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Einleitung

Die Chemotherapie der Schlafkrankheit des Menschen basiert derzeit auf drei Medika-
menten: Suramin, Pentamidin und Melarsoprol (Mel B). Fir die veterindrmedizinisch
bedeutsamen Trypanosomosen sind es flinf Substanzen: Diminazen, Homidium, Iso-
metamidium, Quinapyramin und Suramin. Die Wirksamkeit aller dieser Substanzen
wird durch eine zunehmende Arzneimittelfestigkeit der Erreger geschmalert. Neue
Substanzen, die in der Lage sind, solche resistent gewordenen Trypanosomenstamme
zu eliminieren, werden dringend bendtigt.

DL-a-Difluormethylornithin (DFMO) ist ein selektiver, Enzym-aktivierter, irreversibler
Inhibitor der Ornithindecarboxylase (9), ein Schllisselenzym fiir die Synthese von fiir
die Zeliteilung wichtigen Polyaminen. Difluormethylornithin ist wirksam gegen Trypano-
soma brucei brucei-, T. b. gambiense-, T. b. rhodesiense- und T. congolense-Infektio-
nen in M&usen (1, 6, 7, 5). SCHILLINGER und GORTON (12) zeigten, da DFMO Iso-
metamidium- und Diminazen-resistente T. congolense-Stamme in Mausen eliminiert.
Nachdem die potentielle trypanostatische Wirkung von DFMO in Mausen nachgewie-
sen war, wurde DFMO eine der wenigen Substanzen, die beim Menschen fiir die
Behandlung der durch T. b. gambiense hervorgerufenen Form der Schlafkrankheit zur
Anwendung kam (13, 14). DFMO ist nicht nur gegen das Frih-, sondern auch gegen
das Spatstadium der Gambiense-Schlafkrankheit wirksam (3, 10, 13, 14).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, die Wirksamkeit von DFMO gegen Medi-
kamenten-resistente T. b. bruceiin Mausen und in vitro zu untersuchen.

Material und Methoden
Trypanosomenstdmme

Die T. b. brucei-Stdmme CP 547 (Jilib/Somalia), CP 2107 (Mogadishu/Somalia) und
CP 2469 (Hakaka/Somalia) wurden 1985 aus natlrlich infizierten Rindern isoliert. Der
Klon ILTat 1.4 stammt vom Stamm EATRO 795 ab, der 1964, ebenfalls aus einem
Rind, in Uhembo (Kenia) isoliert wurde.

Kultivierung der Trypanosomenstdmme

Die Kultivierung der Trypanosomenstamme erfolgte in Kulturplatten mit 24 Vertiefun-
gen (Costar, Cambridge, Mass., USA). Als Medium wurde modifiziertes Eagle’s MEM-
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(Gibco, Paisley, U.K.) benutzt, das 20% Hitze-inaktiviertes Pferdeserum, 25 mM
HEPES, 2 mM L-Glutamin, 0,2 mM Mercaptoathanol (2), 100 ug/ml Streptomycin und
0.1 mM Hypoxanthin enthielt. Die Kulturplatten wurden in einem CO,-Brutschrank (5%
in Luft; 37° C) inkubiert.

Testsubstanz und kommerzielle Trypanozide

DL - o - Difluormethylornithin (DL - a - Difluormethylornithin - Hydrochlorid - Monohydrat)
wurde vom Merrell-Dow Research Institute (Cincinnati, Ohio, USA) zur Verfigung
gestellt. Die anderen Medikamente: Diminazen (Diminazen-Aceturat, Berenil®,
Hoechst AG), Mel B (Arsobal®, Specia) und Suramin (Naganol®, Bayer AG) wurden
kauflich erworben.

Kurz vor Behandlung wurden die Substanzen in Wasser, Mel B in einer 50%igen Pro-
pylenglykol-in-Wasser-Lésung geldst. Difluormethylornithin wurde Gber das Trink-
wasser verabreicht, waéhrend die anderen Medikamente intraperitoneal (i.p.) injiziert
wurden.

