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Ionisierende Bestrahlung im Rahmen einer Strahlentherapie induziert im Bereich des Magen-
Darm-Traktes eine Reihe von Symptomen, die sich mit Meteorismus, Tenesmen, Blut- und
Schleimabgéngen als klinisches Bild einer Strahlenenteritis prasentieren.

Gelingt es, die Nebenwirkungen einer Radiotherapie zu reduzieren, wird dies entscheidend fiir
den Erfolg der Behandlung sein, da dann die vollstindigen, fiir die Tumortherapie
erforderlichen Dosen verabreicht werden kdnnen.

Die Aufgabenstellung der Arbeit war der Nachweis eines moglichen radioprotektiven Effekts
von Phosphatidylcholin auf die Diinndarmmukosa bei Einwirkung ionisierender Strahlung im
therapeutischen Bereich. Zur Untersuchung wurde ein bereits in Voruntersuchungen (36,73)
bei Ratten verwendetes Diinndarmperfusionsmodell benutzt, bei dem nach vorangegangener
partiell abdomineller Bestrahlung mit 2Gy Enzymaktivititen ausgewdhlter Dipeptidasen
sowie Bestimmungen des Eiwei3- und Phospholipidgehaltes vorgenommen wurden. Niedrig
dosiertes Phosphatidylcholin (25mg/kg KG PPC und 50mg/kg KG) bewirkte im Tierversuch
eine Verminderung der strahleninduzierten Membranintegritdtsstorung. Hohere Dosierungen
von exogen zugefiihrtem PPC (100mg/kg KG) zeigten keinen protektiven Effekt bei der
Einwirkung von ionisierender Strahlung im therapeutischen Bereich auf die
Diinndarmschleimhaut.

Neben der DNS-schddigenden Strahlenwirkung wird ein GroBteil der Strahleneffekte
,indirekt“ durch chemisch aktive Modifikationen der Wassermolekiile verursacht, so dass
vermehrt Sauerstoffradikale entstehen. Wihrend Kohlenhydratverbindungen kaum durch
Sauerstoffradikale geschéddigt werden, treten bei Lipiden grofBe Schidigungen auf. Als
Hauptbestandteil von Zellmembranen spielen Lipidverbindungen eine mafigebliche Rolle, so
dass als Folge der Peroxidation empfindliche Stérungen der Membraneigenschaften
hervorgerufen werden. Besonders anfillig fiir eine Schidigung durch Sauerstoffradikale sind
ungesittigte Fettsduren. Ein moglicher Mechanismus der  protektiven Wirkung von
Phosphatidylcholin scheint dabei hauptséchlich in einer Verminderung der Lipidperoxidation

begriindet zu sein.

Sudau, Michael: Membranwechselwirkungen des Magen-Darm-Traktes mit essentiellen
Phospholipiden nach Einwirkung ionisierender Strahlung im therapeutischen Bereich. Halle,
Univ., Med. Fak., Diss., 48 Seiten, 2003
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AbKkiirzungsverzeichnis

AAP Alaninaminopeptidase N
Aqua d. Aqua destillata

DPP IV Dipeptidylpeptidase IV
EPL essentielle Phospholipide
GDL Glycyl-D-Leucin-Dipeptidase
v-GT v-Glutamyltranspeptidase
KG Korpergewicht

LAP Leucinaminopeptidase
LPC Lysophosphatidylcholin
PL Phospholipidkonzentration
PPC Phosphatidylcholin

TP totale Proteinkonzentration



1 Einleitung und Problemstellung

Beim Aufbau von Biomembranen kann beim Sdugetier von einer ausgerichteten
Doppelschicht aus Lipidmolekiilen sowie darin verankerten Membranproteinen ausgegangen
werden, deren Verbindung und Zusammenhalt in erster Linie durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen begriindet sind (81). Die elementaren Bausteine einer solchen Biomembran stellen
dabei die Phospholipide dar. Auf Grund ihrer durch Esterbindungen hydrophilen sowie durch
Veresterungen mit Fettsduren hydrophoben Eigenschaften zdhlt man die Phospholipide zu den
amphiphilen Molekiilen. Dabei ist die entstehende sogenannte ,,Bilayer*“-Form der Membran-
architektur so ausgerichtet, dass die hydrophoben Anteile jeweils an den AuBlenseiten der
Membran zu finden sind und die hydrophilen Bestandteile nach innen gerichtet sind. Die
enthaltenen Membranproteine sind dabei iiber einen Glykosyl-Phosphoinositol-Anteil N-
terminal oder iiber hydrophobe Aminosduresequenzen mit den Phospholipiden verbunden
(57) und erfiillen durch Stofftransport, Signalerkennung und Signaltransfer essentielle
Aufgaben fiir die Zelle (58,64). Die amphipolare Umgebung der Phospholipide ist fiir die
Aufrechterhaltung der Proteinfunktion von wesentlicher Bedeutung. Eine Veridnderung der
Membranzusammensetzung geht daher auch mit einer Funktionseinschrinkung der
enthaltenen Membranproteine einher, was unter anderem fiir die Alanin-Aminopeptidase
(AAP), die Na/K-ATPase, die Ca-ATPase, die Dipeptidylpeptidase (DPP 1V) und die renale
Dehydropeptidase I beschrieben werden konnte (52, 51, 45).

In Korrelation zur Temperatur konnen sich die Phospholipide in fliissig-kristallinem bis
gelartigen Zustand befinden, so dass innerhalb der Membranen Bewegungsfreiheiten in
mehreren Ebenen aufzufinden sind (25). Die so begriindete Fluiditdt der Lipiddoppelschicht
wurde erstmals von SINGER und NICOLSON 1972 in dem von ithnen beschriebenen ,,fluid-
mosaic-model* beschrieben. Dabei spielt die dullere Lipidschicht eine Schliisselrolle in der
Organisation der Zell-Plasmamembran als ein Mosaik aus geordneten Mikrodoménen, die mit
Sphingolipiden und Cholesterol angereichert sind (62). Die funktionelle Einheit von
Membranproteinen und deren engerer Umgebung, der Phosholipiddoppelschicht, ist fiir die
Zelle von lebenswichtiger Bedeutung. Die Einwirkung externer Einfliisse auf die Membran
(z.B. thermische Verdnderungen, Einwirkung ionisierender Strahlung und Noxen) bewirken
iiber Fluktuationsverdnderungen und Bildung von ,,microscopic holes* in der Membran teils

erhebliche Permeabilititsverdnderungen (32).



Die im Rahmen therapeutischer Bestrahlung als Nebeneffekt auftretende Strahlenenteritis
stellt als Symptomkomplex die Folge der Membranaffektionen nach Einwirkung ionisierender
Strahlung dar. Hiufig ergeben sich aus diesen Bestrahlungsnebenwirkungen, verbunden mit
einer Reduktion der Patientencompliance, Einschrinkungen fiir das weitere Behandlungs-
regime (39).

Als quantitativer und qualitativer Ausdruck einer gestdrten Membranintegritdt und damit
Permeabilititserh6hung lassen sich im Diinndarmhomogenat nach Einwirkung ionisierender
Bestrahlung deutliche Aktivititsdnderungen lysosomaler und membrangebundener Peptidasen
nachweisen (18,14,19). Zur Untersuchung der Membranverdnderungen nach lokal
einwirkender Rontgenstrahlung, wurde in dieser Arbeit ein von BOSSMANN et al. 1984
etabliertes Verfahren eines Diinndarmperfusionsmodells gewihlt, bei dem erstmals durch in
vivo Perfusion proximaler Diinndarmanteile von Ratten mit Ethanol sowie
Tetrachlorkohlenstoff Aktivitdtsdnderungen verschiedener Peptidasen als Folge einer
Membranintegrititsstorung gezeigt werden konnten (23). Dieses Verfahren wurde in
vorausgegangenen tierexperimentellen Studien bereits verwendet, um nach Einwirkung einer
partiellen abdominalen ,,Jow dose*- Bestrahlung von 2,0 Gy Bestimmungen der Eiwei3- und
Phospholipidkonzentationen sowie der Enzymaktivititsdnderungen vorzunehmen (36). Dabei
konnten als Ausdruck eines Membranschadens, insbesondere fiir die lysosomal, also
intrazelluldr vorkommende Leucinaminopeptidase (LAP), signifikante Aktivititserhhungen
im Perfusat nachgewiesen werden.

