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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Geschichtliches

Malaria ist die bedeutendste parasitare Infektionskrankheit des Menschen.
Schatzungsweise 5% der Weltbevdlkerung sind mit humanpathogenen
Plasmodien, den Erregern der Malaria, infiziert. Weltweit sterben mehr als eine
Million Menschen pro Jahr an der Erkrankung. Sie ist damit die
Infektionskrankheit mit der dritthchsten Mortalitat nach AIDS und Tuberkulose.
Die Erkrankung ist heute in samtlichen tropischen Gebieten endemisch, wenn
auch in stark unterschiedlichem Ausmal3.

Die bei weitem grofte Last tragen Kinder in Afrika sudlich der Sahara, einer
Region in der soziodkonomische Bedingungen die Kontrolle der Erkrankung
stark erschweren. Bis ins 19. Jahrhundert jedoch war Malaria auch in weiten
Teilen Europas anzutreffen und die Ubertragungsrate in Stideuropa war hoch.
Bereits Hippokrates beschrieb im flnften vorchristlichen Jahrhundert
wiederkehrende Fieber, die jahreszeitabhangig vermehrt auftraten und
Bewohner bestimmter Regionen vermehrt betrafen, bei denen es sich wohl um
Malariafieber handelte (15).

Noch die heutige Bezeichnung Malaria (von italienisch: schlechte Luft)
reflektiert die lange Zeit vorherrschende miasmatische Deutung der Atiologie. In
der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts setzte sich durch die Pionierarbeit von
Koch die Theorie von Mikroorganismen als Erregern von Infektionskrankheiten
durch.

So konnte der franzosische Militararzt Laveran 1880 erstmals bewegliche
Korper im Blut Malariakranker beobachten, der Brite Ross 1897 den parasitaren
Zyklus mit Anophelesmlticke als Haupt- und Mensch als Zwischenwirt aufklaren.
Sowohl Laveran als auch Ross erhielten den Nobelpreis fur ihre Entdeckungen
(49).

Im Verlauf des 20. Jahrhunderts wurde die Malaria kontinuierlich weiter
erforscht. 1949 schlug Haldane erstmals einen Zusammenhang zwischen

Malaria und Sichelzellanamie im Sinne eines protektiven Effekts des



heterozygoten Genotyps vor, die hohe Inzidenz dieser Hamoglobinopathie in
malariaendemischen Gebieten erklarend (28).

Trager und Jensen veroffentlichten 1976 die von ihnen entwickelte Methode zur
kontinuierlichen Kultur von Plasmodium falciparum (46), einer Entwicklung mit
weit reichenden Konsequenzen in der Malariaforschung. Erst seit der
Maoglichkeit der kontinuierlichen Kultur dieses Erregers ist die systematische
Erforschung der Blutstadien moglich. Eine der Anwendungen ist die
Untersuchung der wirkstoffvermittelten Wachstumsinhibition unter kontrollierten
Bedingungen zur vorklinischen Evaluation potentieller Medikamente und auch
zur Uberwachung der Resistenzlage.

Im Jahr 2002 wurde die Sequenzierung des Genoms des Plasmodium-

falciparum-Klons 3D7 abgeschlossen (11).

1.2 Erreger

Malaria ist eine durch Protozoen der Gattung Plasmodium verursachte
Infektionskrankheit. Plasmodien gehdren zur Familie der Apicomplexa, zu der
noch weitere relevante Erreger zahlen (Toxoplasma, Eimeria). Bekannt sind
mehrere hundert Spezies, von denen vier bekannt humanpathogen sind:
Plasmodium falciparum als Erreger der Malaria tropica, Plasmodium vivax und
Plasmodium ovale als Erreger der Malaria tertiana und Plasmodium malariae
als Erreger der Malaria quartana.

Die durch Plasmodium falciparum verursachte Malaria tropica ist durch ihre
hohe Letalitat die bei weitem bedeutendste Form der Malaria. Todesfalle bei
Infektion mit einer der anderen humanpathogenen Spezies sind sehr selten,
wenn dann durch Ruptur der regelmafig vorhandenen Splenomegalie (49).

Die Ubertragung der Erreger erfolgt ausschlieRlich parenteral, wobei die
Ubertragung durch Stechmiicken mehrerer Spezies der Gattung Anopheles den
Uberragenden Anteil ausmacht. Denkbar sind naturlich aber auch andere
bekannte parenterale Ubertragungswege mit mittelbarem oder unmittelbarem
Blutkontakt, wie Transfusionen oder needle-sharing. Von weiterer klinischer
Bedeutung ist die, derzeit noch kontrovers diskutierte, diaplazentare vertikale
Ubertragung (15).



Im Folgenden bezieht sich dieser Text, wenn nicht ausdricklich erwahnt, auf
die Begebenheiten bei Malaria tropica und ihrem Erreger Plasmodium
falciparum.

Durch Insektenstich Ubertragene Sporozoiten gelangen auf dem Blutweg zur
Leber und infizieren dort Hepatozyten, in denen sie sich ungeschlechtlich
vermehren. Dieser Vorgang nennt sich Leberschizogonie. Diese Teilungsphase
dauert im Durchschnitt 5,5 Tage (49). Beim Ausbruch des entstandenen
Leberschizonten aus der Wirtszelle werden im Durchschnitt 30.000 Merozoiten
freigesetzt, die ihrerseits Erythrozyten befallen. In parasitierten Erythrozyten
findet nun ein weiterer asexueller Teilungsprozess statt, die Blutschizogonie.
Nach ungefahr 48 Stunden rupturieren Schizont und Erythrozyt und Merozoiten
befallen erneut Erythrozyten. Im Falle einer (seltenen) synchronisierten
Infektion mit Plasmodium falciparum ist dieser Moment klinisch mit
Fieberschuben verbunden.

Eine Subpopulation der asexuellen Parasitenformen entwickelt sich nun zu den
sexuellen Stadien, den Gametozyten. Bei einer Blutmahlzeit kann eine
Anophelesmicke diese Gametozyten aufnehmen. Im Insekt finden die
geschlechtliche Vermehrung und die Entwicklung zu infektidsen Sporozoiten

statt, womit der parasitare Zyklus geschlossen ist.



Erythrozytine Gohiropanis

Abb. 1 Zyklus

Der Vektor, die Anophelesmicke, benotigt zur Reproduktion stehendes
Sullwasser, was die starke Verbreitung der Erkrankung in Sumpfgebieten
erklart. Der franzdsische Name der Malaria, paludisme, von palud — Sumpf,
bezieht sich direkt auf diese Begebenheit. Die Entwicklung des Parasiten im
Vektor erfordert Temperaturen Uber 16°C, die vornehmliche Verbreitung in den

Tropen erklarend.

1.3 Kilinik

Die Inkubationszeit der Erkrankung schwankt zwischen 7 Tagen und bis zu
maximal vier Jahren (15), in der Regel zeigen sich erste Symptome jedoch
innerhalb eines Monats nach Infektion. Das Bild der paroxysmalen

Fieberschibe mit folgenden symptomfreien Intervallen ist nicht das typische



Bild der Malaria tropica. Die Erkrankung beginnt mit unspezifischen Symptomen
wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, abdominalen Schmerzen und
Gliederschmerzen.

Es zeigt sich kontinuierliches oder remittierendes Fieber und, teils heftiger,
Schuttelfrost.

Das klinische Bild der Malaria wird erheblich beeinflusst vom Immunstatus des
betroffenen Individuums. In meso- bis holoendemischen Gebieten, das heil3t in
Gebieten in denen die asexuelle Parasitentragerrate 25 % Uberschreitet,
entwickelt sich im Laufe der ersten Lebensjahre eine Teilimmunitat, die weder
vollstandig vor Infektion noch vor Krankheitssymptomen schitzt, schwere
Verlaufe aber sehr unwahrscheinlich macht. Teilimmune Individuen, die
hochendemische Gebiete verlassen, verlieren diese schutzende Immunitat.
Ebenso kann der Abfall der Infektionsrate in einem gegebenen Gebiet zum
individuellen Verlust der bereits aufgebauten Teilimmunitat fihren.

Auch koénnen nichtimmune Individuen Teilimmunitat aufbauen, indem sie in ein
holoendemisches Gebiet Ubersiedeln, oder indem ihr Lebensraum meso- bis
holoendemisch wird. Erwachsene erwerben Immunitat schneller als in
holoendemischen Gebieten aufwachsende Kinder (49).

Die Malariaanamie kommt zum einen durch Hamolyse, also den Verlust der
durch Parasiten rupturierten Erythrozyten zustande. Zum Anderen scheint
jedoch auch eine aplastische Komponente von bisher nicht vollig verstandener
Pathophysiologie zu ihr beizutragen (49). Erythrozyten, die reifere Parasiten,
die Schizonten, in sich tragen, binden an das Endothel kleiner Gefalle. Diese
Zytoadhasion wird von plasmodialen = Transmembranproteinen  mit
extraerythrozytarer Domane und endothelialen Rezeptoren vermittelt. Eine
wichtige Rolle auf parasitarer Seite scheint hier das Plasmodium falciparum
erythrocyte membrane proteine 1 (PfEMP1) zu spielen. Auf endothelialer Seite
sind CD36 und Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) beteiligt. Dieser
Vorgang nennt sich Sequestration und flhrt wahrscheinlich zu
schwerwiegenden Mikrozirkulationsstérungen. Er ist auch der Grund weshalb
bei Patienten, die mit Plasmodium falciparum infiziert sind, sich im peripheren

Blut nur sehr selten Schizonten nachweisen lassen. Anders verhalten sich hier



die drei anderen humanpathogenen Plasmodien. Die Eigenschaft, infizierte
Erythrozyten am Endothel kleiner Gefalde in inneren Organen haften zu lassen,

ist ein Virulenzfaktor von Plasmodium falciparum (49).

1.4 Kontrolle der Erkrankung

Verschiedene teils unabhangige, teils voneinander abhangige Parameter halten
die Pravalenz der Malaria in einem gegebenen Gebiet aufrecht. Das
Ineinandergreifen dieser Faktoren zu verstehen war das Ziel intensiver
Forschung in der Hoffnung durch gezielte Beeinflussung dieser Parameter die
Malaria ausrotten zu konnen. Im 19. Jahrhundert ist dies in Teilen Europas
gelungen. So wurde 1957 ein Programm der WHO zur weltweiten Eradikation
der Erkrankung gestartet, das bis 1970 53% der vormals exponierten
Population von diesem Risiko befreite (15). Dieses Programm basierte
hauptsachlich auf der Anwendung von DDT und anderen Insektiziden. Seither
steigt die Pravalenz der Erkrankung wieder stark an, was auf mehrere Faktoren
zuruckzufihren ist. Resistenzentwicklung der Vektoren gegen Insektizide und
der Erreger gegen Medikamente sind hier zu nennen. Wichtiger noch ist
vielleicht die sich verschlechternde weltwirtschaftliche Lage in den 1970er
Jahren, die zum Ruckgang der Unterstitzung von wirtschaftlich schwachen
Landern und damit dem Rlckgang der KontrollmaRnahmen in diesen Landern
fuhrte (15).

