklus

Der Fuchsbandwurm Echinococcus multilocularis gehort zur Familie der Cestoden. Er ist
ein enger Verwandter des Hundebandwurms E. granulosus. Der nur wenige Millimeter
lange adulte Wurm kommt im Didnndarm von Fichsen (Vulpes vulpes), gelegentlich
jedoch auch bei Hund und Katze vor. Der infizierte Endwirt scheidet mit seinem Kot
Proglottiden aus, die Bandwurmeier enthalten. Diese sind sowohl fur die natirlichen
Zwischenwirte — Nagetiere, v.a. aus der Familie der Kurzschwanzmause wie z.B. Feld-
(Microtus agrestis) und Schermaus (Arvicola terrestris) — als auch fur den Menschen
nach peroraler Aufnahme infektios. Im Darm des Zwischenwirtes schlipfen aus den
Eiern die so genannten Oncospharen, die in die Darmwand eindringen und Uber die
Lymphgefalle und die Pfortader zunachst in die Leber gelangen. Hier bilden sich — im
Unterschied zu einer Infektion mit E. granulosus, welche mit der Bildung von grof3en,
meist solitdren Zysten einhergeht — verzweigte, schlauchférmige Strukturen mit bis zu

zwei Zentimeter gro3en Zysten aus, die ein tumorahnliches Wachstum zeigen. Diese
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Strukturen bilden eine groRe Menge von Kopfanlagen (Protoscolices) aus. Wird die
Maus vom Endwirt gefressen, kann die infizierte Leber im Darm neue adulte
Bandwiurmer bilden. Nach etwa vier Wochen ist der Wurm in der Lage, neue Eier zu
produzieren [GOT 00] (siehe Abb. 1.1).

Endwirt:
Fuchs
(Hund, Katze)

Metacastoden Eier, Oncospharan

Zwischenwirt: Fehlwirt:
Maus Mensch

Abb. 1.1: Lebenszyklus von Echinococcus multilocularis

Infektion des Menschen

Die Infektion des Menschen erfolgt mittels oraler Aufnahme der Bandwurmeier bei
Kontakt mit einem infizierten Endwirt oder mit dessen Kot, beispielsweise durch den
Verzehr kontaminierter Waldfriichte [ECK 00].

Wie in der Maus kénnen im Darm des Menschen die Onkospharen schlipfen und in die
Leber einwandern. Der Mensch stellt fur die Entwicklung des Wurmes eine Sackgasse
dar. Die entstehende Lasion flihrt zum Krankheitsbild der so genannten alveolaren
Echinokokkose (AE). Im Gegensatz zur Entwicklung der Leberlasionen in der Maus
werden in den Tubuli und Vesikeln der Finne jedoch praktisch niemals Protoscolices
gebildet [GOT 00]. Die tumorahnlich infiltrativ wachsenden Parasiten durchsetzen das
Leberparenchym und verdrangen Gallenwege und Blutgefalle, was sich im klinischen
Bild und in den Komplikationen der AE zeigt. Aulder in der Leber kdnnen sich
Absiedelungen des Parasitenmaterials in anderen Organen, wie z.B. Lunge, Niere, ZNS
oder Knochen bilden und hier ebenfalls zu Komplikationen fuhren. Diese Form des
Befalls ist jedoch aulerst selten [BUT 01].
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Aufbau der Leberlasionen

Die Parasitenlasionen, die in Uber 99% nur in der Leber der an AE erkrankten Menschen
auftreten [BUT 01], sind makroskopisch als bis zu 2 cm grol3e Konglomerate von Zysten
zu erkennen. 1983 wurde der mikroskopische Aufbau der Lasionen erstmalig bei der
Mongolischen Wuistenrennmaus (Meriones unguiculatus) beschrieben [MEH 83]. Der
Parasit grenzt sich zum Gewebe seines Wirtes durch eine azellulare Schicht, die
Laminare Lage, ab. GroRtenteils besteht sie aus N-Acetyl-Galaktosamin-Verbindungen,
welche auch als Barriere zum Immunsystem des Wirtsorganismus dient. Darunter
befindet sich die aus verschiedenen Zelltypen bestehende germinative Schicht (Abb.
1.2). In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Verfahren die
Existenz von Protrusionen mit undifferenzierten Zellen nachgewiesen werden, die fiir die
Proliferation und somit flr das invasive Wachstum des Parasiten im Zwischenwirt eine
Rolle spielen. Damit erklart sich die Entstehung der metastasenahnlichen Folgelasionen
in anderen Organen durch Abschwemmen dieser undifferenzierten Zellen in die Blut-
und Lymphbahn.

Zwischen germinativer Schicht und laminarer Lage befindet sich das Tegument des
Parasiten, welches zur laminaren Lage hin Mikrotriches aufweist. Diese Mikrotriches
sind mikrovilli-ahnliche Ausstilpungen des Teguments, die Tubuli enthalten. Durch
diesen Tubulusapparat werden Stoffe zum Aufbau der Laminaren Lage sezerniert. Die
molekulare Zusammensetzung der Laminaren Lage ist Gegenstand der aktuellen
Forschung [GOT 08].

Eine besondere Rolle nimmt in dieser Arbeit die Echinococcus-multilocularis-spezifische
Alkalische Phosphatase (EmAP) ein. Sie wurde 1987 entdeckt und spater biochemisch
charakterisiert [AUD 87], [SAR 91]. Lokalisiert in der Zellmembran der undifferenzierten
Zellen der germinativen Schicht und in der Laminarschicht (s. Abb. 1.2) hydrolysiert sie,
analog zur humanen Alkalischen Phosphatase, Phosphorsaureester [LAW 97]. Die
EmAP ist in vivo aullerhalb des Parasitenmaterials nicht nachweisbar. Beim
Zugrundegehen von Parasitenmaterial wird diese jedoch in die Umgebung des
Parasiten freigesetzt. Dieser Effekt lasst sich diagnostisch nutzen: durch Zugabe eines

entsprechenden Subtrats, welches von der alkalischen Phosphatase umgesetzt wird,
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wird ein Farbumschlag erzeugt, der mit der Menge der freigesetzten EmAP direkt
korrelliert.

P
==————=laminare:Cage==

Vesikelfliissigkeit

Abb. 1.2: Lokalisation der Echinococcus-multilocularis-spezifischen Alkalischen Phosphatase EmAP (weil3e Kreise O) in der
Wand der Metazestoden.

1.3. Epidemiologie

Verbreitung

Echinococcus multilocularis kommt als Parasit auf der gesamten ndrdlichen
Hemisphare, v.a. in Mitteleuropa, im dstlichen Asien und in Nordamerika vor. Die AE
beim Menschen wird vor allem aus Bereichen Frankreichs, der Nordschweiz,
Siiddeutschlands und Osterreichs gemeldet [GOT 00]. Neu aufgetretene Falle der AE
wurden in den letzten Jahren auch aus Landern wie Niederlande, Belgien, Danemark

und Polen gemeldet, aus denen bisher keine Daten bekannt waren. [BRE 07], [ECK 00].
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Inzidenz / Pravalenz

Die jahrliche Inzidenz der AE variiert in Japan und Mitteleuropa je nach Region
zwischen 0,03 und 1,2 pro 100 000 Einwohner [ECK 00], jedoch werden auch
Inzidenzen von bis zu 170 pro 100 000 Einwohner in Hochendemiegebieten in Alaska,
Sibirien und China angegeben. In vielen Regionen fehlt allerdings eine genaue
Dokumentation der jahrlichen Inzidenz der AE, und zum anderen lassen sich aus den
Daten fur kleine Gruppen oder Regionen keine Schlisse auf die Pravalenz und Inzidenz
in groReren Gebieten ziehen, da die regionale Durchseuchung starke Schwankungen
aufweist. Die neu aufgetretenen Falle in Polen und Belgien, wo die AE bisher nicht
beschrieben war, kdnnen aber als ein Indikator fur ein steigendes Infektionsrisiko fur den
Menschen angesehen werden [ECK 00].