Um die Begleitreaktionen therapeutischer Bestrahlung zu minimieren, ist es daher von
groBBem Interesse, die Destabilisierung der Membran zu reduzieren und sich anschlieende
Reparaturvorginge zu beschleunigen.

In Erweiterung der Fragestellung der vorherigen Untersuchungen wurde ein mdglicher
radioprotektiver Effekt von Phosphatidylcholin (PPC) untersucht. Im Vorfeld einer auf das
Abdomen begrenzten Bestrahlung, sollte eine dreiwOchige orale Verabreichung des
Medikaments praventiv eine Stabilisierung der Membran bewirken.

Behandlungserfolge durch therapeutisches Verabreichen von essentiellen Phospholipiden
konnten in der Vergangenheit bereits bei der Behandlung von chronischen und akuten
Leberparenchymschidigungen und supportiv bei der Regeneration von Diinndarmmukosa
nachgewiesen werden (56, 61, 66, 44, 30, 3). Eine perorale Vorbehandlung mit dem
»Membranbaustein“ Phospholipid konnte daher, durch vorherige Stabilisation der
Membrankomposition, eine Reduzierung des intestinalen Schadensmusters der Strahlen-

einwirkung herbeifithren. Die Interaktionen von essentiellen Phospholipiden mit den



Membranbereichen des Biirstensaums der proximalen Diinndarmabschnitte bei Ratten und
deren mogliche protektive Wirkung auf eine nachfolgende Einwirkung ionisierender
Strahlung ist Gegenstand dieser Arbeit.

Entsprechend vorangegangener Arbeiten mit dem Diinndarmperfusionsmodell (22,23,36)
basierte der Versuchsaufbau erneut auf einer pumpengetriebenen in vivo Jejunumperfusion
bei Ratten iiber einen Zeitraum von 150 Minuten. Untersucht wurde dabei ein proximales
Diinndarmsegment von in therapeutischen Dosen bestrahlten, gleichaltrigen, weiblichen
Wistar-Ratten, nachdem diese zuvor drei Wochen mit essentiellen Phospholipiden gefiittert
wurden. Als Perfusionsmedium wurde Ringerlésung verwendet, aus welcher nach 30, 60, 120
und 150 Minuten Probeentnahmen zur Bestimmung der Aktivititen der Peptidhydrolasen
AAP, DPP 1V, y-Glutamyltranspeptidase (y-GT), Glycyl-D-Leucin-Dipeptidase (GDL), LAP,
sowie des Gesamtproteingehaltes (TP) und Phospholipidgehaltes (PL) entnommen wurden.
Die erhobenen Untersuchungen sollten Erkenntnisse erbringen, ob durch die exogene perorale
Zufuhr von Phospholipiden, die den korpereigenen durch einen héheren Anteil an mehrfach
ungesittigten Fettsduren iiberlegen sind, die Moglichkeit einer protektiven, prophylaktischen
Behandlung enteraler Strahlenreaktionen besteht.

Ahnliche priventive Effekte konnten bereits fiir mehrere Substanzen nachgewiesen werden.
So konnten z.B. RIEHL et al. 2000 einen radioprotektiven Effekt durch die Gabe von
Lipopolysacchariden 24 Stunden vor Bestrahlung nachweisen (75). Als moglicher
Mechanismus wurde dabei eine durch Prostaglandin getriggerte Induktion einer Schleimhaut-
protektion vermutet, da nach Gabe eines Cyclooxygenaseantagonisten ein deutlich geringeres
Benefit fiir das Diinndarmepithel nach Bestrahlung zu erkennen war.

Neben der grundsitzlichen Frage nach einem zytoprotektiven Effekt von PPC sollte als ein
weiterer Aspekt dieser Arbeit eine mogliche Dosisabhingigkeit der PPC- Wirkung untersucht
werden, so dass von uns der ,low dose“- Bereich untersucht wurde. Es wurde zu diesem
Zweck je einer Versuchstiergruppe 25 mg/kg Korpergewicht (KG), 50 mg/kg KG und 100
mg/kg KG peroral verabreicht.



2 Material und Methoden

2.1 Essentielle Phospholipide

Es handelte sich bei dem untersuchten Préparat um EPL (essentielle Phospholipide) der Firma
RHONE-POULENCE RORER, das sich zu 96% aus PPC, zu 3% aus Lysophosphaditylcholin
(LPC) und ungesittigten Fettsiuren (Palmitinsiure rel. 13,0%, Stearinsiure rel. 4,0%, Olsiure
rel. 10,0%, Linolsdure rel. 67,0%, Linolensdure rel. 6%) zusammensetzt. Individuell fiir das
Korpergewicht der Versuchstiere berechnet, wurden 100 mg/kg KG, 50 mgkg KG,
beziehungsweise 25 mg/kg KG EPL geméll der Herstellungsvorschrift fiir EPL unter der
Anwesenheit von Stickstoff gelost. Je ein ml der Substanz wurde den Versuchstieren mittels

einer Knopfkaniile peroral appliziert.

2.2 Versuchstiere

Als Untersuchungstiere wurden 36 weibliche Wistar-Ratten mit einem durchschnittlichen
Korpergewicht von 220-250 g verwendet. Die Tiere besalen zum Zeitpunkt der Unter-
suchung ein Alter von 10-12 Wochen. Zur Haltung wurden Spezialkifige aus Polycarbonat
mit einer Groe von 37,5 cm x 21,5 cm x 15,0 cm benutzt, in welchen je drei Tiere
untergebracht waren. Die Erndhrung erfolgte mittels Fiitterung von Standard Diit- Pellets
(Altromin- GmbH) sowie Fliissigkeitszufuhr in Form von Leitungswasser mit separaten

Trinkflaschen ad libitum, welche an der KafigauBBenseite angebracht waren.

2.3 Untersuchungsgruppen

Die Versuchstiere wurden in 6 Gruppen unterteilt: Gruppe A (Kontrollgruppe) erhielt 21
Tage morgens 9.30 Uhr lediglich 1,0 ml Aqua destillata (Aqua d.) peroral. Die Zufuhr
erfolgte durch eine aktive Applikation mittels einer Knopfkaniile. Gruppe C wurde in gleicher
Weise wie die Gruppe A mit Aqua d. vorbehandelt, jedoch am 22. Tag bestrahlt (2 Gy
partiell). Die Gruppe B diente der Untersuchung der Eigeneffekte des PPC. Die Versuchs-
tiere erhielten 100 mg/kg KG PPC ohne anschliefend am 22. Tag bestrahlt zu werden. Den
Gruppen D, E und F wurden Dosen von 25 mg, 50 mg und 100 mg/kg KG PPC-K (Rhone-
Poulenc Rorer GmbH) verabreicht sowie am 22. Tag auf das Abdomen begrenzt mit 2 Gy
bestrahlt.
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Gruppe
(N=6) A B C D E F
Procedere
Perorale
Applikation:
Zeitraum (d) 21 21 21 21 21 21
Substanz Aqua d. PPC Aqua d. PPC PPC PPC
Dosis(mg/kg KG) - 100 - 25 50 100
Bestrahlung: nein nein
Zeitpunkt - - 22. Tag | 22.Tag | 22.Tag | 22.Tag
Dosis (Gy) - - 2 2 2 2

Tab. 1 Darstellung der Untersuchungsgruppen

2.4 Durchfiihrung der Bestrahlung

Die Tiere der Gruppen C bis F wurden einer Dosis von 2,0 Gy, die auch therapeutisch als
Fraktionsdosis verwendet wird, ausgesetzt. Dabei wurde eine Perspex™-Plexiglas-Rohre
(Polymethyl Methacrylat) verwendet, ein Material, das auf Grund der guten
Strahlenpermeabilitit hdufig zur Messungen von Strahlenexpositionen verwendet wird (43)),
welche beidseitig luftdurchlissig verschlossen werden konnte (Wanddicke: 2 mm, Lange: 15
cm, innerer Durchmesser: 4,5 cm). Der Bestrahlungsmittelpunkt befand sich dabei median des
Abdomens (Feldgréfe von 6 cm x 4 cm; Feld- Fokus- Abstand: 40 cm; 2,02 Gy/min; 200 kV;
20 mA; Apparat: Philips® RT 250). Die Bestrahlung erfolgte entsprechend der circadianen
Tagesrhythmik der Versuchstiere stets gegen 8.30 Uhr.