Gelegentlich sind jedoch auch epidemiologische Erfolge zu verzeichnen. So
konnte die Malaria noch in den letzten Jahren auf einigen Inseln vollstandig
ausgerottet werden (17).

Die Dichte der Anophelesmlcken kann auf verschiedene Weisen verringert
werden. Der Einsatz von Insektiziden und gezielte Eingriffe zur Verringerung
von Suf3wasseroberflachen sind zentrale MalRnahmen.

Die schnelle Behandlung erkrankter Individuen senkt die Pravalenz Infizierter
und verringert so die Wahrscheinlichkeit der Ubertragung von Gametozyten auf
den Vektor vor allem in hypoendemischen Gebieten, in denen fast jede
Infektion zu klinischen Symptomen fuhrt.

Jede individuelle MalRnahme, die geeignet ist, die Zahl der Stiche zu senken, ist

ebenso hilfreich. Hier waren zu nennen das Meiden des Aufenthalts im Freien



zu Tageszeiten erhohter Aktivitat, die Benutzung von insektizidbehandelten
Moskitonetzen, die Anwendung von Repellents und weiteren MaRnahmen.

Die prophylaktische Verabreichung von Malariamedikamenten in regelmaldigen
Abstanden (intermittent preventive treatment) in besonders gefahrdeten
Populationsgruppen ohne schutzender oder temporar verminderter
Teilimmunitat wie Sauglinge und Schwangere scheint eine Erfolg
versprechende Intervention in endemischen Landern zu sein.

Die Entwicklung eines Impfstoffs wird zwar intensiv betrieben, in absehbarer
Zeit ist mit der Einflhrung eines marktreifen Praparates jedoch nicht zu rechnen
(49). Methoden der Vektorkontrolle, der Einsatz von insektizidbehandelten
Moskitonetzen und andere MalRnahmen zur Senkung der Transmissionsrate
senken wohl die Morbiditat und Mortalitat, auf unabsehbare Zeit bleibt aber
wohl die Verfligbarkeit wirksamer und flr die betroffenen Populationen

erschwinglicher Therapeutika von entscheidender Bedeutung.

1.5 Therapie

Zur spezifischen Therapie der Malaria steht eine Reihe von
Medikamentenklassen zur Verfugung, die entweder einzeln oder in Kombination
eingesetzt werden. Die Geschichte der Entwicklung und klinischen Erprobung
von Medikamenten mit antiplasmodialer Aktivitat ist grolenteils mit der
Geschichte von Kriegen verbunden, da sehr haufig die regional betroffenen
Gesellschaften 6konomisch und organisatorisch nicht in der Lage waren und
leider noch sind, effektive Arzneimittelforschung zu betreiben, sehr wohl aber in
tropischen Gebieten Krieg fuhrende Industrienationen. Das Interesse der
Militars an effektiven Therapieoptionen war sehr grol3, denn an tropischen
Kriegsschauplatzen starben haufig mehr Soldaten an Malaria als durch Kugeln
(15).

Die alteste bekannte Droge ist ein Extrakt aus der in China heimischen Pflanze
Artemisia annua, erstmals erwahnt im vierten nachchristlichen Jahrhundert
durch Ge Hong. Ironischerweise wurde der Nutzen dieser Pflanze erst 1971
wieder entdeckt. Heute ist sie Ausgangsstoff flr eine der vielversprechendsten

neueren Medikamentenklassen, den Artemisininen.
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Im 17. Jahrhundert wurde die Rinde des in Peru heimischen Chinabaums als
Ausgangsstoff von Chinin von Jesuiten in Europa bekannt gemacht. Chinin in
einer intravends oder intramuskular zu verabreichenden Formulierung ist heute
das Medikament der ersten Wahl bei schwerer Malaria, teils in Kombination mit
weiteren Verbindungen, auch wenn es womoglich in absehbarer Zeit von
Artemisinen in intravendsen Formulierungen abgelost wird.

Die strategische Bedeutung wirksamer Medikamente im ersten Weltkrieg fuhrte
weltweit zu Anstrengungen, mit dem Ergebnis der ersten synthetischen
Wirkstoffe, den 4- und 8-Aminoquinolinen. Zu dieser Gruppe gehdren
Chloroquin, Amodiaquin und Primaquin.

Am Ende des 2. Weltkriegs wurde in Grof3britannien eine weitere Klasse, die
Biguanide entdeckt. Zu ihnen zahlen Proguanil und Chlorproguanil.

Die in den sechziger Jahren immer mehr Bedeutung erlangende
Resistenzentwicklung und der aufkeimende Konflikt in Vietnam fihrten in den
USA zur Entwicklung von Mefloquin und Halofantrin. Mefloquin gilt in
Deutschland als Medikament der Wahl bei importierter unkomplizierter Malaria
tropica, auch wenn das Nebenwirkungsspektrum mit teils heftigen
psychiatrischen Symptomen wenig vorteilhaft ist.

Die seit langer Zeit erste wirklich neue, viel versprechende Verbindung
Fosmidomycin wird zurzeit klinisch erprobt (35;50;51).

Einige der in der antibakteriellen Therapie verwendeten Substanzen sind
wirksam gegen Infektionen mit eukaryonten Erregern, so auch gegen
Plasmodium falciparum (14).

Proteinsyntheseinhibitoren  wie  Tetrazykline, = Makrolide, Lincosamide,
Aminoglykoside, Chloramphenicol und Chinolone zeigen unterschiedliche In-
vitro- und In-vivo-Wirksamkeit.

Synergistische =~ Kombinationen von  Medikamenten, die in den
Folsduremetabolismus  eingreifen, den Sulfonamiden kombiniert  mit
Diaminopyrimidinen, sind gegen sensitive Parasitenstamme hochwirksam und
zur Zeit ist eine solche Kombination, Sulfadoxin-Pyrimethamin (Fansidar®), das
Medikament der ersten Wahl bei unkomplizierter Malaria in vielen afrikanischen

Landern.
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Die Entstehung, Selektion und Ausbreitung medikamentenresistenter Stamme
und so auch die Entwicklung neuer Therapiestrategien sind das dringendste
Problem in der Malariaforschung.

Die ersten eindeutigen Nachweise gegen Chinin resistenter Erreger hauften
sich in den 1960er Jahren, vor allem in Sudostasien, ungefahr drei
Jahrhunderte nach Einfihrung der Chinarinde nach Europa.

Gegen das 1934 entwickelte Chloroquin traten Ende der funfziger Jahre
erstmals Resistenzen auf, heute ist es in weiten Teilen der Welt als
Monotherapeutikum fast nutzlos.

Resistenzen gegen Sulfadoxin-Pyrimethamin traten ebenfalls erstmals in den
1960er Jahren in Sudostasien auf, drei Jahrzehnte nach Entdeckung der
antibakteriellen Wirksamkeit von Sulfonamiden und ungefahr funf Jahre nach
EinfUhrung dieser Kombination zur Behandlung der Malaria.

In den spaten 80er Jahren traten erste Resistenzen gegen Mefloquin, einer
wahrend des Vietnamkriegs entwickelten Verbindung auf.

So wird klar, dass bei der Entwicklung und Testung neuer Therapieregime nicht
nur Parameter, die das zu behandelnde Individuum betreffen, bedacht werden
missen, sondern auch die voraussichtliche ,Uberlebenszeit, das heil3t die Zeit
bis zur Entwicklung relevanter Resistenzen gegen das Medikament oder die
Kombinationstherapie (48).

Die Entwicklung von Resistenzen kann verhindert oder mindestens verzogert
werden, indem Wirkstoffe mit verschiedenen molekularen Wirkorten kombiniert
werden. Derselbe Gedanke liegt den aktuellen Therapieschemata gegen
Tuberkulose, AIDS, Lepra und verschiedenen Neoplasien zugrunde.

Werden zwei Medikamente unterschiedlicher Wirkweise kombiniert, so muss
der Parasit, das Virus, das Bakterium oder auch der maligne Klon zwei
unterschiedliche Resistenzmechanismen entwickeln. Die Wahrscheinlichkeit
der Entwicklung einer Resistenz eines individuellen Parasiten gegen beide
Kombinationspartner ist das Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten der
Resistenzentwicklung gegen einen der Kombinationspartner (21).

Etliche Kombinationen werden aktuell angewandt oder sind in der Phase der

klinischen Evaluation.
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Ein Kriterium bei der Auswahl der Kombinationspartner ist deren Halbwertszeit,
da lange Halbwertszeiten eine schnelle Resistenzentwicklung zu fordern
scheinen. Ein Medikament mit langer Halbwertszeit ist lange Zeit in
subparasitiziden Konzentrationen im Plasma vorhanden. Eine haufige
Anwendung eines bestimmten Medikaments mit langer Halbwertszeit in einer
umschriebenen Population (so genannter population drug pressure)

beschleunigt die Ausbreitung von resistenten Mutanten (48).

1.6 Clindamycin

1.6.1 Allgemeines zu Clindamycin

< HE

CHLCHLCH,

Abb. 2 Clindamycin Strukturformel

Clindamycin gehort mit Lincomycin zur Gruppe der Lincosamide. Es wird
halbsynthetisch aus Kulturfiltrat von Streptomyces lincolnensis durch
Substitution einer Hydroxylgruppe durch ein Chloratom hergestellt. Es wirkt
bakteriostatisch und in hohen Dosen bakterizid gegen aerobe grampositive
Kokken mit Ausnahme von Enterokokken und gegen einige anaerobe gram-
negative Stabchen (18;29).

Verschiedene Formulierungen des Medikaments erlauben sowohl die
intravenOse als auch die perorale Verabreichung. Die orale Bioverfugbarkeit
betragt ungefahr 50%, Konzentrationsgipfel nach oraler Administration werden

nach annahernd 45 Minuten erreicht und die Plasmahalbwertszeit in gesunden
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Individuen ist 2-3 Stunden. Die Substanz wird renal, vorwiegend jedoch
hepatisch, eliminiert (12;29).

Clindamycin bindet an die groRe (50S) Untereinheit prokaryonter Ribosomen
und hemmt so ihre Funktion als Transpeptidase und somit die prokaryontische
Proteinsynthese. Die Verbindung interagiert nicht mit der korrespondierenden
eukaryonten (60S) Untereinheit (40), was ihren Einsatz als selektiv toxisches
Antibiotikum ermoglicht. Umso erstaunlicher ist die Tatsache, dass Clindamycin
neben einigen anderen spezifischen Inhibitoren der prokaryonten Repliklation,
Transkription und Translation auch gegen einige eukaryonte Organismen,
darunter so wichtige Krankheitserreger wie Plasmodium falciparum und

Toxoplasma gondii, wirksam ist.

1.6.2 Klinische Wirksamkeit von Clindamycin gegen Apicomplexa

Die Aktivitat von Clindamycin gegen Plasmodien wurde erstmals 1967 von
Lewis et al. in Plasmodium berghei gezeigt (30), die Wirksamkeit gegen
Plasmodium falciparum erstmals 1975 beschrieben (5) und seither in etlichen
klinischen Studien bestatigt (1;5;7;20;22-25;29;32-34;38;44).