Versuchstiere und Versuchsaufbau

Swiss Mice beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von 20 - 35 g wurden firr die Ver-
suche verwendet. Gruppen von acht Mausen wurden die entsprechenden Stamme i. p.
(1 X 10° Trypanosomen pro Maus) injiziert. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung.
Die Mause wurden zweimal wdchentlich mittels Schwanzblut-Nativpraparat Gber eine
60tagige Zeitspanne hinweg untersucht. Sie wurden als geheilt betrachtet, wenn ab
dem 5. Tage nach Behandlung fir den weiteren Untersuchungszeitraum keine Try-
panosomen nachgewiesen werden konnten.

Bestimmung der EC,,-Werte

Trypanosomen aus der Kultur wurden auf eine Konzentration von 2 X 105/ml eingestellit
und 500 pl in ein Loch einer Kulturplatte (24 Vertiefungen) pipettiert. Gleiche Volumina
doppelt konzentrierter Medikamentenlésungen wurden hinzugefligt. Nach 24stlndiger
Inkubation wurden die Trypanosomen mit einem Coulter Counter gezéhit. Die ECy,-
Werte (die Konzentration der Substanzen, die das Wachstum der Trypanosomen um
50% hemmt) wurden nach der Minimum Chi-Quadrat-Methode bestimmt.

Ergebnisse

Die Empfindlichkeit der Trypanosomenstdamme in Mausen gegen Diminazen, Mel B
und Suramin ist in Tabelle 1 dargestellt. Mit Klon ILTat 1.4 infizierte Mduse waren mit
allen getesteten Trypanoziden zu heilen. Anders verhielt es sich mit den CP-Stammen,
wobei deutliche Sensitivitdtsunterschiede gegen die genannten Trypanozide auftraten.
Die Hochstdosis von 40 bzw. 50 mg/kg Diminazen eliminierte keinen der CP-Stamme.
Die hochste Mel B-Dosis von 10 mg/kg vermochte nur 5 der 8 mit Stamm CP 547
infizierten Tiere zu heilen. Stamm CP 2107 war gegen die erprobte Hochstmenge von
40 mg/kg Suramin resistent.

Eine finf Tage dauernde Verabreichung einer 2%igen DFMO-Lbsung heilte alle
Mause, unabhangig davon, mit welchem Stamm sie infiziert waren. Eine Therapie-
dauer von drei Tagen erwies sich bei Klon ILTat 1.4 als ausreichend, nicht jedoch bei
Stamm CP 547. Niedrigere Konzentrationen von DFMO, 0,5 oder 1%, verabreicht Gber
eine 5tagige Versuchsperiode hinweg, waren bei letzterem Stamm ebenfalls nicht aus-
reichend (Tab. 2).

Einer mit Stamm CP 547 infizierten Maus, die nach einer 5tagigen Behandlung mit
einer 2%igen DFMO-L&sung nicht geheilt war, wurde Blut entnommen und einer neuen
Gruppe von Mausen injiziert. Diesen Tieren wurde Uber 5 Tage hinweg eine 2%ige
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TABELLE 1
Empfindlichkeit in Mausen von T. b. brucei lLTat 1.4, CP 547, CP 2107 und CP 2469 gegen
Diminazen, Mel B und Suramin

Trypanosomen- Diminazen Mel B Suramin
stamm (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
ILTat 1.4 1—-G 1—G 25—G
CP 647 50 — NG 10 —(5/8) 5—G
CP 2107 40 — NG n.d. 40 — NG
CP 2469 40 — NG n.d. 10—G

G = alle Tiere geheilt

NG = keines der Tiere geheilt

n. d. = Versuch nicht durchgefiihrt

* = 5 von 8 Tieren wurden geheilt

TABELLE 2
Empfindlichkeit in Mausen von T. b. bruceilLTat 1.4, CP 547, CP 2107 und CP 2469
gegen DFMO
Trypanosomen- DFMO-Konzentration | Behandlungs- Ergebnis
stamm im Trinkwasser dauer (geheilt/
(%) (Tage) behandelt)
ILTat 1.4 2 3 8/8
2 5 8/8
CP 547 2 3 1/8
0,5 5 0/8
1 5 4/8
2 5 8/8
CP 2107 2 5 8/8
CP 2469 2 5 8/8
TABELLE 3