2.5 Durchfithrung der Diinndarmperfusion

Am 23. Tag nach Beginn der ersten p.o. Gaben erfolgte zundchst die Narkotisierung der
Untersuchungstiere durch eine intraperitoneale Injektion von Urethan (70mg/ 100g KG). In
einer unter anderem von BOSSMANN 1984 etablierten Untersuchungsmethode wurde
anschlieBend die Pridparation eines 20 cm langen Diinndarmsegmentes durchgefiihrt. Nach

Lagerung des Untersuchungstieres auf einem beheizten Operationstisch fiir Kleintiere erfolgte
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zundchst die mediane Eréffnung des Bauchraumes. Orientierend an den anatomischen
Strukturen Magen und Pars descendens duodeni wurde kurz unterhalb, méglichst unter Erhalt
der Gefdlversorgung, ein 20 cm langes Diinndarmsegment prapariert an dessen Enden ein
Infusionsschlauchsystem angeschlossen wurde.

In Verbindung mit einer Peristaltikpumpe (Modell Bromma Schweden) wurde der entstan-
dene Kreislauf mit 17 ml Ringerlésung (9,50 g NaCl; 0,1 g KCI; 0,2 g CaCl,; 0,15 g
NaHCOs3; 1,0 g Glukose ad 1000,0 ml Aqua d.) aufgefiillt und mit einer Flussrate von
0,7ml/min perfundiert. Wahrend der in vivo Perfusion erfolgte je nach 30, 60, 120 und 150
min eine Probeentnahme von 1,5 ml. Zur Volumensubstitution wurde dem Perfusionskreislauf
die adidquate Menge an Ringerlosung ausgleichend zugefiihrt. Der dabei auftretende
Verdiinnungseffekt wurde durch Berechnung eines Verdiinnungsfaktors entsprechend den
Ermittlungen bereits vorangegangener Untersuchungen mit dem Perfusionsmodell beriick-
sichtigt (22, 23,24,73).

Nach Gewinnung der letzten Probeentnahme nach 150 min erfolgte die Totung der Tiere

durch Verabreichung einer Uberdosis Urethan intraperitoneal.

2.6 Analytik der Enzymaktivititen und der Phospholipid- und Eiweillkonzentrationen
Analog zur Auswahl und den Bestimmungsmethoden der vorherigen Untersuchungen mit
dem benutzten Diinndarmperfusionsmodell erfolgte die Ermittlung der Enzymaktivititen

sowie der Phospholipid- und Eiweilkonzentrationen:

2.6.1 Alaninaminopeptidase (EC 3.4.11.2)

Die Bestimmung erfolgte mit einem Kit von Fluidchemie nach der Methode von FARR et al.

(33).

2.6.2 Dipeptidylpeptidase IV (EC 3.4.14.5)

Zur Bestimmung wurde die Methode von KULLERTZ 1988 angewandt (50).
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2.6.3 y-Glutamyltranspeptidase (EC 2.3.2.2)

Die y-GT-Aktivitidtsbestimmung erfolgte durch den Bio- Test GGTP (Lachema, Chemapol
AG Prag).

2.6.4 Glycin-D-Leucin-Dipeptidase (EC 3.4.13.11)

Die Bestimmung wurde zunichst mit Hilfe einer Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt.

Im Anschluss erfolgte eine Densitometrie.

2.6.5 Leucinaminopeptidase (EC 3.4.11.1)

Die Aktivititen der LAP wurden mit Hilfe des Fermognost™ L AP-Testkits ermittelt, bei dem
das Substrat Leucinhydrazid in Anwesenheit von LAP in Dimethylaminobenzaldehyd

umgewandelt wird.

2.6.6 Phospholipidgehalt

Die Ermittlung des Phospholipidgehaltes erfolgte nach BARTLETT (9).

2.6.7 Proteingehalt

Zur Bestimmung des Eiwei3gehaltes wurde die Methode nach LOWRY et al. (1951),
modifiziert nach GLASER und KLEINE (40) verwendet.

2.7 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte computergestiitzt (Excel Version 7.0). Es wurde eine
einfache Varianzanalyse zur Beurteilung der Perfusionsergebnisse angewandt. Nach
Bestimmung der Mittelwerte sowie der entsprechenden Standardabweichungen erfolgte mit
Hilfe des Mann-Whitney-Testes (SPSS Version 8.0) die Signifikanzpriifung mit einer zu
Grunde liegenden Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,05 (5%). Eine statistische Signifikanz

wurde bei p < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

Nach Strahlenexposition im Rahmen therapeutischer Bestrahlungen sind oftmals enteritische
Symptome und Malabsorptionszustinde als Ausdruck eines Membranschadens der Diinn-
darmmukosa auffillig, die eine wesentliche Limitierung der Intensitdt und der Dauer der
Radiotherapie darstellen (72). Als ursdchlich fiir die funktionellen Stérungen an der Darm-
schleimhaut, mit schweren Alterationen der Enterozyten selbst, wird eine Beeinflussung der
Integritdt der Membranstruktur nach ionisierender Strahlung angesehen (36). Diese findet
thren Ausdruck zunédchst in einer Zunahme der Membranfluiditit (47,20), die mit
ausgeprigten, dosisabhéngigen Permeabilititsstorungen einhergeht (59,68) und sich schlieB3-

lich in einer vermehrten Apoptoserate der Enterozyten wiederspiegelt (74).

Es wurde untersucht, ob eine primirpraventive, perorale Gabe von essentiellen Phospholi-
piden iiber einen Zeitraum von drei Wochen strahleninduzierte Membranschdden kompen-
sieren kann. In vorangegangenen Publikationen konnte gezeigt werden, dass der Applikation
von PPC als physiologischem Membranbaustein ein membranprotektiver Effekt nach
Einwirkung von unterschiedlichen Noxen zuzuschreiben ist (8,2,66,3,5).

Es wurden insgesamt drei Dosierungen von PPC (25 mg/kg KG, 50 mg/kg KG und 100
mg/kg KG) auf ihre membranprotektive Wirkung untersucht. Dazu wurden die
entsprechenden Versuchstiergruppen (D,E,F) iiber einen Zeitraum von 21 Tagen aktiv mittels
einer Knopfkaniile mit PPC gefiittert. Am 22. Tag erfolgten eine partielle 2 Gy-Bestrahlung
des Abdomens und 20 Stunden danach anschlieBend, nach Diinndarmperfusion eines
definierten Jejunumabschnittes, die Bestimmungen ausgewéhlter Enzymaktivititen sowie des
Phospholipid- und Proteingehaltes.

Die Kontrollgruppe (C) wurde in dhnlicher Weise behandelt. Statt PPC erhielten die Tiere
dieser Versuchsgruppe allerdings lediglich Aqua d. Weiterhin wurde einer Gruppe (A) 21
Tage Aqua d. verabreicht ohne eine nachfolgende Bestrahlung anzuschlieBen, um die
Beeinflussung der Prozedur der Fiitterung und des Operationsverfahrens selbst zu
untersuchen. Der Eigeneffekt des PPC wurde in einer anderen Versuchstiergruppe (B)
kontrolliert, indem 3 Wochen PPC in einer Dosis von 100 mg/kg KG verabreicht und keine
Bestrahlung durchgefiihrt wurde.