Clindamycin kann erfolgreich als Monotherapeutikum eingesetzt werden. Eine
Ubersichtsarbeit klinischer Studien zeigte eine mittlere Heilungsrate von 98 % in
mehr als 500 behandelten Patienten, sowie ein in der Regel mildes und
selbstlimitierendes Nebenwirkungsspektrum, das dem Nebenwirkungsspektrum
der Verbindung in der antibakteriellen Therapie entspricht (29).
Gastrointestinale Nebenwirkungen wie Diarrhoe sind haufig und koénnen im
speziellen Fall der pseudomembrandsen Kolitis lebensbedrohlich werden.
Diese Komplikation wird durch eine Uberwucherung des Colons durch den
toxinbildenden Anaerobier Clostridium difficile verursacht und wurde vor allem
in Zusammenhang mit der intravendsen Verwendung von Clindamycin im
intensivmedizinischen Bereich beschrieben, obwohl sie auch unter anderen
Antibiotika beobachtet wird. Spezifische Therapieoptionen sind orales
Vancomycin oder Metronidazol. In der Behandlung der Malaria mit Clindamycin
wurden zwei Falle von schwerem Durchfall beschrieben, die wahrscheinlich

durch Clostridium difficile verursacht wurden (26).
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Trotz der zufrieden stellenden Heilungsraten kann Clindamycin als
Monotherapeutikum der Malaria wegen seiner verzogerten Wirkung nicht
empfohlen werden. In der bereits zitierten Ubersichtsarbeit wurden mittlere
Zeiten bis zum Unterschreiten der mikroskopischen Parasitennachweisgrenze
von vier bis sechs Tagen errechnet, einem vergleichsweise unvorteilhaften Wert
verglichen mit zwei bis drei Tagen bei anderen Malariamedikamenten (29).
Dieser langsame Wirkungseintritt macht die Monotherapie der Malaria tropica
insbesondere in der Behandlung von nichtimmunen Patienten, Schwangeren
und Kindern, bei denen eine schnelle Senkung der Parasitamie erforderlich ist,
potentiell gefahrlich.

Gunstiger ausnutzen lassen sich die Eigenschaften von Clindamycin in der
Kombinationstherapie, einer - wie bereits beschrieben - viel versprechenden
Strategie.

Ein mdglicher Kombinationspartner ist das schnell wirkende Chinin (1;22;25;32-
34;38;41;47). Der Hauptvorteil der Kombination der beiden Verbindungen liegt
in der Verkurzung der zur erfolgreichen Behandlung notwendigen Zeit, einem
wichtigen Parameter um die Akzeptanz und damit die Compliance einer
Therapie zu verbessern. Chinin allein muss Uber sieben, Clindamycin allein
uber funf Tage verabreicht werden, um ausreichende Heilungsraten zu erzielen;
in der Kombination genugen drei Tage (29). Denselben Vorteil hat die
Kombination von Chinin mit Doxycyclin oder Tetracyclin, wobei beide
Substanzen im Gegensatz zu Clindamycin in Schwangerschaft, Stillzeit und bei
Kindern kontraindiziert sind, einem weiteren grof3en Vorteil von Clindamycin.
Auch Kombinationen von Clindamycin mit Chloroquin (23-25) und
Fosmidomycin (2;3), einer neuen, ebenfalls aus der antibakteriellen Therapie
stammenden Verbindung, wurden und werden mit unterschiedlichen
Ergebnissen untersucht. Die Kombination von Clindamycin mit Chloroquin in
Regionen mit hoher Chloroquinresistenz verbessert die Wirksamkeit des
Regimes im Gegensatz zur Monotherapie mit Chloroquin beachtlich, aber nicht
ausreichend um wirklich empfohlen werden zu kénnen (23;25;29;29).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Clindamycin in der Therapie der

Malaria ein viel versprechender Kombinationspartner fur schnell wirkende
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Medikamente mit vorteilhaften Eigenschaften, sein Einsatz in der Monotherapie

jedoch wegen des langsamen Wirkprofils sehr eingeschrankt ist.

1.6.3 Wirksamkeit in vitro von Clindamycin gegen Apicomplexa

Seit der Entdeckung der Kklinischen Wirksamkeit und des verzogerten
parasitiziden Effekts von Clindamycin in vivo als einem Proteinsyntheseinhibitor
mit eigentlich selektiver Wirksamkeit gegen Prokaryonten, wurden intensive
Anstrengungen unternommen dem Wirkmechanismus naher zu kommen.
Geary und Jensen untersuchten 1983 den Effekt verschiedener Antibiotika
gegen Plasmodium falciparum in vitro (14) und konnten die positiven klinischen
Erfahrungen mit Clindamycin bestatigen. Als moglichen Wirkort von Inhibitoren
der 50S-Untereinheit von prokaryontischen Ribosomen diskutierten diese
Autoren die mitochondriale Proteinsynthese.

Seaberg et al. zeigten einen plateauférmigen Verlauf der Dosis-Wirkungs-Kurve
und spekulierten bei der Erklarung dieses Effekts mit dem Vorliegen mehrerer
unabhangiger Wirkmechanismen: Einem die Erythrozyten schadigenden Effekt,
der sich in ihren Versuchen in Konzentrationen uber 220uM auch in sichtbarer
Hamolyse zeigte, und einem oder mehreren weiteren inhibitorischen Effekten,
die bereits bei niedrigeren Konzentrationen zum Tragen kommen. AulRerdem
beobachteten sie einen gleichsinnigen = Zusammenhang zwischen
Inkubationszeit mit Clindamycin und Inhibition auf die Lage der Dosis-Wirkungs-
Kurve (45).

In einer von Divo et al. verdffentlichten Versuchsreihe zur Untersuchung eines
mdglichen additiven Einflusses der Sauerstoffkonzentration wahrend der
Inkubation auf die Wirksamkeit verschiedener Inhibitoren konnte die
Zeitabhangigkeit der Clindamycinwirkung bekraftigt werden. Die Autoren
schlugen die unterstellte antimitochondriale Wirkung der Verbindung als
Erklarung sowohl flr die beobachtete Abhangigkeit der Inhibition von der
Sauerstoffkonzentration als auch von der Inkubationszeit mit Clindamycin vor
(6).

Eine weitere Veroffentlichung von Geary et al. zeigte die im Gegensatz zu

anderen Antimalariamedikamenten langsame und weniger ausgepragte
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intraerythrozytare Konzentration von Clindamycin als maogliche Erklarung des
verzogerten Wirkprofils (13).

In einer anderen Reihe von Veroffentlichungen, die sich mit der in vitro
Inhibition durch Clindamycin des mit Plasmodien nah verwandten intrazellularen
Organismus Toxoplasma gondii befassten, wurden ahnliche Beobachtungen
gemacht und mogliche Wirkorte diskutiert. Auch in Toxoplasma gondii wurde
ein verzogerter Wirkeintritt beobachtet und Mitochondrien als Orte prokaryonter
Proteinsynthese als wahrscheinliche Wirkorte diskutiert (40). Weitere
Untersuchungen machten das Mitochondrium als Wirkort unwahrscheinlicher,
da der Sauerstoffverbrauch von Clindamycin nicht beeinflusst wird, wie beim
Organell des oxidativen Stoffwechsels zu erwarten gewesen ware (39).
Mittlerweile war jedoch in Apicomplexa ein weiteres Genom von 35 Kilobasen
entdeckt worden und einem bis dahin unbekannten Organell, dem Apicoplasten
(von Apex und Plastid), zugeordnet worden (19). Der Apicoplast ist ein von vier
Membranen umbhulltes, plastidahnliches Organell, das wahrscheinlich durch
sekundare Endosymbiose von Apicomplexa erworben wurde. Dieses Organell
befindet sich am Apex, einem sich verjingenden Ende der Parasiten. Ihnm wird

eine Rolle bei der Invasion der Wirtszellen zugeschrieben.
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Fichera et al. bestatigten 1995 in Toxoplasma gondii das bereits bekannte
inkubationszeitabhangige Wirkprofil, zeigten aber zusatzlich eine wirkliche
Verzogerung der Wirkung. Nicht die Dauer der Inkubation mit Clindamycin,
sondern der Eintritt in den nachsten parasitaren Zyklus nach der Behandlung
zeigte sich als mafgeblich, den erst in der nachsten Wirtszelle konnte Inhibition
gezeigt werden (8).

FUr Toxoplasma gondii liegt mittlerweile molekularbiologische Evidenz fur den
Apicoplasten als molekularen Wirkort von Clindamycin vor. Camps et al.
konnten eine Mutation der fur die rRNA kodierenden, apicoplastaren DNA in
clindamycinresistenten Parasiten nachweisen (4).

Die von verschiedenen Untersuchern in vitro bestimmten ECsy-Werte von
Clindamycin gegen Plasmodium falciparum liegen je nach Methode und
Inkubationszeit zwischen 1 und 100 pM (14;42;45;51). 0,76 Stunden nach
oraler Administration von 600 mg Clindamycin an gesunde Erwachsene wurden
Plasmaspitzenkonzentrationen von 11,4 uyM bei einer Halbwertszeit von 2,4
Stunden erreicht (12). Mazur et al. fanden bei den Ublichen Dosierungen von 5
mg/kg Korpergewicht alle acht Stunden permanente Plasmaspiegel von
mindestens 300 nM und Spitzenspiegel von 3500 nM (31). Jedoch schon mit

niedrigeren Dosierungen ist eine kurative Monotherapie maglich (29).

1.7 Fragestellung

Clindamycin zeigt in seiner In-vivo- und In-vitro-Wirksamkeit Auffalligkeiten im
zeitlichen Ablauf der Parasitenhemmung bei ungeklartem Wirkmechanismus.
Von mehreren Autoren wurde auf den mdglichen Zusammenhang zwischen
molekularem Wirkort und spezieller Kinetik der Wirkung hingewiesen. Deshalb
soll hier die Kinetik der Wirkung von Clindamycin gegen Wachstum und
Vermehrung von Plasmodium falciparum in vitro, gemessen als Produktion von
Plasmodium-falciparum-Histidine-rich-proteine 2 (PFHRP2), in Abhangigkeit
von Medikamentenkonzentration und Inkubationsdauer uber mehrere parasitare
Zyklen verfolgt werden. Parallele Experimente mit Chloroquin sollen als

Referenz fur die Validitat des experimentellen Aufbaus dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Samtliche Arbeiten mit Parasitenkulturen oder sterilen Substanzen, die zur
Verwendung mit Parasitenkulturen vorgesehen waren, wurden unter dem
keimreduzierten laminaren Luftfluss einer Arbeitsbank in einem Labor der
Sicherheitsstufe S2 durchgefuhrt.