Wiederholung des DFMO-Behandlungsschemas an nach Riickféllen aufgetretenen
T. b. brucei-Populationen

Trypanosomen- DFMO-Aufnahme* Ergebnis
stamm (geheilt/behandelt)
CP 547 1. Behandlung 3104 | 7/8

1. Wiederholung 3471 | 4/8

2. Wiederholung 3782 | 8/8

*in mg/kg/Tag; DFMO-Konzentration im Trinkwasser 2%

DFMO-L&sung verabreicht. Damit sollte Gberprift werden, ob die bei dem Ruckfall auf-
tretenden Populationen eine gesteigerte Resistenz gegendber einer zweiten DFMO-
Behandlung aufwiesen. In dieser zweiten Gruppe wurden nur 4 von 8 Tieren geheilt.
Blut der kranken Tiere wurde nun auf eine dritte Gruppe uberimpft, in der nach 5 Tagen
DFMO-Behandlung alle Tiere geheilt waren (Tab. 3).
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TABELLE 4
Diminazen-, Mel B- und Suramin-DFMO Kombinationsbehandlungen in Mausen infiziert mit
T. b. brucei CP 547

Medikament Dosis DFMO-Behandlung™ | Ergebnis

(mg/kg) (geheilt/behandelt)
DFMO — 0,5 0/8

— 1 4/8
Diminazen 50 0/8

50 0,5 0/8

50 1 7/7
Mel B 2,5 — 0/8

10 — 5/8

2,5 0,5 4/8

Suramin 1 — 3/8

5 — 8/8

1 0,5 1/8

* DFMO-Behandlungsdauer 5 Tage, Konzentrationsangabe in %
TABELLE 5
Relative Arzneimittelsensitivitat in vitro von T. b. bruceilLTat 1.4, CP 547, CP 2107
und CP 2469

Trypanosomen- | Diminazen Mel B Suramin DFMO
stamm
ILTat 1.4 1* 1 1 1
CP 547 53 2 5 19
CP 2107 17 1 528 7
CP 2469 20 1 1 5

*) Die EC,-Werte flr die jeweiligen Medikamente wurden durch den entsprechenden Wert des
Klones ILTat 1.4 dividiert, um den relativen Arzneimittelsensitivitdtsfaktor zu ermitteln.

Zum Nachweis moglicher synergistischer Wirkungen von Arzneimittelkombinationen
bei Medikamenten-resistenten Trypanosomenstammen wurde Versuchsgruppen, die
mit dem Stamm CP 547 infiziert waren, gleichzeitig DFMO und ein weiteres Medika-
ment, Diminazen, Mel B oder Suramin verabreicht. Dabei wurden mit den Kombinatio-
nen von 50 mg/kg Diminazen und einer 1%igen DFMO-Ldsung, sowie von 2,5 mg/kg
Mel B und einer 0,5%igen L&sung, im Vergleich zu einer Monobehandlung héhere Hei-
lungsraten erzielt. Bei der Suramin/DFMO-Kombination war dies nicht der Fall (Tab. 4).

Das Isobologramm zeigt fir die Kombination DFMO und Suramin bei Klon ILTat 1.4
einen antagonistischen (Abb. 1), bei Stamm CP 2107 einen deutlich synergistischen
Effekt (Abb. 2).

In Tabelle 5 ist die in vitro ermittelte relative Arzneimittelsensitivitat der Versuchs-
stdmme dargestelit. Dabei zeigte sich, dafB die Mel B-Sensitivitdt aller Stdmme und die
Suraminsensitivitat des Stammes CP 2469 in der GrdBenordnung des Referenzklones
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Abb. 1:

Isobologramm der antagonistischen Wirkung von DFMO und Suramin bei 7. b. bruceilLTat 1.4.