Die steigende Pravalenz der AE in Mitteleuropa wird mit mehreren Veranderungen
erklart:

1. ein Ansteigen der Fuchspopulationen
2. die Invasion von Dérfern und Stadten durch Flchse
3. die Rolle von Haushunden und Hauskatzen bei der Ubertragung des Parasiten

auf den Menschen
Eine spezielle Risikogruppe (Beruf, Freizeittatigkeiten) konnte bisher nicht identifiziert
werden. Eine besondere Rolle fur die Infektion scheint jedoch die Arbeit mit Erde - z.B.
Landwirtschaft oder Gartenarbeit - zu spielen [KER 03].

1.4. Klinische Befunde

Klinische Zeichen einer Alveolaren Echinokokkose treten auf Grund des hohen
regenerativen bzw. kompensatorischen Potentials der Leber im Allgemeinen erst spat
auf. Als erstes klinisches Zeichen der AE tritt bei einem Drittel der Patienten ein lkterus
und/oder anhaltende Oberbauchschmerzen auf, bei einem weiteren Drittel waren
pathologische Laborbefunde der Anlass fur eine Untersuchung und die AE somit ein
Zufallsbefund. Ein weiteres Drittel der Patienten ist beschwerdefrei oder hat
unspezifische Symptome. Typische Komplikationen wie Cholestase, lkterus, Cholangitis,
portale Hypertension und Obstruktion der Vena cava inferior kdnnen im weiteren Verlauf
der Erkrankung hinzutreten. Ein Auftreten einer sekundaren bilidren Zirrhose ist moglich
[HEY 00], [AMM 99].
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1.5. Diagnose

Die AE wird meist primar klinisch erkannt. Die spezifische Diagnostik basiert im
Wesentlichen auf der Kombination von serologischen Testmethoden und bildgebenden
Verfahren. Unter den bildgebenden Untersuchungesverfahren bieten sich drei
verschiedene Techniken an: Die Sonographie, die Magnetresonanztomographie und die
Computertomographie. Hierbei ist die Sonographie der Leber am ehesten als
Screening-Verfahren einzusetzen. Fur genaueren Aufschlu® Gber Lage und vor allem
den sekundaren Befall anderer Organe ist die Computertomographie das geeignete
Verfahren [REU 01]. Vor allem die geringe Grolie der Lasionen im Frihstadium stellt bei
der Detektion mit den gangigen bildgebenden Verfahren den limitierenden Faktor dar.
Laparoskopisch kann die AE in situ vom erfahrenen Chirurgen unschwer erkannt
werden. Makroskopisch unterscheidet man die pseudometastatische multinodulare
Form, die durch mehrere isolierte weilde harte Knoten auf der Leberoberflache
gekennzeichnet ist, denen jedoch die fur Lebermetastasen typischen zentralen
Einziehungen fehlen, von der haufigeren konfluierenden Form mit weil-gelblichen
Plagues auf der Leberoberflache.

Differenzialdiagnostisch ist die AE von Lebermetastasen, hepatozellularen Karzinomen,
Leberabszessen und der zystischen Form der Echinokokkose, hervorgerufen durch E.
cysticus, abzugrenzen [HEY 00].

Serologische Testmethoden sind zum einen fur die Friherkennung der AE bei Patienten
ohne Leberlasionen bzw. fur Screening-Verfahren und zum anderen als
Verlaufskontrolle der Therapie geeignet. Zum immunologischen Nachweis werden
heutzutage hauptsachlich 2 Oberflachenproteine genutzt (Emc und Em2+), die mittels
ELISA nachgewiesen werden konnen [BRE 94].

Eine Seropositivitat auch ohne detektierbare Leberlasionen kann ein noch nicht
erkennbares Fruhstadium, eine Immunitat gegen E. multilocularis oder eine
unspezifische serologische Reaktion bedeuten [JEN 01]. Ein positives serologisches
Ergebnis lasst somit nicht sicher auf eine AE schlieRen. Bestatigungstests konnen

mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [10.1] erfolgen.
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1.6. Therapie

Ohne adaquate Therapie verlauft die Alveolare Echinokokkose in der Uberwiegenden
Zahl der Falle letal (Mortalitat bis zu 98%). Prinzipiell kann man zwischen operativen
und konservativen Therapieansatzen unterscheiden:

Die angestrebte Therapie der AE ist eine vollstandige chirurgische Resektion des
befallenen Organmaterials unter tumorchirurgischen Kriterien. Dies kann jedoch haufig
nicht durchgefihrt werden, da in einem spaten Stadium, in dem bereits
Folgekomplikationen aufgetreten sind (die dann Uberhaupt erst zu klinischen
Symptomen fuhren) durch die lokale Ausdehnung eine vollstandige Resektion nicht
mehr moglich ist [AMM 00]. In der Literatur werden zwischen der Infektion und dem
Auftreten erster Symptome Zeitraume von 5 bis 15 Jahren genannt [ECK 99]. Die
Operabilitit hangt vom Krankheitsstadium ab, das sich aus Menge des
Parasitenmaterials (P), Infiltration von Organen (l) und Vorkommen von Metastasen (M)
ergibt. Diese ,PIM“Klassifikation kann einen Anhalt fur die therapeutische
Vorgehensweise bieten [GOT 00].

Nach der chirurgischen Intervention ist eine lebenslange Rezidivprophylaxe mit
Antihelminthika notwendig. Eine Lebertransplantation ist wegen der haufig auftretenden
Rezidive bzw. dem Auftreten von Pseudometastasen unter Immunsuppression
umstritten.

Ist die Lasion inoperabel, was bei etwa 70% der Patienten der Fall ist [AMM 00], so ist
eine parasitostatische Therapie mit den Antihelminthika Mebendazol oder Albendatzol
indiziert. Die medikamentose Therapie muss lebenslang fortgefuhrt werden. Diese
Medikamente unterliegen einer geringen intestinalen Absorption (<10%) und einem
hohen first-pass-Effekt. Unter den insgesamt seltenen Nebenwirkungen stellt die
Agranulozytose die schwerwiegendste dar [AMM 00]. Parasitostatische Effekte wurden
auch fur Amphotericin B [REU 03] sowie von dem gegen Anaerobier wirksamen

Nitazoxanide in vitro nachgewiesen[STE 03].

1.7 Strahlentherapie
Seit der Entdeckung durch Réntgen 1895 werden ionisierende Strahlen in der Therapie
verschiedener gutartiger und bosartiger Erkrankungen beim Menschen erfolgreich

eingesetzt [FRE 97]. Die erforderlichen Dosen bewegen sich im Bereich von wenigen
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Gray bei einigen gutartigen Erkrankungen (z.B. Fersensporn) bis Uber 90 Gy (z.B.
Prostatakarzinom). Eine wesentliche dosislimitierende Rolle spielt dabei die
Strahlentoleranz der umliegenden Organe. Grundsatzlich ist die Toleranzdosis bei einer
nicht vollstandigen Erfassung hoher als bei Bestrahlung des gesamten Organs. Die
Toleranzdosis der Leber betragt etwa 30 Gy in konventioneller Fraktionierung (2 Gy
Einzeldosis). Nach hoheren Dosen tritt eine radiogene Hepatitis auf, wahrend eine
Teilbestrahlung der Leber bis ca. 60 Gy durchgefuhrt werden kann [PER 98]. Bei der
Lebensmittelsterilisation werden Strahlendosen im Kilogray-Bereich bendtigt, um
Mikroorganismen abzutdten. Das an einen malignen Tumor erinnernde
Wachstumsmuster der Metacestoden bei der Alveolaren Echinokokkose wirft die Frage
auf, ob die AE sich mit ionisierenden Strahlen behandeln lasst. Jedoch liegen uber
dieses Thema bisher kaum Untersuchungen vor. Markell und Beal haben 1974 lediglich
zeigen konnen, dass bei einer Bestrahlung der Eier mit Rontgenstrahlen die Infektiositat
der Eier ab einer Dosis von 40 kr (entspricht ca. 400 Gy) abnimmt [MAR 74].