3.1 Ergebnisse der Kontrollgruppen

3.1.1 Enzymaktivititen
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Die Enzymaktivititen der AAP, DPP IV, GDL und, y-GT der Kontrollgruppen A und B

zeigten nur

geringgradige,

nicht

Aktivitdtsbestimmungen (Abb. 1-4).
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Bei den Enzymaktivititen der LAP zeigten sich nach 30 Minuten im Vergleich zur
Versuchsgruppe A zundchst nur méBig gesteigerte Aktivititen der Gruppe B. Im Verlauf
waren diese jedoch ausgeprigter und erreichten vierfach hohere Werte im Vergleich zur Aqua
d.- Gruppe nach 150 Minuten (Gruppe C: 23,2 U/l; Gruppe A: 5,6 U/l). Trotz der deutlich
sichtbaren Abweichung der Mittelwerte der Untersuchung fand sich knapp kein statistisch
signifikanter Unterschied (Abb. 5).
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3.1.2 Gesamteiweil3- und Phospholipidgehalt

Verglichen mit der mit 100 mg/kg KG PPC behandelten Gruppe (B) konnten in der Versuchs-
gruppe A zum Zeitpunkt der ersten Bestimmung nach 30 Minuten nur etwa 60 % der Eiweil3-
konzentrationen gemessen werden. Im weiteren Verlauf bis zum Ende der Untersuchung
gestaltete sich der Unterschied noch deutlicher (Abb.6), jedoch konnte trotz der Differenz

keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.

Abb. 6 Eiweillkonzentrationen der
Gruppen A und B (n=6) .
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Die Phospholipidkonzentrationen zeigten ein dhnliches Verteilungsmuster, die Differenzen
zwischen den beiden Gruppen waren insbesondere an den Endpunkten ausgeprégter. Aber

auch hier konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden ( Abb. 7).
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3.2 Perorale Verabreichung von PPC und Bestrahlung mit 2 Gy

In drei unterschiedlichen Dosierungen erhielten die Versuchstiere PPC iiber einen Zeitraum
von 21 Tagen (Gruppe D 25 mg/kg KG, Gruppe E 50 mg/kg KG und Gruppe F 100 mg/kg
KG). Nach einer auf das Abdomen begrenzten Bestrahlung von 2 Gy am 22. Tag wurden am
23.Tag, in addquater Verfahrensweise zu den nicht bestrahlten Gruppen, mit Hilfe des
Diinndarmperfusionsmodells die Enzymaktivititen sowie die Protein- und Phospholipidkon-
zentrationen bestimmt. Die Ratten der Gruppe C erhielten im Gegensatz dazu statt PPC Aqua

d. und dienten fiir dieses Procedere bei sonst analoger Behandlung als Placebogruppe.

3.2.1 Aktivititen der Enzyme

Bei der AAP bewegte sich das Niveau der Aktivitdten der Gruppe F (PPC 100 mg/kg KG) am
Endpunkt nahezu auf dem gleichen Level wie das der Placebogruppe. Die beiden



Versuchsgruppen mit der mittleren sowie niedrigen Dosierung lagen deutlich unter dem
Niveau der Placebogruppe. Dabei konnte in der Gruppe E (PPC 50 mg/kg KG) eine
statistische Signifikanz nach 120 Minuten dokumentiert werden (p<0,04). Die Gruppe D
(PPC 25 mg/kg KQG) zeigte nach 120 Minuten ebenfalls signifikant erniedrigte Enzymaktivitét
(p<0,02). Noch deutlicher hob sich das Ergebnis jedoch nach 150 Minuten ab, als in dieser
Gruppe 1m Vergleich zur Kontrollgruppe mit p<0,004 sogar eine hochsignifikante
Reduzierung der Aktivitét festgestellt werden konnte (Abb. 8).

Abb. 8 AAP- Aktivitdten nach
vorangegangener Bestrahlung.
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0 —MB— PPC 50 (E)
— a— PPC25 (D)
—4&—— Placebo (B)

AAP (un)
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Abb.8

Bei den anderen untersuchten Enzymen DPP IV, GDL,y- GT und LAP (Abb.9-12) fanden
sich unter Behandlung mit PPC in einer Dosis von 100 mg/kg Kg PPC keine Reduktion der
messbaren Enzymaktivititen im Perfusat. Unter Vorbehandlung und Bestrahlung mit der
genannten Dosis zeigten sich Aktivititen, die teilweise relevant {iber denen der
Kontrollgruppe lagen, im Falle der DPP IV etwa 20 % und bei der LAP noch deutlicher, was
sich auch mit einem p<0,05 nach 120 min als statistisch signifikant darstellte.

Wurden die Versuchstiere bestrahlt und hatten zuvor tiber 21 Tage PPC in einer Dosierung
von 25 oder 50 mg/kg Kg PPC erhalten, stellte sich ein anderes Bild dar. Bei der AAP, der -
GT, der DPP IV, der LAP und GDL lagen die Enzymaktivititen deutlich niedriger, ndmlich
durchgehend nur bei ein bis zwei Drittel der Aktivititen der Kontrollgruppe. Statistisch
signifikante Unterschiede im Vergleich der beiden Dosierungen lieBen sich jedoch nur in der

Gruppe D bei der Betrachtung der y-GT- Werte nachweisen (Abb. 9-12).
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3.2.2 Verhalten der Gesamteiweillkonzentrationen

Verglichen mit den Tieren der Gruppe B war zum Ende der Beobachtungszeit bei der
mittleren und niedrigen Dosis von 50 mg/kg KG PPC beziehungsweise 25 mg/kg KG der
Testsubstanz eine Reduktion der nachweisbaren Eiweilkonzentration um 23 % bzw. 42 %
(p<0,04) feststellbar. Fiir die mit PPC 100 mg/kg KG PPC behandelten Ratten ergab sich hier
kein Behandlungsvorteil in Bezug auf eine mdgliche Strahlenprotektion. Die Mittelwerte
dieser Gruppe lagen stets liber denen der Kontrollgruppe nach 60 min und nach 150 min mit

nachweisbarer Signifikanz (p<0,01; p<0,03) (Abb.13).

Abb. 13 Gesamtproteingehalt
5000 nach vorangegangener Bestrah-
* lung mit 2 Gy Die einzelnen
4500 Markierungen stellen  die
—_ 4000 Mittelwerte der Datenreihen dar,
= an denen die mittlere Standard-
g‘ 350,0 * abweichung abgetragen wurde
=~ I (#SE). (*p<0,05) (n=6)
% 250,0 T —@—— PPC 100 (F)
% 200,0 W —MB— PPC 50 (E)
"é' 150,0 — «— PPC25 (D)
8 1000 1 —4&—— Placebo (B)
Q
(O] 50,0
0,0

30 min 60 min 120 min 150 min

Abb.13
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3.2.3 Verhalten der Phospholipide

Ahnlich den Enzymkonzentrationen war festzustellen, dass im gesamten Perfusionsverlauf
die Phospholipidkonzentrationen der Gruppe F erheblich hoher lagen als die der Kontroll-
gruppe. Am Endpunkt der Untersuchung nach 150 min mit 147 umol/l sogar mehr als 100%
im Vergleich zur Placebogruppe (66,7 pmol/l).

Die Behandlung mit niedrig dosiertem PPC fiihrte dagegen zu einer deutlichen Verminderung
der im Perfusat nachweisbaren Phospholipidkonzentrationen. Dabei fanden sich insbesondere
bei Gruppe E signifikant geringere Konzentrationen (nach 60 min p<0,11; nach 120 min

p<0,01; nach 150 Minuten p<0,03 (Abb.14)).
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4 Diskussion

Jede lebende Zelle wird an ihrer Oberfliche von einer Plasmamembran umgeben, die als
Barriere zwischen Cytoplasma und Extrazellularraum dient. Der Aufbau der Membranen folgt
einem einheitlichen Grundprinzip, bei dem Phospholipide in Form einer bimolekularen
amphipolaren Lipiddoppelschicht den wesentlichsten strukturellen Baustein darstellen
(70,82). Neben der Separation des Intra- vom Extrazellularraum und der Funktion als
Zytoskelett kommen der Zellmembran durch integrierte Endo- und Exopeptidasen weitere
Aufgaben, z.B. in der Hydrolyse und Assimilation von Nahrungsbestandteilen oder in der
Signalerkennung und -iibertragung zu (58,64). Man kann also davon ausgehen, dass eine
Membrandestruktion mit einer erheblichen Stérung der integralen Funktionen einhergehen
muss und damit die Funktion und das Uberleben der Zelle selbst wesentlich beeintrichtigt

werden (27,86).