Zur kontinuierlichen Kultur wurde RPMI 1640 (Sigma) angereichert mit 0,5 %
Albumax (Sigma), 2 % hitzeinaktiviertem Humanserum der Blutgruppe AB, 25
mM HEPES Puffer, 200 yM Hypoxanthin und 2 mM L-Glutamin verwendet. Die
so hergestellte Komplettlosung wurde nach Sterilfiltration durch einen Filter mit
Poren von 22 pm bei 4 °C maximal eine Woche gelagert, um Kontaminationen
zu vermeiden.

Die zur Synchronisation verwendete Losung wurde durch Einwaage von
Sorbitol (Sigma) in doppelt destilliertes Wasser hergestellt. Diese Losung wurde
ebenfalls wie bereits beschrieben steril filtriert, bei 4 °C gelagert und nach
langerer Lagerungsdauer direkt vor Anwendung erneut steril filtriert.

Die Medikamentenstammlosungen wurden durch Einwaage von Clindamycin
hydrochlorid (Sigma) und Chloroquindiphosphat (Sigma) in doppelt destilliertes
Wasser hergestellt. Die so hergestellten Einheiten von 0,5 ml 10 mM Ldsung

wurden nach Sterilfiltration bei - 80 °C bis zur Anwendung gelagert.

2.2 Methoden

2.2.1 Kultur

Die kontinuierliche Kultur des verwendeten Isolats SO007 wurde nach der von
Trager und Jensen entwickelten und 1976 veroffentlichten Methode (46) mit
einigen Modifikationen durchgefuhrt. SO07 wurde 1996 von einem Patienten im
zentralafrikanischen Gabun isoliert und seither in kontinuierlicher Kultur
gehalten oder in flussigem Stickstoff kryokonserviert.

Eine Suspension parasitierter Erythrozyten wurde mit Kulturmedium und
frischen Erythrozyten auf einen Hamatokrit von 5 % verdunnt. Die verwendeten

Gewebskulturflaschen wurden mit einer Mischung von 5 % CO;, 5 % O, und 90
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% N2 begast und bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. Alle 24 h wurde der
Uberstand gegen frisches Kulturmedium ausgewechselt, alle 48 h wurde ein
Ausstrich der Kultur angefertigt.

Diese Ausstriche wurden mit Methanol fixiert und nach Giemsa gefarbt. Bei
1000facher VergréRerung mit Olimmersion wurde die Parasitendichte als
Verhaltnis der Zahl parasitierter Erythrozyten pro Gesichtsfeld zu allen
Erythrozyten pro  Gesichtsfeld bestimmt und morphologisch das
Entwicklungsstadium beurteilt. Uberstieg die Parasitendichte 3%, so wurde mit

frischen Erythrozyten verdinnt.

2.2.2 Synchronisation

Ergab die mikroskopische Beurteilung der Parasiten vorwiegend junge Stadien,
die wegen ihrer Morphologie so genannten Ringe, wurde der gesamte
Kulturansatz mit Sorbitol 5 % nach der von Lambros und Vanderberg
beschriebenen Methode (27) synchronisiert. Dazu wurde die Kultur 5 min bei
1000 U/min zentrifugiert, der Uberstand abgehoben und verworfen und die so
erhaltenen Zellen 10 min mit auf 37 °C erwarmtem Sorbitol 5 % suspendiert.
Danach wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand abgehoben und die Zellen mit
10 ml Kulturmedium gewaschen. Der Waschvorgang wurde zweimal wiederholt
und wie oben beschrieben die kontinuierliche Kultur fortgesetzt.

Erythrozyten, die mit Trophozoiten oder Schizonten parasitiert sind, haben eine
erniedrigte osmotische Resistenz und werden bei der Sorbitolbehandlung
lysiert. So fuhrt diese Methode zur Anreicherung von jungen Stadien und damit
zur Synchronisation der kontinuierlichen Kultur.

Diese Prozedur wurde einmal pro Woche, mindestens jedoch dreimal vor einem

Versuch und direkt vor Beginn jedes Versuchs durchgefuhrt.

2.2.3 Versuche

Es wurden zum einen 72 h-Experimente und zum anderen Drei-Zyklen-
Experimente durchgefuhrt.

Bei den 72 h-Experimenten wurden Parasiten Uber 72 h kontinuierlich

verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren Clindamycin oder Chloroquin
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ausgesetzt. Diese Experimente wurden zur Etablierung der Methodik und zur
Findung adaquater Konzentrationen der Inhibitoren durchgefihrt.

Bei den Drei-Zyklen-Experimenten Uber 144 h wurden ebenfalls Parasiten
verschiedenen Inhibitorkonzentrationen ausgesetzt. Ein Teil der untersuchten
Parasiten wurde jedoch nach 48 h ohne Inhibitor weiter inkubiert, so dass fur
die folgenden 96 h vom Zeitpunkt 48 h bis zum Zeitpunkt 144 h zwei
experimentelle Arme beobachtet wurden: Einer mit kontinuierlicher Exposition
zum Inhibitor und einer mit Exposition zum Inhibitor nur Uber die ersten 48 h.
Das Parasitenwachstum wurde zu den Zeitpunkten 0, 48, 96 und 144 h mittels
Messung der Produktion von PIHRP2 bestimmt.

Bei allen durchgefuhrten Versuchen wurden die folgenden Prozeduren auf
immer gleiche Weise durchgefuhrt.

Die Clindamycinstammldsung wurde aufgetaut und mit Kulturmedium auf die
bendtigten Konzentrationen verdinnt. Jeweils 50 ul pro Testgefal der
entsprechend konzentrierten Losung wurden im Fall der Drei-Zyklen-
Experimente im jeweils gleichen Muster auf 8 Mikrotiterplatten, im Fall der 72h-
Experimente auf eine Mikrotiterplatte pipettiert.

Bei den Drei-Zyklen-Experimenten wurden pro Experiment finf, bei den 72 h-
Experimente sieben verschiedene Konzentrationen plus medikamentenfreie
Positivkontrollen pipettiert. Pro Platte war jede Konzentration siebenmal
wiederholt vorhanden. Die Pipettierplane befinden sich im Anhang.

Nach mikroskopischer Verifikation der Synchronitdt und des Vorherrschens
junger Ringe wurde die kontinuierliche Kultur erneut synchronisiert und ein
weiterer Ausstrich angefertigt, gefarbt und ausgezahlt. Anschliefend wurde
eine Versuchskultur mit 2% Hamatokrit und 0,05% Parasitendichte wie oben
beschrieben hergestellt. Je 150 ul der angesetzten Zellsuspension wurden in
die Mikrotiterplatten pipettiert. Somit ergab sich ein Gesamtvolumen pro
Testgefall von 200 pl mit einem Hamatokrit von 1,5 %. Vor Inkubationsbeginn
wurde der Inhalt mehrerer Testgefalle als Hintergrund entnommen und bei — 20
°C eingefroren und die entleerten Testgefalle mit parasitenfreiem 200 pl

Medium gefullt.
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Diese Platten wurden nun in einem gasdichten Gefal® mit der oben
beschriebenen Gasmischung begast und bei 37 °C inkubiert.
Die Platten der 72 h-Experimente wurden nach 72 h bei — 20 °C zur spateren

Messung eingefroren.

2.2.4 Waschvorgang bei Drei-Zyklen-Experimenten

Abbildung 4 illustriert die verschiedenen Vorgehensweisen zu den Zeitpunkten
48 h, 96 h und 144 h bei den jeweils acht identischen Mikrotiterplatten 1 - 8, mit
denen jedes Drei-Zyklen-Experiment begonnen wurde.

Der Waschvorgang ermdoglichte es, erstens das Medium auf eine kontrollierte
Weise zu erneuern, zweitens die Menge des sekretierten PMHRP2 indirekt
messbar zu machen und drittens den Vergleich zwischen Inkubation mit der
jeweils verwendeten Testsubstanz (Clindamycin oder Chloroquin) fur lediglich
48 h oder fur die gesamten 144 h.

Zum Zeitpunkt 48 h wurde mit den Platten 2 — 7 auf folgende Weise verfahren:
Vor jedem Waschgang wurde die gesamte Mikrotiterplatte bei 1500 U/min fur 5
min zentrifugiert, um sicherzustellen, dass sich im Uberstand keine Zellen mehr
befanden. AnschlieBend wurden unter sterilen Bedingungen 150 pjl des
Uberstands abpipettiert und durch 150 pl frischen Kulturmediums ersetzt.
Dieser Vorgang wurde fur die Platten 2 — 8 dreimal wiederholt, die Platten 1 und
2 wurden daraufhin eingefroren. Den Platten 6 — 8 wurde nach dem dritten
Waschgang frisches Medium mit den jeweiligen Konzentrationen von
Clindamycin oder Chloroquin zugefugt, den Platten 3 -5 wurde inhibitorfreies
Medium zugefigt. Nun wurden die Platten 3 — 7 flr weitere 48 h bis zum
Zeitpunkt 96 h unter den beschriebenen Bedingungen inkubiert. Zum Zeitpunkt
96 h wurden die Platten 4, 5, 7 und 8 nach dem eben beschriebenen Muster
dreimal gewaschen, wobei den Platten 7 und 8 beim dritten Waschgang
frisches Medium mit Clindamycin beziehungsweise Chloroquin und den Platten
4 und 5 inhibitorfreies Medium zugefligt wurde. Nun wurden die Platten 3, 4, 6
und 7 eingefroren, die Platten 5 und acht fur weitere 48 h bis zum Zeitpunkt 144
h inkubiert und dann eingefroren. Nach Abschluss eines Experiments lagen nun
also acht Mikrotiterplatten mit ursprunglich identischer Verteilung der

Konzentration von Clindamycin oder Chloroquin vor. Die Platten 1 und 2
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reprasentierten die nach 48 h gebildete Menge an PMHRP2, wobei der Platte 2
jene Menge extraerythrozytaren Proteins entnommen war, die bei den
Wachvorgangen verloren ging. Die Platten 3, 4, 6 und 7 reprasentierten die
nach 96 h gebildete Menge PMHRP2, die Platten 3 und 4 mit Exposition zu
Clindamycin oder Chloroquin nur fir die ersten 48 h, die Platten 6 und 7 mit
durchgehender Exposition. Aquivalent zur Vorgehensweise nach 48 h
enthielten die Platten 3 und 6 das den Platten 4 und 7 beim Waschvorgang
entzogene PMHRP2. Die Platten 5 und 8 reprasentierten schlie3lich die Menge
PMHRP2, die nach 144 h gebildet war, die Platte 5 mit Exposition zu
Clindamycin oder Chloroquin nur fir die ersten 48 h, die Platte 8 mit
durchgehender Exposition. Im weiter folgenden Text werden die
Mikrotiterplatten 3 — 5 Arm A mit Exposition Uber nur die ersten 48 h, die Platten

6 — 8 Arm B mit durchgehender Exposition, genannt.
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Flussdiagramm zur Erlduterung der Prozeduren bei den Drei-
Zyklen-Experimenten

2.2.5 ELISA

Es werden mehrere Methoden der Quantifizierung von Wachstum und

Vermehrung von Plasmodium falciparum in Kultur angewendet. Die in diesen
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Experimenten verwendete Wachstumsbestimmungsmethode ist relativ neu und
basiert auf dem etablierten ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay)-
Verfahren, das sich zur Bestimmung von Antigenkonzentrationen eignet, aber
die Verflugbarkeit eines geeigneten Immunglobulins voraussetzt.