Strahlenbiologische Effekte

Die strahlenbiologischen Effekte ionisierender Strahlung wie in den Experimenten der
vorliegenden Arbeit beruhen im Wesentlichen auf indirekten Wirkungen. Hierbei wird die
Energie der inonisierenden Strahlung von Wasser in der Umgebung des bestrahlten
Materials absorbiert, was zur Bildung von Primarradikalen (OHe, He, e-aq) und
Peroxiden fiihrt, welche dann wiederum Bioradikale bilden. Uber Veranderungen am
Biomolekul — insbesondere der DNA, aber auch an Membranen u.a. — kbnnen dann
DNA-Schaden und Stoffwechselveranderungen entstehen, die dann letztendlich Uber
den Zelltod zum Tod des Organismus fuhren konnen. Als Schaden am Biomolekul sind
in erster Linie Anlagerungen der OHe-Radikale an die Doppelbindung der Basen zu
nennen, was zur Oxidation der DNA fuhrt. Im Einzelnen flhrt dies zu Doppel- und
Einzelstrangbrichen, Basen- und Zuckerschaden, Basenverlusten, Bruchen von
Wasserstoffbricken und DNA-Vernetzungen sowie den so genannten ,bulky lesions®,
worunter man Kombinationen der verschiedenen Schaden versteht. Dennoch Iasst sich
nicht das gesamte Ausmal} der Schaden mit den beschriebenen Mechanismen erklaren

und ein Teil der Ursachen ist ungeklart.
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Die Zelle ist nicht zu jeder Zeit des Zellzyklus gleich strahlensensibel; in der M-Phase
und G2-Phase ist die hdchste Radiosensibilitat erreicht, wahrend in der S-Phase relative
Radioresistenz herrscht. Die G1-Phase zeigt zunachst eine Strahlenresistenz, die am
Ubergang zwischen G1- und S-Phase dann sensibler wird [SAU 01]. Dies bedeutet,
dass proliferierendes Gewebe (z.B. Tumorgewebe) innerhalb eines mitotisch weniger
aktiven Gewebes eine statistisch hohere Radiosensibilitat aufweist. lonisierende
Strahlen ausreichender Energie durchdringen praktisch verlustfrei Zellmembran oder
mogliche Kapselstrukturen und sind somit im Gegensatz zur medikamentdsen Therapie
nicht von der Permeabilitat des Gewebes abhangig. Beim expansiv wachsenden
Parasiten handelt es sich um ein mitotisch aktives Gewebe, dessen Zellen durch die
entsprechenden Schadigungen durch ionisierende Strahlen zu Zelltod oder

Mitosehemmung gebracht werden konnten.

Fragestellung

Die Therapie der fortgeschrittenen alveolaren Echinokokkose ist unbefriedigend.
Erfahrungen in der Tumortherapie werfen die Frage auf, ob sich lokalisierte
Manifestationen ahnlich wie Metastasen eines malignen Tumors mit ionisierenden

Strahlen behandeln lassen.
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2. Material und Methoden

Die radiogenen Veranderungen am EM wurden in kultivierten Stammen aus der Maus
studiert. Zum einen wurden quantitative Veranderungen des Parasiten-Wachstums in
zeitlicher Abfolge gemessen, zum anderen makro- und mikroskopische Veranderungen
der Parasitenvesikel. Die Viabiltat des Parasiten wurde indirekt durch den Nachweis

typischer vom Parasiten in den Extrazellularraum abgegebener Proteine untersucht.

2.1. Versuchsablauf

Eine Ubersicht iber den Ablauf der Versuche gibt die Schema 1:

Kurzzeiteffekte (10 Tage) | | Langzeiteffekte (4 — 12 Wochen) |
Kultivierung des infizierten Materials (6 — 8 Wochen)
Gewinnung freier Vesikel und Aufteilung auf Versuchskulturen
N N
Zugabe von Medium 2 Zugabe von Medium 1
(indikatorfrei fiir photometrische Messungen) (mit Indikator fur pH-Wert)
N N
einmalige Bestrahlung (50 bzw. 100 Gy) tagliche Bestrahlung (5 x 10 Gy)

VS. VS.

Kontrolle (unbehandelt) Kontrolle (unbehandelt)

(1 Tag) (iber 5 Tage)
N2 N2
Nachbeobachtung (10 Tage): Nachbeobachtung (4 - 12 Wochen):
Messung der EmAP-Konzentration in
Extrazellularraum Makroskopische und lichtmikroskopische
Makroskopische und lichtmikroskopische Dokumentation
Beobachtung

N2 N

Abschlussuntersuchung: Abschlussuntersuchung:

Elektronenmikroskopie Elektronenmikroskopie

Zymografie
Silbergelelektrophorese

Schema 1: Versuchsablauf
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Alle Versuche wurden im doppelten Ansatz durchgeflhrt.

2.2. Kulturverfahren

Die Kultivierung von E. multilocularis wurde nach der vorbeschriebenen Methode von
Hemphill et al. durchgefuhrt [MAR 74], [HEM 95]. Mongolische Wustenrennmause
(Meriones unguiculatus) bzw. Feldmause (Microtus agrestis) wurden mit E. multilocularis
infiziert. Nach einer Zeit von 1 bis 2 Monaten wurden die Mause euthanasiert und
Gewebe unter aseptischen Bedingungen entnommen. Nach Zerteilung des Gewebes in
Blocke von ca. 0,5 cm3 wurden diese zweimal in Phosphate Buffered Saline (PBS)
gewaschen.

Die infizierten Lebersticke wurden zu mehreren in 50 ml eines Kulturmediums,
bestehend aus Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM), inkl. 25 mM
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) als Puffersubstanz, 10%
Fetalem Kalbserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 200 U Penicillin/ml und 200 pg
Streptomycin/ml (im Folgenden bezeichnet als Medium 1), kultiviert, in der frei
schwimmende Vesikel gebildet wurden. Die Gewebebldcke wurden in Kulturflaschen (75
cm2) in aufrechter Position, mit einem Filterdeckel verschlossen, in einem Inkubator bei
37°C, 10% CO, aufbewahrt. Alle 2 bis 4 Tage wurde das Kulturmedium gewechselt,
indem 50% bis 80% des Mediums erneuert wurden. Fir die Ubersicht tber alle

verwendeten Materialien sei auf die Ubersicht 5.1 im Anhang verwiesen.

2.3. Gewinnung freier Vesikel und Bestrahlung

Nach 6 bis 8 Wochen Kultivierungszeit wurden freie Vesikel aus den Kulturen
gewonnen, funf Mal mit sterilem Wasser gewaschen und gepoolt. Die Vesikel wurden zu
je 30 auf 75 cm2 Zellkulturflaschen verteilt und mit 50 ml Medium 1 versetzt.
Anschlieend wurden die Proben in 5 Fraktionen von 10 Gy im Abstand von 24h bis zu
einer Gesamtdosis von 50 Gy bestrahlt. Bei den Versuchen mit Durchfihrung des
EmAP-Assay haben wir eine Einzeldosis von 50 Gy bzw. 100 Gy appliziert. Die
Bestrahlung erfolgte mit einem Co-60-Gerat, Focus-Oberflachenabstand 80 cm, bei
maximaler FeldgrofRe (32 cm x 32 cm). Der FlUssigkeitsspiegel des Kulturmediums

Uberragte die Vesikel um mindestens 1 cm, so dass in der Probe ein
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Sekundarelektronengleichgewicht herrschte und damit eine homogene Dosisverteilung
gewahrleistet war (siehe Abb. 2.1).

Strahlenquelle
Co-60

B

FOA =80 cm

1cm
Kulturmedium Abstand

32 cm

Abb. 2.1: Versuchsaufbau wahrend der Bestrahlung mit aufrecht stehenden Kulturflachen (FOA: Fokus-Oberflachen-Abstand,
DAM: Dosisaufbaumaterial, V: Vesikel)

2.4. Untersuchung der Viabilitat

Zur Untersuchung der Viabilitat des Parasiten wurden neben morphologischen Kriterien
auch enzymatische Nachweisverfahren angewendet, welche bereits in Untersuchungen
von bekannten Antihelminthika verwendet wurden. Diese werden im Folgenden
chronologisch dargestellt: Mit dem EmAP-Assay wurden kurzzeitige Veranderungen
innerhalb eines Zeitraums von 10 Tagen erfasst, die makroskopische und
lichtmikroskopische Beobachtung erfolgte kontinuierlich und die Elektronenmikroskopie
sowie der Nachweis radiogener Veranderungen der Proteinsynthese waren

Abschlussuntersuchungen.