Das Ziel der Untersuchung war die Beurteilung der radioprotektiven Potenz von peroral
zugefiihrten essentiellen Phospholipiden gegen ionisierende Strahlung, wie sie zum Beispiel
im Rahmen einer Radiotherapie auftritt. Die eindeutige Aufgabe einer Strahlentherapie ist
dabei die Zerstorung des malignen Gewebes unter groBBtmoglicher Schonung des gesunden
Gewebes. Nicht allein die Inaktivierung der proliferierenden Tumorzellen bestimmt die
Wirksamkeit der Therapie, sondern letztendlich begrenzt die Strahlenreaktion des gesunden

Gewebes den Behandlungserfolg (39).

4.1 Low Dose- Bestrahlung mit 2 Gy

Es handelt sich bei therapeutischer Bestrahlung, bezogen auf den Gesamtorganismus, um
Strahlendosen im sublethalen Bereich, welche auf ein umschriebenes Areal bzw. Organ
einwirken. Die zelluldren, insbesondere molekularen Verdnderungen, die nach einer
Bestrahlung zum Tod der Zelle fiihren, sind nur teilweise geklédrt. Als sehr empfindliches
Target fiir ionisierende Strahlen gilt die DNS. Nicht reparierte DNS- Lédsionen, wie
Doppelstrangbriiche, konnen sich zu chromosomalen Aberrationen entwickeln, die nach
wenigen Zellzyklen den Verlust der Teilungsfahigkeit zur Folge haben. Die Zelle unterliegt
dem Mitosetod oder dem reproduktiven Zelltod. Bei einem vollig anderem Mechanismus,
beim Interphase-Zelltod, der vorwiegend iiber eine Apoptose ablduft (53), fiihren DNS-

Lisionen vor Erreichen der Mitose zu einer programmierten Desintegration der Zelle (65).
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Bezogen auf den Gastrointestinaltrakt weisen Duodenum und Diinndarm die hdchste
Strahlenempfindlichkeit auf. Dickdarm-, Magen- und Osophagusschleimhaut folgen in der
genannten Reihenfolge (80). Das klinische Bild der radiogen bedingten Reaktion im Bereich
des Diinndarms imponiert dabei in erster Linie in Form von enteritischen Symptomen,
resultierend in Resorptionsstorungen, Anorexie sowie einer katabolen Stoffwechsellage
(29,34). Das histomorphologische Korrelat der Strahleneinwirkung im Diinndarm resultiert
dabei in der Frithphase in einer Verminderung der Mitoserate, der Anzahl der Kryptenzellen,
Becherzellen und der Enterozyten (14,15,17,16,26).

Wie FREEMAN et al. (38) durch eine Aktivitdtszunahme der Myeloperoxidase im Ileum nach
Bestrahlung von Frettchen zeigen konnte, ist bei partieller abdomineller Bestrahlung eine
deutlichere Entziindungsreaktion der Mucosa als bei einer Ganzkorperbestrahlung feststellbar.
Eine mogliche Ursache wurde dabei in einer stirkeren Zunahme des Prostaglandin E2-
Spiegels unter Ganzkdrperbestrahlung gesehen, von dem eine partiell protektive Wirkung
nach Einwirkung ionisierender Strahlung bereits beschrieben wurde (48).

Versuchsrethen von STEPANOVA et al. (85) fanden, dass bei der Einwirkung von
Rontgenstrahlen auf den Diinndarmbereich von Ratten unter 1,0 Gy lediglich geringfiigige
strukturelle Verdnderungen der Membran- Lipid- Zusammensetzung auftraten, die nur einen
marginalen Nachweis einer Erhdhung des untersuchten Protein- und Phospholipidgehaltes
erlaubten. Die wirksamsten Strahlendosen zum Nachweis strahleninduzierter Beschddigungen
der Biirstensaummembran fanden sich hier zwischen 1,0 Gy und 6,0 Gy.

Anlehnend an frithere Untersuchungen, bei denen nach partieller abdomineller low dose-
Bestrahlung mit 2,0 Gy eine deutliche Aktivititszunahme ausgewéhlter Peptidasen sowie des
Gesamteiweillgehaltes im Perfusat ermittelt werden konnte (36), wurde sich erneut fiir diese
Strahlendosis und eine begrenzt abdominelle Bestrahlung entschieden. Diese entspricht
typischen Fraktionsdosen der klinischen Strahlentherapie im Rahmen einer konventionell

fraktionierten Behandlung.

Ein weiterer Grund eine Bestrahlungsdosis von 2,0 Gy zu wéhlen war, dass Studien zur
intrinsischen Strahlenempfindlichkeit mit dem sogenannten SF2-Test (,,surviving fraction
nach 2 Gy) durchgefiihrt werden. Dieser in vitro-Test bestimmt die iiberlebende Fraktion
klonogener Zellen nach einer Strahlendosis von 2 Gy. 100% tiberlebende Zellen entsprechen
dabei einem SF2-Wert von 1. Als Ergebnis der SF2-Bestimmungen kann, neben anderen
wichtigen radiobiologischen Parametern, die Aussage zur Strahlenempfindlichkeit

verschiedener Tumorarten konkretisiert werden (65,10).
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Einer der grundlegenden Mechanismen der schidigenden Wirkung ionisierender Strahlung ist
in der Beeinflussung der Membranintegritit zu sehen (12,19). Der Zeitpunkt der
Strahleneinwirkung hat auf das Ausmal3 der Strahlenschddigung dann einen Einfluss, wenn
die physiologischen, tageszeitlich bedingten Aktivitétslevel der Biirstensaumenzyme erhoht
sind (19). Da die physiologischen Enzymaktivititen im Diinndarm einer circadianen
Rhythmik folgen, die am Beginn der Lichtperiode einen Aktivititsanstieg erkennen lassen
(14), wurde als Bestrahlungszeitpunkt 8.30 Uhr gewihlt.

Das Verhalten der Biirstensaumenzymaktivititen ldsst dabei nach Bestrahlung ein typisches
Muster erkennen. Wie BECCIOLINTI et al. bei der Untersuchung von Diinndarm-Homogenat
nach Einwirkung von ionisierender Bestrahlung zeigen konnten, kommt es zu einem initialen
Anstieg der Enzymaktivitidten mit Maximum nach etwa einem Tag und zur Riickkehr auf das
Kontrollniveau in der Erholungsphase am dritten Tag (18). In Anlehnung an diese Ergebnisse
wurden daher die Untersuchungen zur Bestimmung der Enzymaktivititen am Diinndarm-

perfusionsmodell einen Tag nach vorangegangener Bestrahlung um 9.00 Uhr begonnen.

4.2 Behandlung mit Phosphatidylcholin

Essentielle Phospholipide sind mittlerweile seit mehr als 60 Jahren insbesondere in der
Hepatologie zur Therapie der toxischen Hepatitis, von Virushepatitiden und flankierend als
Zusatztherapie der chronischen Hepatitis und der Leberzirrhose im klinischem Einsatz.
Zudem fanden sich in Tierversuchen sowohl in niedrigen Dosierungen von 25 mg/kg KG PPC
und 50 mg/kg KG PPC als auch in hoheren Dosen von mehr als 250 mg/kg KG PPC
regenerative und priventive Effekte auf die Diinndarmmukosa und Hepatozyten nach
Einwirkung externer Noxen (8,2,66,67,44,30,3,4).

In Anlehnung an diese Arbeiten wurde nun eine radioprotektive Wirkung der Substanz PPC
nach oraler Applikation untersucht. Ahnliche Effekte konnten bereits teilweise fiir Probucol,
ein Dithioetherderivat, welches zur Therapie von Hyperlipoproteindimien zum Einsatz kommt
(21), fiir Tirilazad, einem als Antioxidans verwendeten 21-Aminosteroid (35), und fiir
anorganische Thiophosphate wie Amifostine (79) nachgewiesen werden.