In diesem Fall waren alle bendtigten Bestandteile kommerziell in einem fir
diagnostische Anwendungen entwickelten System (Malaria Antigen CELISA,
Cellabs, Brookvale, New South Wales, Australien) erhaltlich.

Nach Abschluss eines Experiments, das heil3t wenn jeweils alle verwendeten
Platten eingefroren waren, wurden alle Platten und die vor Beginn der
Experimente entnommenen Hintergrundkontrollen bei Zimmertemperatur
aufgetaut und erneut bei - 20 °C eingefroren. Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt, so dass samtliche Zellen in der Suspension lysiert waren, um bei
der anschliefenden Messung sowohl intra- als auch extrazellulares Protein zu
erfassen. Im Falle der drei durchgeflihrten Experimente Uber 72 Stunden
wurden die je Experiment jeweils sechsfach vorhandenen unabhangigen
TestgefalRe mit gleicher Inhibitorkonzentration und gleicher Kultursuspension
vor der Messung zusammengefuhrt und gemischt. Somit ergab sich also im
Ergebnis der Mittelwert von sechs unabhangigen Unterversuchen. Bei den
Versuchen Uber 144 Stunden wurden die hier ebenfalls vorhandenen
sechsfachen gleichartig behandelten Testgefalle auch jeweils einzeln
gemessen.

Je 100 pl der lysierten Suspension wurden in die mit dem spezifischen Anti-
PMHRP2-Immunglobulin vorbeschichteten Testgefalle der ELISA-Mikrotiterplatte
uberfuhrt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Menge des
von den festgebundenen monoklonalen Antikérpern (IgM, Code: CPF4)
erkannten PfHRP2-Proteins ist konzentrationsabhangig. Nach Ablauf der
Inkubation wurden alle TestgefalRe dreimal mit der mitgelieferten, verdunnten
PBS-Tween Pufferlosung gewaschen. Auf diese Weise wurde das von den
Antikérpern erkannte PMHRP2 in den Testgefallen angereichert. 100 ul Lésung
mit einem peroxidase-konjugierten anti-PHRP2 Antikérper (IgG1, Code: CPF6)
wurde nun den auf Krepppapier trocken geschlagenen Mikrotiterplatten

zugeflgt. Nach einer Stunde Inkubation zur Bindung des Antikoérperkonjugat
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wurde nun erneut dreimal mit PBS-Tween Pufferlésung gewaschen und
anschliellend die Mikrotiterplatten auf Krepppapier trocken geschlagen. Somit
befindet sich nun eine von der Konzentration des Proteins in der lysierten
Zellsuspension abhangige Menge der Peroxidase in jedem Testgefald. Nun
wurde noch 50 ul eines Farb-Substrat-Gemischs (Tetramethylbenzidine/H,0,)
zugeflgt, das in einer von der Peroxidase katalysierten Reaktion einen
Farbumschlag anzeigt. Bei konstanter Substratmenge, Reaktionszeit und
Temperatur ist die molare Menge des umgesetzten Substrats, beziehungsweise
die Intensitat dieses Farbumschlags nun ausschliel3lich abhangig von der
Konzentration des Enzyms und so auch des zu messenden Proteins in jede
Testgefal’. Nach Ende der 15 min wurde der Farbumschlag durch Inhibition des
Enzyms mit Salzsaure gestoppt und die Intensitat der Farbung photometrisch
durch Messung der Absorption bei 450 nm gemessen (LS55 Luminescence
Spectrometer, PerkinElmer, MA, USA). Parallel wurde bei jeder Messung eine
Verdinnungsreihe aus einer Positivkontrolle, das heil3t einer ohne Inhibition
gewachsenen Probe, gemessen. Zur Herstellung der Verdunnungsreihe wurde
die Konzentration dieser Positivprobe absteigend um jeweils 50 % der
Vorhergehenden durch Zugabe von destilliertem Wasser reduziert, so dass
parallel unter identischen Bedingungen in jeder Messung eine Eichreihe mit
bekannten relativen Konzentrationen von 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 %,
3,125 %, 1,563 % und 0,781 % der verwendeten Positivkontrolle vorlag.

2.2.6 Auswertung

Nach Abschluss eines Experiments, das heilt nach Beendigung der Kulturzeit,
dem Hamolysieren durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen, der
Durchfuhrung des ELISA und abschliefender photometrischer Bestimmung der
Absorption lagen nun die PIHRP2-Konzentrationen reprasentierende Werte der
optischen Dichte (OD) vor. Die aus den Verdunnungsreihen erstellten
Eichkurven zeigten eine nichtlineare Beziehung zwischen den optischen
Dichten und der relativen Konzentration von PfHRP2. Deshalb wurde als erster
Schritt der Datenanalyse aus den Eichreihen mit bekannter relativer
Konzentration des Proteins ein polynomiales Regressionsmodell fir jedes
Experiment erstellt (EXCEL fur Windows, Microsoft, Seattle, USA). Mit Hilfe der
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sich ergebenden Funktion wurden samtliche Werte der optischen Dichte in
Werte der relativen PIHRP2-Konzentration umgerechnet (42).

Bei den Versuchen Uber mehrere Zyklen parasitarer Entwicklung mit
Medienwechsel wahrend der laufenden Versuche ergab sich das Problem, dass
PMHRP2 zu einem unbekannten Teil nach extrazellular sekretiert wird (37). Um
diese Unbekannte erfassen zu kdnnen, wurde zu jedem Messzeitpunkt, an dem
gleichzeitig ein Medienwechsel erfolgte, jeweils eine identische Mikrotiterplatte
ungewaschen eingefroren, so dass aus der Differenz der Ergebnisse dieser
beiden Platten auf den ausgewaschenen Anteil Proteins rickgeschlossen
werden konnte.

Die Berechnung der PHRP2-Werte zu den jeweiligen Zeitpunkten erfolgte dann
nach den folgenden Formeln 1,2. Die Berechnung erfolgte fur jede

Inhibitorkonzentration fiir die Arme A und B.

Nach 96 h:

[ PfHRP 2196 =

korrigiert
[ PfHRP 2196 + ([ PfHRP 2148 —[PfHRP 2]48 . cchen )

ungewasche n ungewasche n

Formel 1

Nach 144 h:

[PHRP 2]144 =

korrigiert
[ PHRP 2]144 + ([PfHRP 2196 —[BfHRP 2196, uschen )

ungewasche n ungewasche n

Formel 2

2.2.7 Effektive Konzentrationen

Zur Berechnung der effektiven Konzentrationen (EC) wurden bei den
Experimenten Uber 72 h die aus den optischen Dichten errechneten Werte
relativer PMHRP2-Konzentration direkt verwendet. Bei den Versuchen uber
mehrere Zyklen wurden zur Bestimmung der effektiven Konzentrationen den

prozentualen Werten zu einem Messzeitpunkt jeweils der Mittelwert der
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relativen PIHRP2-Konzentration bei derselben Medikamentenkonzentration des
vorhergegangenen Messzeitpunkts abgezogen (Formeln 3, 4), um Aussagen
uber den zeitlichen Ablauf der inhibitorischen Eigenschaften der untersuchten

Verbindungen machen zu kénnen.

> PfHRP 2(%]96 .,
PJ(]_]RP 2Zyklus = PfHRP 2[%]144K0nzA -
n
Formel 3
ZPfHRP 2[%]48KonzA
PfHRP ZZyk,us = PfHRP 2[%]96KonzA ——
n

Formel 4

Aus den so gewonnenen Daten wurden nun mit Hilfe einer im Internet frei
zuganglichen Software (http://malaria.farch.net) die effektiven Konzentrationen
errechnet. Die Software beruht auf einem polynomialen Regressionsmodell und
ergibt Resultate, die denen anderer Berechnungsmethoden sehr nahe kommen
(36).

Die gewonnenen Daten werden eingangs als effektive Hemmkonzentrationen
zu einem gegebenen Zeitpunkt dargestellt. Aulerdem erfolgte der Vergleich
zwischen den beiden experimentellen Armen in den Versuchen uber mehrere
Zyklen, dem einen mit kontinuierlicher Exposition zum Inhibitor, dem anderen
mit Exposition fur nur einen Zyklus, als direkter Vergleich der relativen HRP2-
Werte zu einem Zeitpunkt und mit einer gegebenen Inhibitorkonzentration
mittels des MANOVA-Verfahrens, beziehungsweise des  Wilcoxon
Rangsummentests im Falle des Experiment mit Chloroquin Uber 144 h. Das
MANOVA-Verfahren ermoglicht den Vergleich von Daten aus verschiedenen
Experimenten, indem es den Einfluss des Experiments und der Zielvariablen,

hier der Expositionsdauer, getrennt zu berucksichtigen imstande ist. Als
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statistisch signifikant wurden Irrtumswahrscheinlichkeiten < 0,05 angenommen.
Alle Berechnungen wurden mit der Software STATA fiur Mac OS X (Stata
Corporation, Texas, USA), JMP 5.0 (SAS Institute, North Carolina, USA) und
EXCEL fur Windows XP (Microsoft, Seattle, USA) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 72h-Ergebnisse

3.1.1 Clindamycin

Bei den zwei durchgeflihrten Versuchen mit jeweils sechs Proben pro
Konzentration fuhrten 137,7 und 151,2 yM zu 50 % Hemmung der Synthese
von PMHRP2 (ECsp). Im Einzelnen sind die Ergebnisse in Tabelle 1 aufgefuhrt.
Abbildung 2 zeigt die sich aus den zwei Versuchen ergebenden Dosis-

Wirkungs-Kurven.

HRP2 [% der Positivkontrolle]

Clindamycin [uM] Experiment 1 Experiment 2
0 100,00 100,00
0,3 89,85 115,07
1 73,55 99,84
3 82,56 106,42
10 70,99 101,14
30 75,16 88,72
100 61,48 71,60
300 9,84 25,76
EC [% Hemmung] [uM]
50 137,70 151,24
Tab. 1 Dosis-Wirkungs-Beziehung und Hemmkonzentrationen (ECsp)

Clindamycin 72 h
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Dosis-Wirkung Clindamycin 72h

140,00
120,00
2 100,00 -
~ 80,00 -
& 60,00
I ki
a 40,00 \\\
20,00 \
0,00 ‘ ‘ ‘
0,1 1 10 100 1000
Konzentration Clindamycin [pM]
Abb. 5 Dosis-Wirkungs-Kurve Clindamycin 72 h

3.1.2 Chloroquin

Der einzelne Versuch mit durchgehender Exposition mit Chloroquin ergab
Hemmkonzentrationen von 8,62 nM fir 50 %, 21,89 nM fir 90% und 28,51 nM
fir 99 % Inhibition der Synthese des Proteins (ECsg, ECgo, ECgg). Tabelle 2 und
Abbildung 3 zeigen die vollstandigen Ergebnisse und die graphische

Darstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung.
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Chloroquin [nM]

HRP2 [% der Positivkontrolle]

Experiment 1

0 100,00
0,3 102,18
1 96,93
3 110,13
10 39,17
30 2,93
100 1,27
300 1,44
1000 1,88
3000 3,38
EC [% Hemmung] [nM]
50 8,62
90 21,89
99 28,51
Tab. 2 Dosis-Wirkungs-Beziehung und Hemmkonzentrationen (ECso/90/99)
Chloroquin 72 h
Dosis-Wirkung Chloroquin 72h
120,00
100,00 7%/‘\
=, 80,00 \
N
% 60,00 \
= 40,00 \
20,00 \
0,00 * + -
0,1 1 10 100 1000 10000
Konzentration Chloroquin [nM]
Abb. 6 Dosis-Wirkungs-Kurve Clindamycin 72 h
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3.2 144h-Ergebnisse

Nach der Etablierung der Methodik wurden vier Experimente mit Clindamycin
und ein Experiment mit Chloroquin Uber drei parasitare asexuelle Zyklen Uber
144 h durchgeflhrt.