EmAP-Assay

Zur Untersuchnung der Viabilitat des Parasitenmaterials wurde der Nachweis von
freier Echinococcus-multilocularis-spezifischer Alkalischer Phosphatase (EmAP)
nach der Methode von Stettler et al. [STE 01] verwendet. Da es sich bei der

EmAP um ein Protein handelt, welches beim lebenden E.m. nur gebunden an
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Zellmembranen oder Laminarschicht vorkommt und nur bei Untergang von
Parasitenmaterial im Mediumuberstand nachweisbar ist, eignet sich dieses
Verfahren als indirekter Nachweis der Viabilitat.

Nach Entnahme und Aufteilung der freien Vesikel wurde als Nahrmedium

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 inkl. 2 mM L-Glutamin, 200 U
Penicillin/ml und 200 pg Streptomycin/ml, ohne FCS und Phenolrot (im
Folgenden bezeichnet als Medium 2) zugegeben. Diese Vorgehensweise ist
notwendig, da eine photometrische Auswertung nur im farblosen Medium
erfolgen kann.

Nach der einzeitigen Bestrahlung wurden die Kulturen fir 10 Tage
nachbeobachtet. In dieser Zeit erfolgte kein Wechsel des Kulturmediums.

Die im Beobachtungszeitraum taglich abgenommenen und bei -80°C
tiefgefrorenen 300 pl Mediumuberstande wurden gleichzeitig aufgetaut, 10 min
bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert und 30 pl des jeweiligen
Uberstandes in ein Well einer 96-Wells-ELISA-Reader-Platte pipettiert. Nach
Zugabe von je 170 pl Substratpuffer (1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in 0,5 M
Ethanolamin, 0,5 mM MgCl, [pH 9,8]) wurde die Platte 30 min bei 37°C inkubiert.
Es erfolgte eine Umsetzung von p-Nitrophenylphosphat und Wasser zu p-
Nitrophenolat und Phosphat unter einem Farbumschlag ins Gelbe. Dieser verhalt
sich proportional zur Aktivitat der EmAP. Im Anschluss daran wurde der
Farbumschlag mit einem ELISA-Reader (Tecan Rainbow) bei einer Wellenlange

von 405 nm quantifiziert.

Makroskopische Beobachtung

Die Kulturen wurden taglich (Versuch mit EmAP-Assay) bzw. woéchentlich
(Versuch ohne EmAP-Assay) makroskopisch beobachtet und fotodokumentiert,
um eine Beurteilung in Zahl und GroRe der Vesikel zu ermoglichen.

Da das Medium 2 nicht gewechselt wird und in diesem Medium kein FCS als
Nahrstofflieferant enthalten ist, kommt es, wie aus vorhergehenden Versuchen
mit dem EmAP-Assay bekannt [STE 03], [STE 01], nach etwa 14 Tagen zu einem
Untergang des Parasitenmaterials. Eine sinnvolle Beobachtungszeit ist somit auf

10 Tage nach Uberfiihrung der Vesikel in das Medium 2 und Bestrahlung limitiert.
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Um das Verhalten des Parasiten nach Bestrahlung Uber einen Zeitraum langer
als 10 Tage nach Radiatio zu beobachten, wurde parallel zu den Versuchen mit
abschlieRendem EmAP-Assay auch eine Versuchsreihe ohne diese
Untersuchung durchgefuhrt. Hierbei wurde das Medium 1 alle 2 bis 4 Tage
ausgetauscht, um eine weitere Nahrstoffzufuhr und damit ein weiteres Uberleben
des Parasitenmaterials zu gewahrleisten. Dabei zeigte ein Farbumschlag des
Indikators von rot nach gelb ein Absinken des pH-Wertes und somit die

Notwendigkeit zur Erneuerung des Nahrmediums an.

Lichtmikroskopie
Zu den Zeitpunkten der makroskopischen Fotodokumentation wurden die

Kulturen lichtmikroskopisch untersucht und fotodokumentiert.

Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden im Parasitologischen
Institut der Universitdt Bern durchgefuhrt. Nach Abschluss der jeweiligen
Versuche wurden die Vesikel aus den Kulturflaschen separiert und in dicht
verschlielbare Gefalle (5 ml Inhalt) gegeben. Nach Entfernung des
Kulturmediums und Zugabe von 5 ml 2,5% Glutaraldehyd in 100 mM
Phosphatpuffer (pH 7,5) wurden die Vesikel vorbehandelt und anschliel®end

elektronenmikroskopisch untersucht [HEM 97].

Untersuchung radiogener Veranderungen der Proteinsynthese

Die Untersuchung der im Extrazellularraum nachweisbaren Proteine ist ein
etabliertes Verfahren in der Untersuchung von Echinokokken [NAG 06]. Wir
untersuchten den Mediumuberstand und die Vesikelflissigkeit bei bestrahlten
und nicht bestrahlten Proben. Dafur haben wir zwei verschiedene
Nachweisverfahren fur Proteinasen in den jeweiligen FlUssigkeiten gewahlt,
wobei die Zymographie die Proteinasen Uber gelatinolytische Aktivitat und die
Silbergelelektrophorese  Proteinasen nach Prazipitation mit Methanol-

Chlorophorm nachweist.
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Zymographie

Mediumuberstande und Vesikelflissigkeiten wurden mit 80% kaltem
Aceton prazipitiert und die Zymographie wurde mit 0,1% Gelatine-Substrat
mittels Natrium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-
PAGE) durchgefihrt. Die Gele wurden zwei Mal fur 30 Minuten mit 2,5%
Triton X100 gewaschen, um SDS zu entfernen und die Proteine zu
renaturieren. Nach kurzem Abspulen mit Wasser wurden die Gele bei 37°C
in einem Inkubationspuffer (50mM Tris, pH 7,6, inkl. 50mM NaCl und 10
mM CaCl2) unter vorsichtigem Schutteln Uber Nacht inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die gelatinolytische Aktivitat mit Coomassie brilliant blue
G250 Farbung als farblose Banden vor blauem Hintergrund sichtbar

gemacht.

Silbergelelektrophorese zur Bestimmung des Proteasenmusters

Die Proteine der Mediumuiberstande wurden in Methanol-Chlorophorm
prazipitiert und Anteile in Abhangigkeit von der Zahl der Metacestoden
wurden mittels Natrium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE) unter Reduktions-bedingungen separiert [WES 84].
Silberfarbung: Die Gele wurden in 50 ml Fixierlésung fur 30 Minuten fixiert,
in 50 ml 0,01% (w/w) Thiosulfatpuffer reduziert, fir 5 x 2 Minuten in
destilliertem Wasser rehydriert, anschlieend fur 30 Minuten in 50 ml einer
0,1% Silbernitratlosung mit 0,025% (v/v) Formaldehyd gegeben und
schliellich mit 2,5% Natriumbicarbonat mit 0,05% (v/v) Formaldehyd
versetzt. Die Reaktion wurde aufgezeichnet und durch die Zugabe von
Eisessig bis zum Erreichen einer Konzentration von 1% (v/v) gestoppt. Die

Gele wurden in H,O gewaschen und aufbewahrt.
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3. Ergebnisse

Die Betrachtung der Ergebnisse erfolgt im Folgenden getrennt nach den zwei

unterschiedlichen Versuchsansatzen fur Kurz- und Langzeitbeobachtung.

3.1. Untersuchung mit EmAP-Assay (Kurzzeitbeobachtung)

Die in der Beobachtungszeit von 10 Tagen gemessenen Extinktionen (siehe Abb. 3.1)

der mit 50 Gy bestrahlten Vesikel (®) nach Umsatz des p-Nitrophenylphosphat

bewegten sich im Rahmen der unbehandelten Negativkontrolle (O). Eine Kontrolle mit

aquivalenter Menge DMSO (V) als Losungsmittel des Antihelmetikums Nitazoxanide

(NTZ) zeigte ebenfalls keinen Anstieg der Extinktion. Diese Kontrolle wurde gewahlt, um

zu zeigen, dass DMSO allein keinen Einfluss auf die Extinktion zeigt. Der durch Zugabe

von 1 pg/ml NTZ (V) verursachte Anstieg der EmAP-Aktivitat beweist die Sensitivtat des

Assay.