Es wurde eine mittlere Dosis von 100 mg/kg KG PPC mit entsprechender Kontrollgruppe
gewihlt um einen moglichen Eigeneffekt des PPC zu beurteilen. Von Interesse war auflerdem
zur Beurteilung einer Dosisabhédngigkeit der low dose- Bereich des Pharmakons, so dass wir
je einer Versuchsgruppe 50 mg/kg KG PPC und 25 mg/kg KG PPC verabreichten. Wie in

tierexperimentellen Studien (54) nachgewiesen werden konnte, bietet die orale Applikation
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hinsichtlich ihrer Wirksamkeit dabei leichte Vorteile im Vergleich zur i.v. Applikation. Auf
Grund einer initialen Anreicherung mit Pool- Bildung in der Darmwand selbst, beobachtet
man nach peroraler Applikation gleichméBigere, langanhaltende Plasmaspiegel. Nach
Resorption wird die maximale Plasmakonzentration nach 6 — 8 Stunden erreicht, die
Halbwertszeit der im Versuch markierten Acyl- und Cholinanteile ergab sich nach 20 bzw. 30

Stunden.

Entsprechend den Kenntnissen {iber eine circadiane Rhythmik der Aktivitdtslevel der
intestinalen Enzyme beim Versuchstier Ratte (19) wurde streng auf eine stets zeitgleiche
Fiitterung geachtet. Um eine Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse zu gewdhrleisten,
musste auBBerdem berticksichtigt werden, dass neben einer exakten, stets gleichen Abfolge der
PPC- Applikation (Schliindelung mittels Knopfkaniile), der Bestrahlung und der Priparation,
versuchstierspezifische Besonderheiten zu beachten sind. Entsprechend den mit dem
Perfusionsmodell durchgefiihrten Voruntersuchungen wurden weibliche, 10 — 12 Wochen alte
Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht zwischen 220 — 250 g (36) benutzt. Wie LEKIM et
al. (54) mit doppelt markiertem EPL nachweisen konnten, wird PPC zunichst in der
Darmwand angereichert und durch Hydrolyse in 1-Acyl-lyso-Phosphatidylcholin
umgewandelt. AnschlieBend erfolgt eine (Re)synthese von PPC, Triglyceriden und
Glycerophosphocholin. Bei weiblichen Tieren war nach Aufnahme des PPC eine zu den
ménnlichen Versuchstieren vermehrte Aktivitit der markierten Acylgruppe in der Leber zu
bemerken. In den Lipidfraktionen der Leber wurde die aufgenommene Acylgruppe verstirkt
in den Neutrallipiden sowie im Lysophosphatidylcholin nachgewiesen, wéhrend die
miannlichen Ratten eine Aktivititszunahme in den Phosphatidyldthanolamin- und
Phosphatidylcholinfraktionen zeigten. Inwieweit geschlechtsspezifische Variationen des PPC-
Metabolismus der Ratte dabei eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse hervorrufen
konnen, kann allerdings nur schwer beurteilt werden. Zur Klarung dieser Fragestellung sollten

weiterfithrende Untersuchungen folgen.

Bei der peroralen Verabreichung von PPC sollte nach Moglichkeit von einer Narkotisierung
der Versuchstiere abgesehen werden, da eine Verminderung der Darmmotilitit mit

verzogerter Resorption der Substanz als Folge zu bemerken sind (88,54).
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4.3 Das Diinndarmperfusionsmodell

Das Diinndarmperfusionsmodell stellt ein erprobtes Untersuchungsverfahren zur Beurteilung
von Interaktionen und Aktivititen der Biirstensaumenzyme nach Einwirkung externer Noxen
sowie ionisierender Strahlung dar (36,22,73). Um die untersuchungsbedingten Wechsel-
wirkungen zwischen Perfusat selbst und der Membran moglichst gering zu halten, wihlten
wir als physiologisches Perfusionsmedium Ringer-Losung. Mutmaflich ist jedoch dennoch
von einer geringen Membranirritation auszugehen, da bereits in der Placebo- Gruppe eine
maflige Aktivititszunahme der lysosomalen und membrangebundenen Enzyme im
Versuchsverlauf zu erkennen ist. Aufler der mechanischen Beanspruchung im Sinne einer
Volumenbelastung mit konsekutiver Zunahme der Wandspannung und der physiologischen
Apoptosis kommt als Ursache moglicherweise eine Mikrovesikulation der Mikrovilli in

Betracht (63,23,73).

Die Préparation der Diinndarmsegmente erfolgte nach Anisthesie mit Urethan, ein
tierexperimentell hdufig genutztes und auf Interaktionen sehr gut untersuchtes
Injektionsnarkotikum, bei dem die sedierende, analgesierende Wirkung durch unterschiedlich
starke Beeinflussung multipler Neurotransmittersysteme (z.B. cholinerge Nicotinrezeptoren,
GABA- und Glycinrezeptoren) erfolgt (42). Innerhalb des Narkoseregimes ist der Bereich, in
dem eine chirurgische Toleranz entwickelt wird, sehr schmal, so dass Todesfdlle und zu
flache Narkosen bei allen Protokollen auftreten konnen. Die Narkosetiefe ist dabei in gleicher
Dosierung von Alter, Geschlecht, Muskelmasse und vom Genotyp abhdngig (6). Zu
diskutieren ist in diesem Zusammenhang, wie stark die Variable ,individuelle
Urethanwirkung* als mogliche Ursache fiir Einzelwertdiskrepanzen in Betracht kommt. Wie
ABDELMALEK et al. berichteten, kann es wihrend der Narkose durch Beeinflussung des o,-
adrenergen Systems und Verringerung des Herzzeitvolumens zu teils erheblichen
Kreislaufaffektionen kommen (1,41). Im Magen-Darm-Trakt selbst ist Urethan, dhnlich
anderen Injektionsnarkotika (z.B. Ketamin, Midazolam, Pentobarbital), fiir eine Hemmung
der gastrointestinalen Motilitdt verantwortlich zu machen (88). Dabei konnte eine
Reduzierung der carrier- vermittelten Membranpermeabilitit nachgewiesen werden. Nach
Untersuchungen von FORREST et al. (37) scheint ein weiterer Mechanismus der
Interaktionen zwischen Phosphatidylcholin- Membranen und Urethan an der Membran-

Wasser-,,Schnittstelle® stattzufinden, an der in der Bilayerschicht eine Beeinflussung der
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Interlipid-Separation beobachtet werden kann. Entsprechend dem typischen Verlauf einer
Plasmaspiegel- Zeit- Kurve nach Resorption mit initialem Anstieg und allméhlicher
Elimination (Vmax 0,087 mg/ml/h), wire demnach innerhalb des Untersuchungszeitraumes
eine Zunahme der Membranpermeabilitit zu erwarten (69), was letztendlich ebenfalls die
Aktivititszunahme der Peptidasen und die Erhohung der Eiweilkonzentrationen in der

Placebogruppe begriinden konnte.

Um die Einflussnahme externer Faktoren, wie zum Beispiel Korpertemperaturschwankungen,
zu minimieren, wurde wiahrend der OP- Prozedur ein beheizter OP- Tisch verwendet.
Temperaturabhédngig treten in den Membranbereichen des untersuchten Membranareals
Phaseniibergidnge der Lipide vom fliissigkristallinen Status zum Gel auf, die einen deutlichen
Einflussfaktor fiir die Membranpermeabilitdt darstellen. Dabei spielt insbesondere die duf3ere
Lipidschicht eine Schliisselrolle in der Organisation der Plasmamembran als Mosaik
geordneter Mikrodoménen (62). Gehiuft treten diese Phaseniibergéinge in einem Temperatur-
bereich von 30°C und spéter von 39°C- 40°C auf (25).

Wiéhrend moderate Hypothermien noch keinen wesentlichen Einfluss auf die Blutversorgung
und den O,- Umsatz im Bereich der jejunalen Mukosa haben (87), kommt es bei der
Unterschreitung von etwa 28 °C beim Versuchstier Ratte zu einer deutlichen Reduktion der
Sauerstoffbilanz und damit der Stoffwechselvorginge (11). Nicht zu vermeidende
Schwankungen der Korpertemperatur wihrend der Laparotomie diirften jedoch trotz der
ergriffenen Mallnahmen eine weitere Einflussgrofle auf einzelne Untersuchungsergebnisse

darstellen.