3.2.1 Clindamycin

Die Ergebnisse zeigen eine sehr deutliche Senkung der inhibitorischen
Konzentrationen nach 144 h, beziehungsweise nach Abschluss eines dritten
parasitaren Zyklus auf 5,3 nM bei durchgehender und auf 7,2 nM bei Exposition
zu Clindamycin nur Uber die ersten 48 h. Die Ergebnisse sind im Einzelnen in

Tabelle 3 dargestellt.

Expositionsdauer[h] n EC50 [nM] EC90 [nM]
Mittel Min Max SA Mittel Min Max SA
48 6 7,2 39 9,2 1,9 21,5 19,3 26,3 2,5
1446 53 3,0 6.8 1,4 15,3 10,9 19,0 33
Tab. 3 Hemmkonzentrationen (ECso/g0) fur Clindamycin nach 144 h

Die Unterschiede zwischen der Exposition zum Hemmestoff tber nur 48 h und
der durchgehende Exposition Uber die gesamten 144 h beziehungsweise drei
parasitare Zyklen sind klein, zum Teil jedoch statistisch signifikant.

Zum Messzeitpunkt nach 96 h ist bei 100 und 300 nM die PMHRP2-Synthese
signifikant groRer — wider Erwarten jedoch bei den Parasiten, die durchgehend
Kontakt zu den vollen Clindamycinkonzentrationen hatten. Bei 100.000 nM
wiederum wachst eher erwartungsgemal die Kultur mit nur kirzerer Exposition
besser.

Nach drei Zyklen beziehungsweise 144 h zeigen sich bei 1, 10, 30, 30000 und
100000 nM signifikante Unterschiede im Sinne von starkerer PIHRP2-Synthese
bei Kulturen, die nur Uber 48 h exponiert waren.

Die hier vorgestellten Ergebnisse der longitudinalen Analyse der gesamten Uber
144 h erhobenen Daten sind in Tabelle 4 dargestellt. Abbildung 7 zeigt die

Entwicklung der mittleren relativen PMHRP2-Konzentration in Prozent der uber

32



drei Zyklen sich entwickelnden medikamentenfreien Positivkontrolle in
Abhangigkeit der Konzentration von Clindamycin und dem Messzeitpunkt am

Beispiel eines Experiments.
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n Mittel SA Min Max
Negativkontrolle 8 2,3 1,3 1,0 4,3
Zyklus |
Clindamycin [nM] n Mittel SA Min Max
0 24 54 1,5 1,1 3,7
1 6 5,0 0,4 4,5 55
3 6 54 0,4 4,6 5,8
10 6 4,8 0,5 4,2 5,6
30 6 4,5 0,2 4,3 5,0
100 12 4,8 0,4 3,8 53
300 6 5,0 0,1 4,9 52
1000 18 52 1,2 3,6 7,7
3000 18 5,0 1,2 3,4 7,8
10000 18 4,6 1,1 3,0 6,4
30000 12 3,9 1,1 2,5 5,6
100000 12 4,3 1,2 3,1 6,8
Zyklus I
Exposition durchgehend nur im ersten Zyklus
Clindamycin [nM] n Mittel SA Min Max Mittel SA Min Max p
0 24 36,5 77 274 56,2 356 11,1 23,5 62,3 0,600
1 6 33,9 59 27,2 42,9 33,7 43 289 41,7 0,956
3 6 35,5 24 318 39,0 31,9 53 264 39,4 0,162
10 6 23,4 37 182 29,4 25,8 28 215 28,2 0,238
30 6 211 30 174 25,5 22,1 22 200 24,8 0,547
100 12 26,4 54 18,0 32,5 247 55 17,3 30,5 0,010
300 6 31,9 1,8 301 341 29,6 0,7 285 30,6 0,018
1000 18 37,8 7.1 29,7 54,7 387 140 255 63,5 0,652
3000 18 37,5 75 297 51,4 393 144 257 63,7 0,342
10000 18 39,3 9,1 30,4 56,1 40,4 146 285 65,9 0,579
30000 12 44,2 83 335 58,2 496 184 295 78,4 0,143
100000 12 41,5 7,1 29,9 50,0 484 153 3041 69,4 0,011
Zyklus llI
0 24 100,0 33,3 33,3 155,2 100,0 322 36,8 1447 1,000
1 6 90,5 95 793 102,7 108,1 16,6 884 130,8 0,048
3 6 812 128 66,5 103,2 955 152 657 106,9 0,109
10 6 35,2 24 326 38,8 51,3 6,5 449 63,4 0,000
30 6 21,8 0,7 209 22,6 24,8 1,3 237 27,2 0,001
100 12 23,0 3,1 20,3 31,2 23,9 49 193 36,7 0,469
300 6 24,5 24 220 28,4 24,8 1,8 234 28,0 0,785
1000 18 34,7 9,7 216 51,6 373 144 253 59,7 0,098
3000 18 354 101 21,7 51,5 36,3 16,0 22,1 63,1 0,591
10000 18 36,8 11,0 18,1 57,3 39,2 16,1 231 64,4 0,174
30000 12 41,6 77 324 54,4 48,7 17,0 29,5 67,3 0,007
100000 12 36,8 86 256 48,6 46,7 15,7 26,6 66,4 0,000

Tab. 4

Ergebnisse der longitudinalen Analyse der vier Uber 144 h

durchgefuhrten Experimente mit Clindamycin (Ergebnisse als %
nach

PHRP2

der

ungehemmten

Irrtumswahrscheinlichkeiten: MANOVA).
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3.2.2 Chloroquin

Die Analyse der in dem einen uber 144 h durchgefuhrten Experiment

erhobenen Daten mit Chloroquin ergab nach 96 h mittlere ECso von 4,1 und
19,9 nM bei Exposition Uber 48 h und 144 h. Nach 144 h ergaben sich 12,8 und
8,8 nM, ebenfalls nach Exposition Uuber 48 h und 144 h. Tabelle 5 zeigt die

vollstandigen Ergebnisse.

Exposition [h] EC50 [nM] EC90 [nM]

n Mittel Min Max SA Mittel Min Max SA
Zyklus I

3 2,9 1,7 5,2 2,0 18,9 7,7 28,2 10,4

4 16,5 12,7 19,3 2,8 27,4 26,9 28,0 0,5
Zyklus Il

6 10,5 6,4 12,5 2,3 25,0 21,5 28,4 24

5 7,7 4,2 9,3 2,0 21,4 17,0 25,6 3,3

Tab. 5

Hemmkonzentrationen (ECso/g0) flr Chloroquin nach 96 und 144 h

Der Vergleich der beiden experimentellen Arme in der longitudinalen Analyse

ergab signifikante Unterschiede zwischen den experimentellen Armen in den

Konzentrationen 10, 30 und 100 nM, sowohl nach zwei, als auch nach drei

Zyklen.
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n Mittel SA Min Max

Negativkontrolle 2 0,24 0,01 0,23 0,24
Zyklus |
Chloroquin [nM] n Mittel SA Min Max
0 6 5,04 0,59 4,41 6,02
1 6 4,93 0,60 4,06 5,88
3 6 5,06 0,46 4,29 5,56
10 6 4,02 0,29 3,60 4,37
30 6 3,04 0,06 2,98 3,15
100 6 2,97 0,08 2,84 3,04
Zyklus I
Exposition durchgehend nur im ersten Zyklus
Chloroquin [nM] n Mittel SA Min Max Mittel SA Min Max p
0 6 6,67 0,58 5,97 7,70 6,64 0,82 5,35 7,72 1,000
1 6 6,21 0,43 5,77 6,71 5,99 0,68 5,50 7,35 0,262
3 6 6,24 0,43 5,57 6,76 6,19 0,52 5,64 6,91 0,873
10 6 5,33 0,26 4,97 5,62 5,99 0,50 5,56 6,91 0,025
30 6 2,97 0,06 2,91 3,08 3,15 0,11 3,04 3,33 0,010
100 6 2,94 0,06 2,85 2,99 3,13 0,05 3,07 3,21 0,004
Zyklus Il
Chloroquin [nM] n Mittel SA Min Max Mittel SA Min Max p
0 6 100,00 2520 70,51 137,53 100,00 22,82 79,23 140,49 0,873
1 6 103,46 19,24 81,15 131,28 108,77 14,70 92,12 133,49 0,522
3 6 94,06 16,46 76,15 120,17 107,99 26,88 86,67 160,49 0,199
10 6 48,25 11,01 3558 65,55 70,18 10,83 53,35 85,31 0,010
30 6 2,86 0,02 2,83 2,89 3,13 0,09 3,04 3,25 0,004
100 6 2,88 0,03 2,85 2,93 3,06 0,06 2,99 3,17 0,004
Tab. 6 Ergebnisse der longitudinalen Analyse des udber 144 h

durchgefuhrten Experiments mit Chloroquin (Ergebnisse als %
PMHRP2 der ungehemmten Kontrolle nach 144 h.
Irrtumswahrscheinlichkeiten: Wilcoxon Rangsummentest).
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4 Diskussion

4.1 Einfiihrung

Die vorgestellten Ergebnisse bieten einige Antworten auf die in der Einleitung
aufgeworfenen Fragen. Hier sollen also zuerst die Bedeutung der im
Ergebnisteil vorgestellten Resultate diskutiert werden. Daraufhin werden
Schwachen der Methodik angesprochen. Zuletzt soll ein die Ergebnisse
erklarendes Modell vorgestellt und erlautert werden mit einem Ausblick auf
experimentelle Moglichkeiten zur Klarung der weiterhin bestehenden und neu

entstandenen Fragen.