EmAP-Assay
—@—— Radiatio 50 Gy
044 O Kontrolle unbehandelt
——-v———  Kontrolle mit DMSO
——v-—  Positivkontrolle mit 1ug/mNTZ X
Y .
£ 03 o N
c - Ave
= v Vg
‘© /
Q 0,2 :
S /
= /
5 o /
0,0

Beobachtungstage

Abb. 3.1: EmAP-Assay mit Gber einen Zeitraum von 10 Tagen nach Bestrahlung gemessenen Extinktionen, welche aquivalent

zur Menge der in den Mediumiiberstand freigesetzten EmAP sind.
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Makroskopisch und lichtmikroskopisch zeigten sich bei den Vesikeln der bestrahlten
Kulturen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine Unterschiede. Bei einzelnen
Vesikeln beobachteten wir einen Tonusverlust, welche danach keine symmetrische

Rundung mehr zeigten (siehe Abb. 3.2). Diese Beobachtungen traten nicht in allen

Proben auf, jedoch sowohl bei bestrahlten als auch bei nicht bestrahlten Proben.

In der Rasterelektronenmikroskopie lie3en sich diskrete Veranderungen nachweisen. In
den bestrahlten Vesikeln stellten sich im Bereich der germinativen Schicht fokal
destruierte Areale dar, die bei Vesikeln der Kontrollgruppe nicht gezeigt werden konnten
(siehe Abb. 3.3). Die destruierten Areale zeigten nicht mehr intakte Zellkdrper, bei denen
die Zellmembran sich wie aufgebrochen prasentierte. Die normale Struktur der
germinativen Schicht war jedoch nicht vollstandig aufgehoben, so dass sich in direkter
Nachbarschaft zu den zerstérten Bereichen morphologisch véllig normale Strukturen

zeigten, welche keine Unterschiede zur unbehandelten Kontrollgruppe aufwiesen.
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Abb. 3.3: Rasterelektronenmikroskopie (SEM) einer unbestrahlten (A) und einer bestrahlten Probe (B) 10 Tage nach Isolation
der Vesikel: Die bestrahlten Vesikel zeigen Areale mit partieller Destruktion (PD) der germinativen Schicht.

Die Transmissionselektronenmikroskopie (Abb. 3.4 bis 3.7) zeigte nach Abschluss des
Beobachtungszeitraums von 10 Tagen bei den bestrahlten Vesikeln im Gegensatz zu

den Vesikeln ohne Behandlung vesikulierendes Zytoplasma mit Ausbildung von
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intrazytoplasmatischen Vakuolen (V), Abrundung der Mitochondrien (R), Auftreten von
Lipidtrépfchen (LD) und Entleerung der Speicher der glykogenspeichernden Zellen
(eGSC). Die zytoplasmatische Vesikelbildung mit Vakuolen betraf in erster Linie die
undifferenzierten Zellen. Der Zellkern blieb dabei morphologisch intakt (siehe Abb. 3.4
und Abb. 3.6). Die Mitochondrien zeigten bei den bestrahlten Kulturen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle atypische Formen im Sinne eines abgerundeten bzw.
kugeligen AuReren (siehe Abb 3.5). Vereinzelt traten intrazytoplasmatische
Lipidtropfchen auf, die sich als elektronendichte kugelformige Veranderungen
prasentierten (siehe Abb. 3.4).

Eine weitere Veranderung betraf die zellularen Glykogenspeicher: Wahrend in den
unbehandelten Proben die Glykogenspeicher mit dem typischen, an Schneeflocken
erinnernden Muster des Glykogens geflllt waren, zeigten alle behandelten Proben eine
vollstandige Entleerung dieser Speicher, was sich in einem Fehlen des
charakteristischen Musters aullerte (siehe Abb 3.7). Zeichen fur eine Destruktion der

Zellen zeigten sich nicht, die Zellstrukturen blieben intakt.

Vesikel: Die Vesikel zeigen Vakuolenbildung des Zytoplamas (V) und Bildung von Lipidtrépfchen (LD). Undifferenzierte Zellen
(UC) und Mikrotriches (Mic) als Verbindung zwischen germinativer (GL) und laminarer Lage (LL) bleiben intakt.
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Abb. 3.5: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) einer bestrahlten Probe 10 Tage nach Isolation und Behandlung der
Vesikel: Ausbildung von atypischen Mitochondrienformen im Sinne einer Abrundung.

Abb. 3.6: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) einer bestrahlten Probe 10 Tage nach Isolation und Behandlung der
Vesikel: Vesikulierendes Zytoplasma (VC) einer undifferenzierten Zelle mit intaktem Zellkern (IC).
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Abb. 3.7: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zum Vergleich von unbehandelter Kontrollprobe (A) und bestrahiter
Prober (B) 14 Tage nach Isolation und Behandlung der Vesikel: Die unbehandelte Probe enthalt normal konfigurierte, volle
Glykogen-speichernde Zellen (fGSC). Die bestrahlte Probe zeigt leere Glykogen-speichernde Zellen (eGSC) und Bildung von
Lipidtréfchen (LD).

3.2. Versuch ohne EmAP-Assay (Langzeitbeobachtung)

In der makroskopischen Beobachtung zeigte sich bei den bestrahlten Kulturen nach
einem Zeitraum von 3 Monaten eine in GroRe und Anzahl geringere Proliferation der
Vesikel als in der Kontrollgruppe (siehe Abb. 3.8).

Makroskopische Vesikelgroe

ledian

- \T‘ Median
E Min

Relative VesikelgroRe
1

Kontrolle 5x 10 Gy

Abb. 3.8: Unbehandelte Kontrollprobe mit vollstandig entwickelten Vesikeln (A) im Vergleich zu einer mit 5x 10 Gy bestrahlten
Probe (B) drei Monate nach Isolation und Behandlung der Vesikel. Die bestrahlte Probe zeigt eine makroskopische
verminderte Anzahl (Kontrollgruppe: n = 77; Bestrahlte Probe: n = 62) und Grdsse der Vesikel (Kontrollprobe : bestrahlte Probe
=1 : 0,74 bei Beriicksichtigung der 20 gréRten Vesikel). In der Grafik (rechts) zeigt sich ein signifikanter Unterschied der
makroskopischen Vesikelgrésse (p < 0.0001 im Mann-Whitney U Test).
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Lichtmikroskopisch zeigten freie Kopfanlagen in der Bestrahlungsgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe eine fehlende oder stark verlangsamte Motilitat und teilweise einen
sichtbaren Verlust der normalen Form (siehe Abb. 3.9). Anstelle der normal
konfigurierten Kopfanlagen zeigten sich in den bestrahlten Proben sanduhrférmige
Exemplare, welche unterhalb des eigentlichen Kopfes eine Einschnirung zeigten.

Diese Effekte wurden am 14. Tag nach Radiatio beobachtet.

Abb. 3.9: Vergleich zwischen normal entwickelten und motilen Kopfanlagen von E.m. (NF) in einer unbehandelten Probe (A)
und morpologisch veranderten und nicht motilen Kopfalangen von E.m. (“Sanduhrformen”, SF) einer mit 5x10Gy bestrahlten
Probe (B) 14 Tage nach Isolation und Behandlung der Vesikel

In den abschlieRenden elektronenmikroskopischen Untersuchungen nach Bestrahlung
und mehrmonatiger Kultivierung zeigte sich wie schon nach 14 Tagen eine Entleerung
der Glykogenspeicher.