4.4 Interpretation der Ergebnisse

Die vorliegende FErgebnisse belegen deutlich eine radioprotektive Wirkung von oral
verabreichtem PPC in den von uns verwendeten Niedrigdosisbereichen von 50 mg/kg KG
PPC und vor allem 25 mg/kg KG PPC.

Neben der unmittelbaren DNS- Schédigung werden ein Grofteil der Strahleneffekte
,indirekt® durch chemisch aktive Modifikationen der Wassermolekiile verursacht. Die
Zunahme von Peroxidasereaktionen wird dabei dadurch begriindet, dass durch die Radiolyse
von Wasser Sauerstoffradikale entstehen (39), die fiir eine Aktivitdtsverminderung
antioxidativer Enzyme (z.B. Superoxiddismutase, Catalase, Glutathion Reduktase) sowie eine

Induktion der Lipidperoxidation verantwortlich zu machen sind (78,77). Ein mdglicher
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Mechanismus dieser protektiven Wirkung konnte in einer Verminderung der Lipid-
peroxidation begriindet sein (4,3). Gelingt es, die Peroxidasereaktion zu vermindern, ist
demnach eine Begrenzung der Entziindungsreaktion sowie eine schnellere Regeneration des
Kryptenepithels zu erwarten, wie bereits fiir die Glutathionperoxidase Gpx 1 nachgewiesen
werden konnte (31).

Ein weiterer protektiver Mechanismus ist moglicherweise in einer Beschleunigung der
Regeneration von Membranschidden zu sehen. Als direkte Folge ionisierender Bestrahlung
kommt es durch eine Erweiterung der Membranlipidtransition zu einer deutlichen Erhéhung
der Membranfluiditit (47,89) mit zunehmender Einschrinkung funktioneller Eigenschaften
(z.B. Ca**-Transport und Permeabilitit) (49,32).

Besteht vor dem Ereignis eines strukturellen Schadens der Membran ein exzessives Angebot
von Phosphatidylcholin, ist bei intakter Membran- Phospholipid- Homdostase durch eine
Aktivierung der Phospholipase A, zunidchst eine verstirkte Hydrolyse des Phosphatidyl-
cholins zu Glycerophosphocholin zu bemerken (54,7). Im Falle einer eingetretenen
Membranschddigung (z.B. durch Einwirkung von Gamma- Strahlung) fiihrt dagegen eine
vermehrte Aktivierung der Phosphocholincytidyltransferase zu einer konsekutiv akzelerierten
(Neu)Synthese von bendtigtem Phosphatidylcholin, wobei nun ausreichend Glycerophospho-
cholin als Substrat zur Verfiigung steht (7). Aus einer somit mdglicherweise beschleunigten
Restitutio der Membranintegritdt konnte eine erhebliche Schadensbegrenzung, messbar in

vermindertem Anstieg der Enzymaktivititen im Perfusat resultieren.

Im Gegensatz zu den verwendeten Niedrigdosierungen von 25 mg/kg KG PPC und 50 mg/kg
KG PPC konnten fiir die mit 100 mg/kg KG PPC behandelte Versuchstiergruppe kein
Behandlungsvorteil ausgemacht werden. Die ermittelten Eiwei- und Phospholipid-
konzentrationen sowie die Enzymaktivititen, insbesondere die Aktivititen der LAP und der
DPP IV, waren im Vergleich zur Kontrollgruppe sogar erhoht. Die Ursache dieser deutlichen
Ergebnisse erscheint zunidchst unklar. Das von uns verwendete Phosphatidylcholin wird vom
Hersteller, da es einen physiologischen Membranbestandteil darstellt, als nebenwirkungsfrei
und inert geschildert (54). Dennoch konnte eine mogliche Ursache in der Zusammensetzung
des Priparates begriindet sein. Nach dem ,,Certificate of Analysis* (Certificate) besteht das
Produkt zu 96% aus Phosphatidylcholin und zu etwa 3% aus Lysophosphatidylcholine (LPC),
so dass unter Behandlung mit 100 mg/kg KG PPC anteilig ebenfalls eine relativ hohe Dosis
LPC am Wirkort prisent war. Insbesondere in Verbindung mit Diinndarmischdmien ist eine

potenzierende Wirkung des LPC mit Auftreten von ausgeprigten Permeabilititsstorungen
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bereits beschrieben worden (71), so dass sogar Makromolekiile wie Dextran oder Proteine die
Membran passieren konnen (86). Ischdmische Ereignisse sind im Rahmen der Pridparation des
Diinndarmperfusionsmodells nicht auszuschlieBen. Ebenso konnten Kreislaufinstabilititen mit
konsekutivem intestinalen ,,low flow* auch durch Blutdruckschwankungen unter Anwendung
der Urethannarkose beim einzelnen Versuchstier aufgetreten sein.

In anderen Untersuchungen (60) fand sich nach Einwirkung von LPC dosisabhingig eine
deutliche Zunahme der Apoptoserate sowie eine LPC- induzierte Zelllysis. Zusétzlich wurden
auch entziindungsmodulatorische Wirkungen fiir LPC beschrieben (76), welche in
Verbindung mit der einwirkenden ionisierenden Bestrahlung, die in enteritischer

Symptomatik resultiert, eine additive Wirkung beider Mechanismen bewirken konnte.

Einen Einfluss auf die unterschiedlich starke Aktivitdtszunahme der Enzyme im Perfusat
scheint die Verankerung und die Lokalisation der einzelnen Enzyme zu haben. Obwohl sich
nach Strahleneinwirkung bei der DPP IV, als transmembrandsem Glycoprotein (83), ein
membrangebundenes Enzym mit einer starken Aktivitdtserhohung zeigt, konnte die Tatsache
einer membranassoziierten Bindung (z.B. durch hydrophile Doménen, Glycosyl-
Phosphatidylinositolanker oder N- terminale Anbindung) eine verzogerte Abgabe und damit
langsamere Aktivitdtszunahme im Perfusat bedeuten (57). Damit wire eine mogliche
Erklarung der vergleichsweise niedrigen Enzymnachweise der AAP, GLD und y-GT wihrend
der Ringer- Perfusion gegeben. Die besonderen Aktivitdtszunahmen lysosomaler Enzyme wie
der LAP im Perfusat waren auch in fritheren Untersuchungen (36) nach Einwirkung
ionisierender Strahlung bereits beschrieben worden. Man konnte daher von einer guten

Indikatorfunktion der LAP bei der Beurteilung von Membranintegrititsstorungen sprechen.

In Anbetracht der Ergebnisse, ist eine prophylaktische Applikation der Substanz PPC zur
Vermeidung strahleninduzierter Schidden in praktischer Anwendung durchaus denkbar.
Dennoch sollten weitere Untersuchungen zur Dosisabhéngigkeit der Substanzwirkung

erfolgen.
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5. Zusammenfassung

Die Erkenntnisse iiber den Pathomechanismus einer Strahlenreaktion von sich schnell
regenerierenden Gewebearten, wie zum Beispiel Diinndarmepithel, sind von entscheidender
Bedeutung im Rahmen einer Radiotherapie und des Managements von Strahlenunfillen (84).
Ionisierende Bestrahlung induziert dabei eine Reihe von Symptomen, die sich mit Ubelkeit,
Erbrechen, Meteorismus, Tenesmen, Blut- und Schleimabgédngen als klinisches Bild einer
Strahlenenteritis priasentieren (80).