4.2 Konventionelle Experimente iiber 72 Stunden

Die zuerst durchgeflhrten, konventionellen Experimente Uber 72h zeigten
ahnlich hohe ECso-Werte von im Mittel 144,5 yM wie von anderen Autoren
beschrieben (42). In vivo werden mit den Ublichen Dosierungen von 5 mg/kg
Kdrpergewicht alle acht Stunden Plasmaspiegel zwischen 300 nM und 3500 nM
erreicht (31). In einer anderen pharmakokinetischen Studie in vivo wurden 0,76
Stunden nach oraler Administration von 600 mg Clindamycin an gesunde
Erwachsene Plasmaspitzenkonzentrationen von 11,4 uM bei einer
Halbwertszeit von 2,4 Stunden erreicht (12). Diese Spitzenspiegel sind also
zwolf bis vierzigfach niedriger als die hier in vitro Uber 72 h gefundenen ECs-
Werte. Nichtsdestotrotz sind diese Plasmaspiegel ausreichend um klinisch bei
Anwendung uber funf Tage als Monotherapie eine vollstandige Eradikation der
Parasiten zu erreichen. Der in vivo beobachtete, langsame Wirkungseintritt mit
einer mittleren Parasiteneliminationszeit von 3 bis 4 Tagen (entsprechend
einem Wirkungseintritt nach 2 Replikationszyklen) und einer klinischen
Heilungszeit, gemessen als mittlere Zeit bis zur Entfieberung, von drei bis funf
Tagen, legte also eine Verlangerung des Versuchszeitraums nahe (29). Auch
der in anderen Verdffentlichungen gezeigte, merkwirdige zeitliche Verlauf (45)
der Parasitenelimination durch Clindamycin und der noch ungeklarte
molekulare Wirkort von Clindamycin als Antiprotozoikum machten die genauere

Untersuchung der Kinetik interessant.
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4.3 Experimente liber drei parasitdre Zyklen

Die Verlangerung des Versuchsaufbaus enthillte eine interessante Eigenschaft
von Clindamycin. Konzentrationen, die nach bis zu 96 Stunden Inkubation nur
eine geringe Wirkung auf die HRP2-Synthese hatten, fuhrten nach 144 Stunden
zu einem vollstandigen Erliegen der Synthese dieses Proteins, gemessen als
Synthese des Proteins vom Zeitpunkt 96 Stunden bis zum Zeitpunkt 144
Stunden. So ergab sich nach 144 Stunden eine mittlere ECs, von 5,26 nM,
wahrend nach 48 und 96 Stunden Konzentrationen bis zu 100.000 nM eine
Hemmung von lediglich unter 50 % bewirkten. Der mit der gleichen Methodik
beim gleichen Laborstamm gemessene mittlere ECso von 144,5 uM bei
kontinuierlicher Exposition Uber 72 Stunden ist also mehr als 27.000-fach
héher. Eine ahnliche Beobachtung machten bereits Divo et al. (6) in einer In-
vitro-Studie, bei der zur Quantifizierung des Wachstums die Aufnahme von [*H]-
Hypoxanthin als Substrat der Synthese von Nukleinsauren benutzt wurde. Bei
dieser Methode wird die Menge des aufgenommenen, tritiummarkierten
Hypoxanthins mit einem Szintillationszahler bestimmt. Diese Gruppe
beobachtete einen Abfall der Inhibitionskonzentrationen um den Faktor 10* bis
10° bei Verlangerung der Exposition der Parasiten um 48 Stunden.

Erstaunlicherweise war dieser verzdgerte Effekt sogar dann zu beobachten,
wenn Clindamycin bereits nach 48 Stunden ausgewaschen und nicht wieder
ersetzt wurde. Der hier bestimmte mittlere ECso nach 144 h betrug 7,24 nM,
ebenfalls um vier Zehnerpotenzen niedriger als im Versuchsaufbau Uber 72

Stunden.

4.4 Chloroquin

Als Referenz wurde der gleiche Versuchaufbau tUber 144 und 72 Stunden mit
Chloroquin als Inhibitor durchgeflhrt. Hier bestatigte sich das spezielle
Wirkprofil von Clindamycin, als Chloroquin mit verlangerter Inkubationszeit wohl
eine Wirkungsverstarkung erfahrt, sich die inhibitorische Potenz aber nicht in
solchen Dimensionen andert wie das bei Clindamycin zu beobachten war. Der
nach 72 Stunden sich ergebende ECsy betrug bei Chloroquin 8,62 nM, bei
durchgehender Exposition Uber 144 Stunden 7,7 nM. Im Versuch uber 144
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Stunden zeigte sich zum Messzeitpunkt nach 96 Stunden ein ECs, von 16,5
nM, nach 48 Stunden konnte mit der hier eingesetzten maximalen
Konzentration von 100 nM eine Hemmung von nur ungefahr 43 % erreicht
werden. Insgesamt war also auch hier eine positive Korrelation zwischen
inhibitorischer Wirkung und Versuchsdauer zu erkennen. Dieser positive
Zusammenhang war aber im Gegensatz zu Clindamycin ungleich weniger
ausgepragt.

Auch die interessante Beobachtung dass der verzogerte Effekt von Clindamycin
auch bei Exposition fur nur 48 h fast gleich ausgepragt ist, zeigte sich bei
Chloroquin in nur deutlich geringerem Malie. Durchgehend mit Chloroquin
behandelte Kulturen entwickelten sich bei Hemmstoffkonzentrationen, die eine
deutliche Wachstumshemmung verursachten signifikant schlechter als jene, die
nur wahrend der ersten 48 Stunden mit der Ausgangskonzentration in Kontakt

waren.

4.5 Kritik der Methode

4.5.1 Auswaschen des Inhibitors

Bei den Versuchen uUber 144 Stunden wurde zu den Zeitpunkten 48 und 96
Stunden das Medium mehrfach ausgewaschen. Dies wurde durchgeflihrt um
zum einen den Kulturen wieder neue Substrate zur Verflugung zu stellen und
somit deren Wachstumsbedingungen wieder mdglichst dem Ausgangszustand
anzupassen. Zum Zweiten ermoglichte diese aufwandige Methode die indirekte
Bestimmung des sekretierten Anteils PHRP2, um einen moéglichen Einfluss der
verwendeten Inhibitoren auf das Verhaltnis von intra- zu extraerythrozytarem
Antigen vernachlassigbar zu machen. Zum Dritten konnte so der Vergleich
zwischen Exposition zum Inhibitor Gber nur 48 Stunden und die vollen 144
Stunden durchgeflihrt werden. Bei jedem Waschvorgang wurde durch
Entnahme von 75 % des Gesamtvolumens von 200 pl die theoretische
Gesamtkonzentration um den Faktor 0,25 gesenkt. Somit ergab sich eine
Reduktion der Konzentration nach drei Waschvorgangen um den Faktor 0,25°
auf 1,56 % der Ausgangskonzentration. Bei den Waschvorgangen konnte

jedoch nur der extrazellulare Uberstand erreicht werden. Wahrscheinlich
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vorhandene Konzentrationsunterschiede in verschiedenen Kompartimenten
konnten so also nicht erreicht werden. Angenommen die mittlere
intraerythrozytare Konzentration sei nach 48 Stunden Konzentrationsausgleich
hoher als die extraerythrozytare, so wilrde die resultierende
Gesamtkonzentration nach drei Waschvorgangen hoher als die errechneten
1,56 % der Ausgangskonzentration liegen. Im entgegengesetzten Fall ergabe
sich eine niedrigere als die errechnete Konzentration.

Im ersten Fall resultierte nun also in den Kulturen, die dreimal mit inhibitorfreiem
Medium gewaschen wurden eine durchschnittliche Konzentration von 1,56 % +
X, mit X als einem unbekannten Anteil aus der intraerythrozytaren erhdhten
Konzentration. In den Kulturen, die kontinuierlich dem Inhibitor ausgesetzt sein
sollten, denen also im dritten Waschgang Medium mit der die rechnerische
Zielkonzentration ergebenden Konzentration zugesetzt wurde, ergabe sich eine
Konzentration von 1,56 % + X + Y, mit X wie im ersten Fall und Y dem durch
die Zugabe inhibitorhaltigen Mediums erhdhenden Anteils.

Auch muss bedacht werden, dass wahrend des Waschvorgangs die
extraerythrozytare Konzentration in drei Stufen vermindert wird und zwischen
den Waschgangen Konzentrationsausgleich stattfinden kann. Dieser
Konzentrationsausgleich nahert die tatsachlichen Konzentrationen den
errechneten Konzentrationen an, bei deren Berechnung Kompartimentierung
und resultierende Konzentrationsunterschiede nicht in Betracht gezogen
wurden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Clindamycin vergleichsweise gering
intraerythrozytar ~ akkumuliert.  Untersuchungen  mit tritiummarkierten
Medikamenten zeigten Verhaltnisse von intra- und extraerythrozytaren
Konzentrationen von 5,5 nach 120 min. Bei Chloroquin ergeben sich
Verhaltnisse von bis zu 20.000 (13). Konnte dieser enorme Unterschied
zwischen Clindamycin du Chloroquin nicht auch die hier beobachteten Effekte
erklaren?

Eine Auswirkung der stark unterschiedlichen intrazellularen Akkumulation der
beiden untersuchten Substanzen auf die Kinetik der Wirksamkeit der beiden

Verbindungen kann nicht ausgeschlossen werden, wirde aber, wie im
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Folgenden beschrieben, keinen Einfluss auf die Interpretation der vorliegenden
Daten haben. Bei den hdheren intraerythrozytaren Konzentrationen bei
Chloroquin ist der Waschvorgang wie oben Anhand einer Modellrechnung
erlautert deutlich weniger effektiv als bei Clindamycin. So waren die wirklichen
Konzentrationen nach dem ersten, mehr noch nach dem zweiten
Waschvorgang hdéher als angenommen. Das wirde zu falsch niedriger
Bestimmung der Hemmkonzentrationen fuhren. Tatsachlich sinken aber die
Hemmkonzentrationen bei dem weniger akkumulierenden Medikament deutlich

starker.

4.5.2 Kiritik der Datenaufbereitung und —auswertung

Um Daten Uber das Ausmal} der Inhibition innerhalb der beobachteten Zyklen
zu erhalten, wurden die Werte der relativen HRP2-Konzentration nach Formel 4
umgerechnet. Dieses Modell ist eine Vereinfachung, weil es einen linearen
Anstieg der PIHRP2-Konzentration unterstellt, der unabhangig ist von der zum
jeweiligen Zyklusbeginn bestehenden PMHRP2-Konzentration und Parasitamie.
Aus diesem Grund wurden die gewonnenen ECsy auch nicht zum statistischen
Vergleich des Einflusses von verschiedenen Inkubationsdauern auf die PHHRP2
Produktion nach 144 h herangezogen. Diese halbmaximalen Hemmungswerte
illustrieren aber sehr gut die bei Clindamycin um Zehnerpotenzen abfallenden

und bei Chloroquin in den gleichen Dimensionen verbleibenden ECs.

4.5.3 PMHRP2 als Surrogat parasitaren Wachstums

Jede Methode der Quantifizierung parasitaren Wachstums ist mit Nach- und
Vorteilen behaftet.