Zur Untersuchung der sekretorischen Komponenten wurden eine Zymographie von
MediumUberstanden und Vesikelflissigkeiten sowie eine Bestimmung der
Proteaseaktivitat in  Mediumuberstanden und  Vesikelflussigkeit — mittels
Silbergelelektrophorese 4 Wochen nach der ersten Bestrahlung durchgefihrt. In den
Untersuchungen zeigten sich bezuglich Zusammensetzung und Proteaseaktivitat keine
signifikanten Unterschiede zwischen den bestrahlten Kulturen und der unbehandelten
Kontrollgruppe. Die Bandenmuster zeigten sowohl in der Zymografie (siehe Abb. 3.10)
als auch in der Silbergelelektrophorese (siehe Abb. 3.11) ein identisches Bild bei den

Proben mit und ohne Bestrahlung.
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Abb. 3.10: Zymographie des Mediumiberstandes (2. und 3. Spalte) sowie der Vesikelflissigkeit (4. und 5. Spalte). Die
Abbildung zeigt die jeweilige Gegentiberstellung von Kontrollkulturen ohne Behandlung (2. und 4. Spalte) und mit 50 Gy
bestrahlten Kulturen (3. und 5. Spalte)

Mediumiiberstand Vesikelflissigkeit
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Abb. 3.11: Silbergelelektrophorese des Medieniberstande (links) sowie der Vesikel-flissigkeiten (rechts) zur Bestimmung des
Proteasenmusters. Die Abbildung zeigt die jeweilige Gegenlberstellung von unbehandelter Kontrollkultur (jeweils mittlere
Spalte) und mit 50 Gy bestrahlter Kultur (jeweils rechte Spalte).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals systematisch die Wirkung ionisierender
Strahlen auf Metacestoden von Echinicoccus multilocularis untersucht. Bisher liegt zur
Anwendung von ionisierender Strahlung bei alveolarer Echinokokkose am Menschen
nur eine Einzelfallbeschreibung vor [SCH 98]. Der parasitozide Effekt von ionisierender
Strahlung (im Kilogray-Bereich) wird - vor allem auflerhalb Europas - aulerdem zur
Abtotung von Parasiten in der Lebensmittelsterilisation eingesetzt [BFS 07], wobei
bereits 1974 ein Einfluss durch Bestrahlung auf die Infektidsitat von E.m.-Eiern gezeigt
werden konnte [MAR 74].

Lange Zeit war man auf Tiermodelle zur Untersuchung des E.m. angewiesen, was
aufwandig und kostenintensiv ist. Die etablierten Versuchstiere sind Nagetiere, welche
aufgrund ihrer geringen Grdsse flr Bestrahlungsexperimente mit den zur Verfigung
stehenden Geraten nicht geeignet sind: Nimmt man Leber oder Abdominalhdhle des
Wirtstieres als Lokalisation an, lage der grofRte Teil des Tieres im Bestrahlungsfeld. Die
Dosis von 10 bis 50 Gy als Ganzkorperdosis fuhrt bei den meisten Saugetieren
unbehandelt zu einem Knochenmarksversagen und damit zum Tod des Tieres [BON
64]. Eine Infektion eines groRReren Tieres (z.B. des Schweins) ist zwar experimentell
maglich [DEP 05], jedoch nicht praktikabel. Seit einigen Jahren steht ein Kulturverfahren
zur Verfugung, welches die Untersuchung praktisch reiner Parasitenkulturen ermdglicht
[HEM 95]. Dabei konnen Interaktionen zwischen Parasit und Wirtsgewebe, welche
Gegenstand der aktuellen Forschung sind [JUR 96], [KON 03], [SPI 03], [ZAV 03],
ausgeschlossen werden. Die Methode bietet darUber hinaus die Maoglichkeit, den
Parasiten nach einer Bestrahlung kontinuierlich zu beobachten, und die Veranderungen
zu jedem beliebigen Zeitpunkt zu dokumentieren. Die Anzahl an Versuchstieren kann
damit minimiert werden, und das Parasitenmaterial muss nicht nach der Behandlung
operativ. gewonnen werden. Die Kultivierung von E.m. in vitro erlaubt aul’erdem eine
Durchfihrung von biochemischen Untersuchungsverfahren: Der Nachweis der E.m.-
spezifischen alkalischen Phosphatase (EmAP-Assay) erfolgt mittels einer

enzymatischen Reaktion, die auch auf eine alkalische Phosphatase des Wirtes sensibel
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reagieren, und somit das Untersuchungsergebnis verfalschen wurde. Die Gewinnung
der sezernierten Proteasen aus dem Mediumuberstand und der Vesikelflissigkeit ist
ebenfalls nur in einem Modell einer Reinkultur sicher ohne Verunreinigung durch
Wirtsmaterial moglich. Aus diesen Grinden haben wir fur unsere Versuche ein in vitro-

Verfahren gewahilt.

In frGheren Untersuchungen zur Wirkung ionisierender Strahlen war die Infektidsitat
nicht signifikant verringert [GRI 98], so dass wir in unseren Versuchen auf eine

Reinfektion mit bestrahltem Parasitenmaterial verzichtet haben.

Die Bestrahlungsdosen wurden so gewahlt, dass eine Anwendung am Menschen
moglich ware [TSE 08], [KAT 07]. In diesem Dosisbereich von etwa 50 bis 100 Gy

fanden sich charakteristische, reproduzierbare Veranderungen:

1. Die Proliferationsrate des Parasiten war vermindert.
2. Die Kopfanlagen des Parasiten zeigten abweichende Morphologie.
3. Die Mikrostruktur des Parasiten zeigte Veranderungen, die auf eine Schadigung

hindeuten.

Die beobachteten Unterschiede in VesikelgroRe und Proliferation (Anzahl der Vesikel)
nach Beobachtungszeiten von drei Monaten deuten auf eine eingeschrankte Fahigkeit
zum Wachstum von bestrahltem Parasitenmaterial hin. Wachstum und Proliferation
werden allgemein durch ionisierende Strahlen gehemmt. Benzimidazole wie
Mebendazol bewirken ahnliche Veranderungen [JUR 98]. In dieser Arbeit wurde die
Eigenschaft von Mebendazol als Parasitostatikum und dosisabhangig als Parasitizidum
beschrieben und makroskopische Veranderungen in Zahl und GrolRe der Vesikel in vitro
beobachtet. Genomschaden, die eine Ursache fur verminderte Proliferation sein konnen,

wurden in unseren Versuchen nicht untersucht.

Die makroskopischen Veranderungen in Form des Tonusverlustes von einzelnen
Vesikeln sind aufgrund des sporadischen (weniger als 5% aller Vesikel in unseren

Versuchen) und gleich haufigen Auftretens in samtlichen behandelten sowie
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unbehandelten Kulturen nicht als Folge der Bestrahlung zu werten. Der Tonusverlust
kann vor allem auf eine defekte Vesikelmembran hindeuten, was auch mechanische
Ursachen haben kann. Frihere Experimente haben den Tonus der Vesikel bei
Echinococcus granulosus als Kriterium fur die Viabilitat herangezogen [CAS 96], [HEA
75]. Ein genereller Tonusverlust in 30 bis 40% der Vesikel wurde bei der Behandlung
von E.m.-Metacestoden mit Albendazol in vitro nach funf Tagen beschrieben, nach zehn
Tagen zeigten 90% der behandelten Vesikel einen Tonusverlust [ING 99]. Die kleine
Anzahl und das Auftreten in samtlichen Kulturen in unseren Versuchen lassen derartige
RuckschlUsse jedoch nicht zu.

Die eingeschrankte Motilitat der freien Kopfanlagen sowie "Sanduhrformen" der
Protoskolizes lassen sich als Schadigungen dieser im Vergleich zu den Vesikeln, die nur
Larvenstadien mit wenigen unterschiedlichen Zelltypen darstellen, erheblich komplexer
aufgebauten mehrzelligen Organismen interpretieren. Die verminderte Motilitat der
Kopfanlagen und morphologische Veranderungen der Protoskolizes gelten als Zeichen
eines Viabilitdtsverlustes [OHN 84]. Da diese Beobachtung nur bei bestrahlten Kulturen

auftrat, beurteilen wir diese als Effekt der ionisierenden Strahlen.