Die Aufgabenstellung war der Nachweis eines moglichen radioprotektiven Effekts von PPC
auf die Diinndarmmukosa nach Einwirkung ionisierender Strahlung im therapeutischen
Bereich. Bereits in fritheren Untersuchungen (36) konnte gezeigt werden, dass es nach einer
partiellen abdominellen Bestrahlung zu einer Aktivititszunahme ausgewihlter Peptidasen
sowie des Gesamteiweill- und Phospholipidgehaltes im Diinndarmperfusionsmodell kommt.
Aufbauend auf diese Ergebnisse erfolgte nun im Vorfeld der Bestrahlung eine perorale
Fiitterung mit PPC in insgesamt drei Dosierungen (25 mg/kg KG PPC, 50 mg/kg KG PPC
und 100 mg/kg KG PPC) iiber einen Zeitraum von insgesamt 21 Tagen. Im Anschluss wurde
am 22. Tag die auf das Abdomen begrenzte Bestrahlung von 2 Gy durchgefiihrt und am 23.
Tag nach Beginn der Fiitterung wurden mit Hilfe eines Diinndarmperfusionsmodells die
Aktivititen der AAP, der DPP IV, der y-GT, der GDL, der LAP, des Phospholipidgehaltes
und des TP- Gehaltes bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Versuchstiergruppen, die
PPC in niedrigen Dosierungen von 25 mg/kg KG PPC und 50 mg/kg KG PPC erhielten,
deutlich niedrigere Enzymaktivitidten nach Bestrahlung als die Placebogruppe aufwiesen.
Hohere Dosierungen von exogen zugefiihrten PPC (100 mg/kg KG) zeigten keinen
protektiven Effekt bei der Einwirkung von ionisierender Strahlung im therapeutischen
Bereich auf die Diinndarmschleimhaut.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass niedrig dosiertes PPC, in Dosen von 25
mg/kg KG und 50 mg/kg KG, in der Lage ist, strahleninduzierte Membranintegritdtsstorungen
zu reduzieren. Weitere Untersuchungen auf mogliche Protektion von PPC auf andere, zum

Beispiel toxische Membranbarrierestorungen sollten folgen.
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7 Thesen

1. lonisierende Bestrahlung im Rahmen einer fraktionierten Strahlentherapie fithrt auch im
gesunden Gewebe zur Beeintrachtigung der Zellfunktion. Dabei sind Zellsysteme mit

kurzlebigen Endzellen, wie Diinndarmepithel, besonders betroffen.

2. Als qualitativer Ausdruck eines Strahlenschadens im Bereich des Diinndarms kommt es

im Diinndarmperfusionsmodell bei Ratten zu einer Freisetzung intestinaler Peptidasen.

3. Mit Hilfe des Diinndarmperfusionsmodells lassen sich im Tierversuch strahleninduzierte

Storungen der Membranintegritit auch quantifizieren.

4. Mogliche Ursache der unterschiedlich hohen Enzymaktivititen sind in der Lokalisation

der einzelnen Enzyme und der Art der membranéren Verankerung zu suchen.
5. Die perorale Applikation von PPC, bei der es durch Pool- Bildung in der Darmwand
selbst zu einem gleichméfBigerem Plasmaspiegel kommt, erweist sich als praktikable

Darreichungsform im Tierversuch.

6. Phosphatidylcholin bewirkt eine Membranprotektion bei Diinndarmepithelzellen von

Ratten nach Einwirkung ionisierender Strahlung.

7. Die membranprotektive Wirkung ist von der Dosierung des PPC abhingig.

8. Niedrig dosiertes PPC wirkt dabei effektiver in Bezug auf eine Strahlenprotektion als
hoher dosiertes PPC.

9. Die strahlenprotektive Wirkung beruht auf mehreren Mechanismen. Dabei ist die

Hauptursache vermutlich auf eine Verminderung der Lipidperoxidation zuriickzufiihren.
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Tab.2 Vergleich der Aktivitaten membrangebundener Enzyme in jejunalen Birstensaummembranen der unbestrahlten Kontrollgruppen nach Perfusion des
Jejunums. Zuvor war eine Fitterung von Aqua d. (Gruppe A) bzw. 100mg/kg KG PPC (Gruppe B) lber 21 Tage erfolgt. Dargestellt sind die Mittelwerte + der
Standardabweichung.

uil
uil
uil
uil
uil
pumol/l

mg/|

Gruppe A (Aaua d.)

30 min 60 min

1,3 0,2 16 0,2
08 0,2 1,2 %02
35 =10 42 £07
1,2 +04 16 £03
25 =04 27 +05
15,3 +6,0 93 +38
96,5 +13,0 1113174

120 min

34 04
3,0 0,1
78 +0,8
33 +0.2
40 09
278 +6,3
83,9 +375

150 min

46 +06
40 +£0,2
97 0,9
45 +04
56 £1,1
259 +54
104,1 + 46,5

Gruppe B (PPC 100 mg/kg)

30 min

1,7
1,4
3,9
1,4
4,6
28,3

168,6

13,0

60 min

26 +0,6
2 +0,6
50 +1,0
14 +£0,3
59 +0,1
64,6 + 15,0
235,7 + 27,9

120 min

42 +11
31 £1/1
88 +17
48 +15
14,6 +0,2
131,9 + 20,6
339,6 + 59,1

150 min

52 +1,3
47 +1.2
10,0 =16
49 09
23,2 =05
177,6 + 18,9
336,2 £ 37,6



Tab.3 Vergleich der Aktivititen membrangebundener Enzyme in jejunalen Birstensaummembranen nach Einwirkung ionisierender Strahlung von 2 Gy
auf das Abdomen. Die Versuchstiergruppen erhielten im Vorfeld Giber einen Zeitraum von 21 Tagen entweder Aqua d.(Gruppe C) oder PPC in unterschied-
lichen Dosierungen (Gruppen D- F ). Dargestellt sind die Mittelwerte £ der Standardabweichung.

AAP uil
DPPIV Ul
GDL uil
y-GT U/
LAP uil
PL pmol/l
TP mg/l

*p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle, **p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle

Gruppe C (Agqua d.)

30 min

1,4 +0,8
08 04
30 £1,0
1,7 10,6
43 1272
13,6 +2,6
171,1 £ 66,7

60 min

1,8 10,7
1,1 +0,3
44 +13
24 +08
47 +20
244 +34
190,8 £ 72,9

120 min

3,8

I+

1,0

24

+

0,5

8,0

+

1,3
46 £1.2
57 £22
457 6,4

282,8 + 76,2

150 min

59 =17
33 %09
10,1 £1,6
73" +£18
80 +29
66,9 9,0

342,8 + 79,2

Gruppe D (25 mg/kg KG)

30 min

0,7 0,2

08 02

27 +06

09 =02

32 £03

134 + 3,1

854 + 12,1

60 min

0,8 £0,1
1,0 £0,2
33 +0,6
1,1 10,2
33 £0,2
11,8* £ 3,1
114,7 + 24,8

120 min

299 +6,38

178,3 + 28,9

150 min

1,9 + 0,1
24 +0.2
6,8 *08
27 =03
72 £07
41,4* +96

198,6* + 15,2



Tab.3 (Fortsetzung) Vergleich der Aktivitaten membrangebundener Enzyme in jejunalen Birstensaummembranen nach Einwirkung ionisierender Strahlung
von 2 Gy auf das Abdomen. Die Versuchstiergruppen erhielten im Vorfeld Gber einen Zeitraum von 21 Tagen entweder Aqua d.(Gruppe C) oder PPC in
unterschiedlichen Dosierungen (Gruppen D- F ). Dargestellt sind die Mittelwerte + der Standardabweichung.

Gruppe E (50 mg/kg KG) Gruppe F (100 mg/kg KG)

30 min 60 min 120 min 150 min 30 min 60 min 120 min 150 min
AAP u/i 0,5 0,2 0,7 0,3 1,4 +£04 26 +05 1,3 +0,.1 1,8 +£0,3 30 0,2 4.6 +0,8
DPP IV U/ 04 0,1 06 +0,1 1,2 %03 21 +£03 1,2 +£0,2 16 0,2 48 +0,6 5,0 + 0,7
GDL u/l 16 04 24 +05 47 +£0,9 6,8 +1,0 41 +£0,7 6,2 +1,0 90 +0,8 10,9 +1,0
y- GT u/i 09 0,3 1,3 +04 1,8 +£0,7 36 +0,8 1,7 +£0,3 23 +0,3 39 +04 6,5 +1,8
LAP u/l 39 +17 356 +14 37 +11 6,1 +15 47 +1.1 89 +20 13,0 £+ 1,8 170 +1,2
PL pymol/l 6,8 +1,6 71 +21 8,8 +17 26,7 + 64 63,5+ 9.4 67,3* +4,0 130,2°+ 30,6 147,0*+ 194
TP mg/l 727 +72 82,7 +17,2 170,1 + 8,9 2634 + 515 191,7 £ 42,7 283* + 59,0 283,0 + 26,2 379,8*+ 54,5

*p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle, **p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle
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