Die Methode der Schizontenreifung, bei der nach 24 Stunden Inkubation mit
dem zu untersuchenden Hemmstoff das Verhaltnis von reifen Schizonten zur
Parasitengesamtzahl gebildet wird, ist mit einfachen Mitteln durchflhrbar, sehr
arbeitsintensiv und fuhrt bei einem reifungsverlangsamenden, aber nicht
endgultig verhindernden Effekt des Inhibitors zu falsch niedrigen effektiven
Konzentrationen. FuUr die in dieser Studie notwendige, longitudinale Evaluation

ist diese Methode ungeeignet.
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Eine alternative Methode ware die direkte Bestimmung der Parasitamie
gewesen. Sie ist Uber verschieden lange Zeitrdume durchfihrbar und durch
Verwendung der  Durchflusszytometrie  statt der  konventionellen
Lichtmikroskopie auch automatisierbar und weniger subjektiv, obwohl
tendenziell weniger sensitiv.

Mit der szintigraphischen Bestimmung der Aufnahme verschiedener, radioaktiv
markierter Substrate lassen auf interessante Weise verschiedene metabolische
Prozesse als Korrelat der inhibitorvermittelten Wachstumshemmung
heranziehen. Etabliert sind [°H]-Isoleucin als Substrat der Translation und [°H]-
Hypoxanthin als Substrat der Nukleinsauresynthese. Ein grof3er Nachteil jedoch
ist die Notwendigkeit des Einsatzes radioaktiv markierter Substanzen.

Die hier schlieBlich verwendete Methode der quantitativen Bestimmung von
PMHRP2 mittels eines kommerziell erhaltlichen ELISA-Testkits ist mit relativ
einfachen Mitteln durchflhrbar. Die Methode korreliert hervorragend mit der
Schizontenreifungsbestimmung und der [3H]-Hypoxanthin-Aufnahme bei der
Evaluation von Mefloquin, Chinin, Chloroquin und Artesunat (36). Auch bei der
Bestimmung der Wirksamkeit von Clindamycin wurde die Methode bereits mit
guten Ergebnissen angewendet (42). Da PHRP2 ein im Nukleus kodiertes
Protein ist, sind keine spezifischen Verzerrungen durch einen wahrscheinlichen
Hemmer der apicoplastaren oder eventuell auch mitochondrialen

Proteinsynthese zu erwarten.

4.6 Erklarungsmodell

4.6.1 Hemmung der Schizogonie

Clindamycin als Lincosamid ist gemeinsam mit Makroliden, Chloramphenicol,
Azithromycin und Spiramycin ein Inhibitor prokaryonter Ribosomen. All diese
Inhibitoren prokaryonter Proteinsynthese zeigen in vitro und/oder in vivo
Wirksamkeit gegen Apicomplexa, einer Gattung eukaryonter Protozoen. All
diese strukturell unterschiedlichen Antibiotika zeigen in ihrer Wirkung gegen
Apicomplexa einen distinkten, verzdgerten Wirkeintritt, den ,delayed death

phenotype®, einen gemeinsamen molekularen Wirkort nahe legend (8-10;43).
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Camps et al. konnten einen gegen Clindamycin resistenten Mutanten von
Toxoplasma gondii isolieren und eine eventuell ursachliche Punktmutation der
ribosomalen RNA nachweisen. Aulerdem waren sie in der Lage,
elektronenmikroskopische Aufnahmen von mit Clindamycin behandelten
Parasiten in ihrer Wirtszelle, in diesem Fall humanen Vorhautfibroblasten,
anzufertigen. Diese Aufnahmen zeigen bis zu drei Generationen ultrastrukturell
weitgehend normal aussehende Tochterzellen in ihren Mutterzellen. Die
Tochterzellen scheinen ihre Fahigkeit der Endodyogenie verloren zu haben.
Das heifdt, sie sind nicht mehr in der Lage, die Mutterzelle zu verlassen, somit
die Wirtszelle zu lysieren und neue Wirtszellen zu befallen. Sollte dies ein Effekt
der Hemmung der apicoplastaren Proteinsynthese durch Clindamycin sein, so
ware das eine mogliche Erklarung fur die spezielle Kinetik der Inhibition von
Apicomplexa durch Clindamycin und andere prokaryonte

Proteinsyntheseinhibitoren (4).

Eine andere Veroffentlichung unterstutzt die Verbindung von apicoplastarer
Funktion und verzdogertem Zelltod. He et al. interferierten auf nicht-
pharmakologische Weise Toxoplasma gondii mit der normalen Funktion des
Apicoplasten und beobachteten ebenfalls den Effekt des ,delayed death
phenotypes”® (16).

Ubertragen auf Plasmodium falciparum wirde sich damit folgendes
Erklarungsmodell der in vitro beobachteten Phanomene ergeben:

Beim Beginn eines Versuchs sind die synchronisierten Parasiten
intraerythrozytar im frihen Ringstadium. Wahrend der Entwicklung zum reifen
Schizonten in den ersten 48 Stunden des Versuchs wird die Proteinsynthese
durch Hemmung der Translation an apicoplastaren Ribosomen vermindert und
somit die Funktionalitat der Apicoplasten der Tochterzellen gehemmt. Die
Mutterzelle jedoch besitzt noch die Fahigkeit die Wirtszelle zu lysieren und
somit den Tochterzellen, den Merozoiten, den Befall neuer Erythrozyten zu

ermoglichen.
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In dieser neuen Wirtszelle entwickeln sich mit oder ohne Einfluss von
Clindamycin ungestort erneut Tochterzellen in ihrer Mutterzelle, dem
Schizonten. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist auch die zytoplasmatische
Proteinsynthese ungestort. Das heildt, trotz Einfluss eines potenten Inhibitors ist
die HRP2-Synthese bis 96 Stunden nach Beginn des Experiments ungestort.
Zeitgleich zeigt sich aber die Wirkung durch gestorte apicoplastare Funktion:
Eine erneute Schizogonie ist nicht moglich. Die Tochterzellen verbleiben in der
Mutterzelle und der Wirtszelle. Es werden keine neuen Erythrozyten befallen
und durch Mangel an Substraten, Anhaufung von toxischen Metaboliten oder
Platz oder einer Kombination der genannten Effekte im Erythrozyten kommt es
zu einer starken Inhibition der zytoplasmatischen Proteinsynthese.

Inhibitorische Effekte, die schon fruher bei hoheren Konzentrationen sichtbar
werden, sind zum einen durch nur unvollkommene Synchronitat der parasitaren
Entwicklung, zum anderen durch einen anderen Wirkmechanismus von
Clindamycin verursacht.

In einer 1984 verodffentlichten Studie zeigte sich ein plateauférmiger Verlauf der
Dosis-Wirkungs-Kurve. Dieses Phanomen wurde mit den in hohen
Konzentrationen sichtbaren Schaden an den Wirtszellen, den Erythrozyten,
erklart (45). Somit waren die frGhen Effekte von Clindamycin Zeichen einer

nicht-selektiven Toxizitat.

4.7 Ausblick

Bei Toxoplasma gondii ist der Nachweis einer Punktmutation im Bereich der
apicoplastaren DNS bei clindamycinresistenten Mutanten gelungen. Dieser
Bereich kodiert fur die Transpeptidationsregion ribosomaler RNS.

Die Selektion vergleichbarer, clindamycinresistenter Mutanten von Plasmodium
falciparum ware ein Schritt, den molekularen Wirkmechanismus von Hemmern
der prokaryonten Proteinsynthese bei diesem Apicomplexa Parasiten
aufzuklaren. Untersuchungen der ultrastrukturellen Morphologie mit
Clindamycin behandelter Plasmodien konnten Hinweise auf die Rolle von
Proteinprodukten des Apicoplasten, speziell in der Erythrozytenevasion, geben.

Eventuell kdnnten Clindamycin-resistente Allele der groRen ribosomalen RNA
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Untereinheit fur die gezielte Manipulation von Apikoplastenfunktionen mit Hilfe

von Allelaustausch Experimenten benutzt werden.
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5 Zusammenfassung

Das Antibiotikum Clindamycin als selektiver Inhibitor der prokaryonten
Proteinsynthese zeigt eine seit langem bekannte, aber wenig charakterisierte
hemmende Wirkung gegen eukaryonte Apicomplexa, zu denen die Protozoen
Toxoplasma gondii, dem Erreger der Toxoplasmose und Plasmodium
falciparum, dem Erreger der Malaria tropica, gehdren. In der Literatur zur In-
vitro-Wirksamkeit von Clindamycin gegen Apicomplexa zeigen sich zum einen
in mehreren Veroffentlichungen extrem hohe ECsy, zum anderen eine
merkwurdig verzogerte Kinetik der Wachstumshemmung.

Die vorliegende Arbeit untersucht den zeitlichen Verlauf der Wirksamkeit von
Clindamycin gegen Plasmodium falciparum in vitro. Es wird die Frage
untersucht, ob der langsame Wirkungseintritt nach zwei Generationen durch
einen Akkumulationseffekt nach kontinuierliche Einwirkung mit Clindamycin
(time of exposure-dependent effect), oder durch ein verspatetes Einsetzen der

Wirkung (delayed effect) hervorgerufen wird.

Es wurden Experimente in vitro Uber mehrere parasitare Zyklen von
Plasmodium falciparum (144 h) und unterschiedlich langer Exposition (48 h
versus 144 h) zu einem weiten Konzentrationsbereich von Clindamycin (1 bis
1x10° nM) durchgefilhrt. Das Wachstum beziehungsweise die Vermehrung
wurde zu den Zeitpunkten 0, 48, 96 und 144 h mittels eines etablierten ELISA
mit monoklonalen Antikdrpern gegen das parasitare Protein PHRP2

quantifiziert.

Bis zur maximal eingesetzten Konzentration von 100.000 nM Clindamycin
zeigte sich nach 48 und 96 h keine 50%ige Hemmung der PAHRP2-Synthese.
Nach 144 h ergaben sich jedoch mittlere ECsy von 5,25 nM bei durchgehender
Exposition und 7,24 nM bei Exposition zum Hemmestoff nur Gber die ersten 48 h
des Versuchs. Der Vergleich zwischen den beiden experimentellen Armen
einmal mit durchgehender, einmal mit nur 48-stlindiger Exposition zeigt

erstaunlich geringe Unterschiede. Das durchgefuhrte Kontrollexperiment mit
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Chloroquin bestatigte das eigenartige Wirkprofil vom Clindamycin. Chloroquin
zeigte schon nach 48 h eine deutliche antiproliferative Wirkung, die errechneten
ECso zeigten wohl auch einen positiven Zusammenhang der Wirksamkeit mit
dem zeitlichen Abstand nach Expositionsbeginn, nicht jedoch in den bei
Clindamycin zu beobachtenden Dimensionen und die Unterschiede zwischen
den zwei unterschiedlichen Expositionsdauern war bei deutlicher Hemmung
signifikant.

Diese Ergebnisse sind mit einem Modell der Hemmung der Synthese von
apicoplastaren Proteinen mit einer konsekutiven Hemmung der folgenden

Schizogonie, wie bereits bei Toxoplasma gondii vermutet wurde, vereinbar.
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