Auf elektronenmikroskopischer Ebene bewirken ionisierende Strahlen reproduzierbare
Veranderungen in der germinativen Schicht: Dies sind im Einzelnen die Ausbildung von
zytoplasmatischen Vesikeln, das Auftreten von intrazytoplasmatischen Lipidtrépfchen,
die Abrundung von Mitochondrien und die Entleerung der zellularen Glykogenspeicher.
Als Zelltod wird bei differenzierten Zellen der Verlust der spezifischen Funktion und bei
undifferenzierten Zellen der Verlust der ununterbrochenen Teilungsfahigkeit bezeichnet
[HAL 94]. Die letale Dosis betragt bei differenzierten Zellen etwa 100 Gy und bei
undifferenzierten Zellen etwa 2 Gy. Insbesondere im Bezug auf die undifferenzierten
Zellen erwarten wir somit Veranderungen an den Zellstrukturen, die auf eine
Zellinaktivierung hindeuten.

Die intrazytoplasmatische Ausbildung von Vesikeln bei den bestrahlten Kulturen
konnten wir ausschliellich bei den undifferenzierten Zellen beobachten. Dabei betraf
die Vesikelbildung nur das Zytoplasma, wahrend die Zellkerne morphologisch intakt
blieben. Diese Vesikelbildung ist aus Versuchen mit Albendazol und Nitazoxanide

bekannt. In der Anwendung von Nitazoxanide wird sie als Fruhzeichen beschrieben und



Diskussion 30

als beginnende Schadigung der germinativen Schicht interpretiert [STE 01]. Im
Gegensatz zur Anwendung von Nitazoxanide konnten wir jedoch keine Schadigung der
Mikrotriches des Teguments beobachten.

Das Auftreten von intrazytoplasmatischen Lipidtropfchen, welche als elektronendichte,
kugelférmige Strukturen imponieren, beobachteten wir im Zytoplasma verschiedener
Zelltypen. Auch hier zeigen sich Parallelen zu den elektronenmikroskopischen
Veranderungen durch Albendazol und Nitazoxanide, wo es zum Auftreten solcher
Lipidtropfchen ab dem 4. Behandlungstag kam. Diese gingen mit dem Verlust von Zell-
Zell-Kontakten einher [STE 03].

Einzelne Zellen zeigten nach Bestrahlung abgerundete Mitochondrien. Ahnliche
Veranderungen sind unter Nitazoxanide und Clarithromycin beschrieben worden [STE
03], [MAT 05]. Man nimmt an, dass im Falle des Clarithromycins die mitochondriale
Translation beeinflusst wird, die Ursache bei Nitazoxanide ist unbekannt. Auch
Benzimidazole fuhren dber Stérung der Tubulinbildung zur Ausbildung von
abgerundeten Mitochondrien [ING 99]. Wir interpretieren die mitochondrialen
Veranderungen als Effekt der Bestrahlung, wobei sowohl ein direkter oder - Uber die
Genexpression - indirekter Einfluss auf die Tubulinbildung denkbar ist.

Die Entleerung der zellularen Glykogenspeicher in der germinativen Schicht durch
ionisierende Strahlen beruht auf einem erhdhten Glykogenabbau oder einer
verminderten Glykogensynthese. Einen Verminderung des Glykogengehaltes in
Parasitengewebe wurde unter dem Einfluss von Mebendazol und Isatin beschrieben
[XIA 90], [DEL 89]. Die Entleerung der Glykogenspeicher konnte auf dem oxidativen
Stress, welcher durch Bestrahlung ausgelést wird, beruhen. Details der Glykogen-
Depletion sind aber auch bei den ungleich besser untersuchten Bezimidazolen nicht

bekannt. Entsprechende Untersuchungen fir ionisierende Strahlen liegen nicht vor.

Ein grolles Problem bei Nachbeobachtungszeiten von mehr als 8 Wochen stellten
Infektionen mit Schimmelpilzen (v.a. Aspergillus-Spezies) dar. Auf den Zusatz eines
Mykostatikums wie Amphothericin B haben wir dennoch verzichtet, da gezeigt werden
konnte, dass eine Langzeittherapie mit Amphothericin B ein Parasitenwachstum
verhindert und nach Beendigung der Therapie mit Amphothericin B ein erneutes

Wachstum auftritt, was einem parasitostatischen Effekt entspricht [REU 03]. Kulturen mit
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Schimmelpilzinfektionen wurden aus unseren Experimenten unmittelbar nach deren

makro- oder mikroskopischer Detektion ausgeschlossen.

Die von uns gewahlten enzymatischen Nachweisverfahren zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Proben.

In aktuellen Screening-Untersuchungen zur Wirkung von Medikamenten auf
Metazestoden von Echinococcus multilocularis hat sich der EmAP-Assay als
Viabilitatstest geeignet gezeigt [STE 03], [STE 01]. Sowohl bei dem bekanntem
Antihelmithikum Albendazol und dessen aktiven Metaboliten als auch bei Nitazoxanide,
einem neueren Medikament, welches im Tierversuch parasitozide Eigenschaften gegen
Echinococcus multilocularis aufweist, hat sich der EmAP-Assay als eine einfach
durchzufiihrende, kostenglinstige und zeitsparende Methode des Nachweises eines
parasitenspezifischen Markers herausgestellt. In diesen Versuchen konnte
elektronenmikroskopisch gezeigt werden, dass die Freisetzung von EmAP in den
Mediumuberstand der Kultur mit der Destruktion und Desintegration der germinativen
Schicht einhergeht. Da die Wirkung ionisierender Strahlen Uber Schadigung der DNA
und Apoptose zum Zelltod fuhrt, ist ein ahnlicher Effekt auf die germinative Schicht des
Parasiten, welche aus Zellen aufgebaut ist, durch Bestrahlung theoretisch denkbar. Die
gemessenen Extinktionen, welche mit der Menge der freigesetzten EmAP und damit
dem Grad der Destruktion korrelieren, lagen bei den behandelten Kulturen im Bereich
der Negativkontrolle. Somit kann aus diesem Verfahren der Schluss gezogen werden,
dass eine Bestrahlung nicht zu einer Freisetzung von EmAP fuhrt. Dies ist so zu werten,
dass das Design dieses Experiments einerseits nur kurzfristige Wirkungen (innerhalb
des Beobachtungszeitraumes von zehn Tagen) erfasst und somit die vermuteten
kumulativen Effekte einer Bestrahlung nach mehreren Zellteilungen nicht bericksichtigt
werden oder andererseits eine Radiatio im Gegensatz zu den nachgewiesenen Effekten
der Antihelminthika [STE 03], [STE 01] keinen Effekt auf die Freisetzung von EmAP hat,
was mit der morphologischen Beobachtung von intakten Mikrotriches in den bestrahlten
Proben Ubereinstimmt. Ein systematischer Fehler konnte durch den Einsatz einer
Positiv- und Negativkontrolle ausgeschlossen werden.

Der Nachweis von Proteaseaktivitaten in der Vesikelflissigkeit und im Mediumuberstand

ist eine Mdglichkeit der Visualisierung von genetischen Schaden [NAG 06], welche
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einen Einfluss auf die Genexpression haben. Der Einfluss von ionisierender Strahlung
auf die Genexpression beim Menschen ist nachgewiesen [AMU 08]. Die enzymatischen
Untersuchungen mittels Zymographie und Silbergelelektrophorese zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Proben nach
einem Zeitraum von 4 Wochen nach der Bestrahlung. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass ionisierende Strahlen die Expression von Metalloproteasen des Parasiten
in dem von uns untersuchten Zeitraum nicht beeinflussen. Dabei bleibt fraglich, ob
grundsatzlich kein Einfluss auf die Genexpression besteht oder der Zeitraum zu kurz

war, um signifikante Veranderungen nachzuweisen.

In der Literatur findet sich bezuglich des Einsatzes von ionisierenden Strahlen bei Befall
von E.m. lediglich eine Einzelfallbeschreibung. Eine 28-jahrige Patientin mit Leber- und
Lungenechinokokkose sowie zerebraler Echinokokkose wurde zunachst mit Mebendazol
und im Verlauf mit Interferon-gamma zusatzlich behandelt. Bei Stabilisierung der
Lungen- und Leberbefunde kam es zu einem progredienten Wachstum der cerebralen
Veranderungen. Bei Auftretenden neurologischen Symptomen wurde die Entscheidung
zur Bestrahlung an Stelle einer offenen Exzision getroffen. Innerhalb von 3 Monaten
wurde zweimalig eine Dosis von 26,7 Gy appliziert, in Kombination mit einer Gabe von
Albendazol, welches eine verbesserte Penetration durch die Blut-Hirn-Schranke
aufweist. Im Verlauf kam es zu einer Regression der zerebralen Echinokokkose
(Nachweis mittels MRI) und zu einer Besserung der neurologischen Symptome. Im
follow-up von 3 Jahren nach der ersten Bestrahlung zeigte sich die Patientin stabil,
minimal neurologisch symptomatisch und deutlich in der Lebensqualitat gebessert. Der
cerebrale Befund hatte sich im Vergleich zur Voruntersuchung nicht vergroRert [SCH
98]. Diese Fallbeschreibung zeigt einen erfolgreichen Einsatz von ionisierender
Strahlung zur Therapie der alveolaren Echinokokkose in einem relativ
strahlenresistenten Wirtsgewebe. Dabei entspricht die Gesamtdosis etwa der
applizierten Dosis in unseren Versuchen. Jedoch lasst sich die Regredienz des
Befundes nicht zweifelsfrei auf die Bestrahlung zurtckfuhren, da gleichzeitig

Antihelminthika eingesetzt wurden.



Diskussion 33

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Wirkung von ionisierenden Strahlen mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit zu einer Schadigung des Parasiten fuhrt, jedoch diesen
nicht abtotet. Die Schaden zeigen sich vor allem in morphologischen Veranderungen,
welche sich elektronenmikroskopisch nachweisen lassen. Einer therapeutischen
Anwendung mussten noch weitere Untersuchungen vorausgehen, vor allem im Bereich
der Interaktion von Wirts- und Parasitengewebe unter dem Einfluss von ionisiernden
Strahlen. Aufgrund der beschrankten Strahlentoleranz des Leberparenchyms muss
jedoch hauptsachlich Uber einen Einsatz bei extrahepatischem Befall von
strahlenresistenterem Gewebe, wie z.B. Nervengewebe, bei Inoperabilitat oder
Unvertraglichkeit der bewahrten Antihelminthika nachgedacht werden. Gerade in
Geweben, wo die ublichen Medikamente nur unzureichend angereichert werden, konnte

die Radiatio eine sinnvolle Therapieerganzung darstellen.
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5. Anhang

5.1. Ubersicht Materialien

Parasitenmaterial

E. multilocularis

Dr. Thomas Romig, Parasitologie, Universitat Hohenheim: Leber-

und Peritonealmaterial von per os infizierten Feldmausen (Microtus agrestis)

Prof. Dr. Andrew Hemphill,

Parasitologie,

Universitdat Bern: Leber- und

Peritonealmaterial von intraperitoneal infizierten Mongolischen Rennmausen (Meriones

unguiculatus)

Mediumkomponenten
IMDM (Iscoves Modified Dulbecco’s Media)

RPMI 1640 (Royal Park Memorial Institute)
farblos

FCS (Fetales Kalbserum)

Penicillin/Streptomycin

Sonstige Materialien

Chemikalien
PBS pH 7,3 (Phosphate-Buffered Saline)

Test-Kit Alkalische Phosphatase Ecoline 25

NTZ (Nitazoxanide)

Cambrex Bio Science, Verviers,
Belgien

Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis (Missouri),
USA

Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Diagnostica Merck, Darmstadt,
Deutschland

Romark Industries, Kalamazoo
(Michigan), USA
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Zymographie-Chemikalien
(Aceton, 0,1% Gelatine-Substrat fur

Natrium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gel-

Elektrophorese (SDS-PAGE), Triton X100,
Inkubationspuffer (50mM Tris, pH 7,6,
inkl. 50mM NaCl und 10 mM CacCly),
Coomassie brilliant blue G250)
Silbergelelektrophorese-Chemikalien
(Methanol-Chlorophorm, 0,1% Gelatine-
Substrat fir Natrium-Dodecyl-Sulfat-

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

(SDS-PAGE), Fixierlésung fur Silberfarbung,

0,1% Silbernitratldsung, 2,5% Natrium-
bicarbonat, Eisessig)

Verbrauchsmittel

50 ml Tubes Falcon

15 ml Tubes Falcon
Sterile 96-well Platten
Zellkulturflaschen, 75 cm2
Pipetten

5.2 Ubersicht Gerite
CO2-Brutschrank
Sterilbank

Wasserbad

Lichtmikroskope

Photometer

Sigma-Aldrich, St. Louis (Missouri),
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis (Missouri),
USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Costar, Corning, New York, USA
Costar, Corning, New York, USA
Costar, Corning, New York, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland
Gelaire, Sydney, Australien
Koéttermann Labortechnik,
Uetze/Hanigsen, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Tecan Rainbow, Mannedorf/Zirich;

Schweiz
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Kobalt-Gerat (Co-60)

Elektronenmikroskop Joel 840

Zentrifuge EBA 20
(Drehzahl: 6000 min-1)

Co-60-Bestrahlungsgerat fur den
klinischen Einsatz in der Klinik fur
Strahlentherapie der Universitatsklinik
Dusseldorf

Joel Australasia Ltd.,

Sydney, Australien

Andreas Hettich GmbH & Co. KG

Tuttlingen, Deutschland
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10. Zusammenfassung

Einleitung: Die Alveolare Echinokokkose (AE) stellt fir den Menschen eine lebensbedrohliche
Parasitose dar. Die antimikrobielle Therapie besteht neben der operativen Behandlung zurzeit
aus einer lebenslangen parasitostatischen Therapie. In der vorliegenden Arbeit haben wir
untersucht, ob die Anwendung ionisierender Strahlen eine Alternative in dieser unbefriedigenden
Situation bietet.

Material und Methoden: Aus den Lebern infizierter Mause isoliertes Parasitengewebe
(Metazestoden) wurde nach einer von Hemphill und Gottstein entwickelten Methode in vitro
kultiviert. Die Kulturen wurden mit 50-100 Gy (Co-60) in verschiedenen Fraktionierungen
bestrahlt und das Wachstumsverhalten makroskopisch, mikroskopisch sowie
elektronenmikroskopisch untersucht. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden
nach einer etablierten Methode fir die Untersuchung von Parasitenmaterial durchgefihrt. Die
Viabilitdt wurde zusatzlich mit dem EmAP-Assay und dem Nachweis von sekretorischen
Komponenten geprift, welche bei antiparasitaren Chemotherapeutika etablierte indirekte
Viabilitatstests darstellen.

Ergebnisse: Makroskopisch fand sich nach 3 Monaten bei den bestrahlten Kulturen eine
geringere Vesikelproliferation (GréRe, Anzahl) als in der Kontrollgruppe. Lichtmikroskopisch
zeigte sich eine veranderte Morphologie der Kopfanlagen. Transmissionselektronen-
mikroskopische Veranderungen, die sich nach Strahlentherapie zeigten, bestehen in Bildung
von intrazytoplasmatischen Vesikeln, Abrundung der Mitochondrien, Bildung von Lipidtropfchen
und Entleerung der zellularen Gykogenspeicher. Ein EinfluR auf die Viabilitat durch
Bestrahlungen 50-100 Gy konnte im EmAP-Assay nach einer Beobachtung Gber 10 Tage nicht
gezeigt werden, ebenso konnten beziglich der sekretorischen Komponenten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den bestrahlten und unbehandelten Proben nachgewiesen werden.
Diskussion: Durch Bestrahlung von Metazestoden von Echinococcus multilocularis zeigen sich
typische reproduzierbare Veranderungen, die auf eine Schadigung des Parasiten hindeuten und
aus der Untersuchung der bekannten Chemotherapeutika bekannt sind. Ein Absterben des
Parasiten ist unter den von uns untersuchten Umstanden nicht zu erwarten, wie die indirekten
Viabilitatstests zeigen. In der Literatur existiert eine Einzelfallbeschreibung, die einen
erfolgreichen Einsatz von ionisierenden Strahlen in Kombination mit medikamentoser
antimikrobieller Therapie bei zerebraler AE beschreibt. Aufgrund der von uns nachgewiesenen
Veranderungen ware eine therapeutische Nutzung von ionisierenden Strahlen bei der AE somit
vor allem in strahlenresistentem Wirtsgewebe denkbar.

apl. Prof. Dr. med. S. Gripp