ILTat 1.4 lagen. Alle anderen Stamme waren gegen die entsprechenden Medikamente
weniger sensitiv. Die EC4-Werte fir DFMO betrugen das 5- bis 19fache des Referenz-
klones.

Bei dem untersuchten Kion und den Stdmmen wurde festgestellt, daB mit steigenden
EC4,-Werten fur Diminazen gleichzeitig auch die EC;-Werte fir DFMO zunahmen.
Zwischen den logarithmisch transformierten EC.,-Werten bestand eine signifikante
Korrelation (Abb. 3).
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Abb. 2:

Isobologramm der synergistischen Wirkung von DFMO und Suramin bei 7. b. brucei CP 2107.

Diskussion

Alle CP-Stamme zeigten eine stark ausgepragte Resistenz gegen Diminazen. Dartber
hinaus widerstand der Stamm CP 2107 der Behandlung mit 40 mg/kg Suramin, wah-
rend die Stdmme CP 547 und CP 2469 als Suramin-sensitiv eingestuft werden konn-
ten. Auch bei der Behandlung mit DFMO konnten Sensitivitatsunterschiede festgestellt
werden. Kion ILTat 1.4 war mit einer (iber 3 Tage hinweg verabreichten 2%igen DFMO-
Lésung zu eliminieren. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von BACCHI et al. (1) verof-
fentlicht. Sie untersuchten einen an Mause adaptierten, hochvirulenten Stamm, EA-
TRO 110, der ebenfalls nach einer Behandlungsdauer von drei Tagen mit einer 2%igen
DFMO-L6sung eliminiert wurde. Dieser Stamm scheint, ebenso wie Klon ILTat 1.4,

60



log EC50 DEMO [pg/mi]
2.5
o
CP 547
2
CP 2107
Ocp 2469
1.5
gL ILTat 1
0.5
0 . | | |
-2 -15 -1 -0.6 5 )
log EC60 Diminazen lug/mi}

Abb. 3:

Korrelation der EC4-Werte fir DFMO und Diminazen bei T. b. bruceilLTat 1.4, CP 547,
CP 2107 und CP 2469.

ausgesprochen DFMO-sensitiv zu sein, denn alle anderen Teststdmme waren nur
durch eine funftagige Therapiedauer zu heilen. Die Ergebnisse zeigten, daB trotz Dimi-
nazen-, Mel B- und Suramin-Resistenz T. b. brucei-infizierte Mause mit einer DFMO-
Monotherapie geheilt werden konnten.

Die Tatsache, daB die Popuiationen, welche eine erste-und zweite DFMO-Behandlung
Uberlebt hatten, nach der dritten Wiederholung des Behandlungsschemas séamtlich eli-
miniert waren, zeigt, da Ruckfalle vermutlich durch individuelle Unterdosierung zu-
standegekommen waren. Im Gegensatz dazu waren bei Rickféllen aufgetretene T. b.
evansi-Populationen in Mdusen selbst bei Verdoppelung der Therapiedauer auf 10 Ta-
ge nicht volistandig zu heilen. Dies war auf eine Herauszlichtung vermindert sensitiver
Organismen zurlickzuflihren, wie anhand von in vitro gewonnen ECg,-Werten nachzu-
weisen war (ZWEYGARTH und KAMINSKY, eigene unverdffentlichte Ergebnisse). Die
Verabreichung von DFMO Uber das Trinkwasser ist fir die Beurteilung der in vivo-Ver-
suche von groBBem Nachteil, da nur die kollektive DFMO-Aufnahme, nicht aber die ei-
nes Einzeltiers, bestimmt werden kann, wodurch groBe individuelle Schwankungen
maoglich sind. Die Aufnahmeschwankungen bei der Verabreichung von DFMO an Mé&u-
se Uber das Trinkwasser wurden von ROMIJN et al. (11) untersucht. Dabei variierte die
aufgenommene Menge an DFMO wahrend einer 14-stindigen MeBperiode zwischen
350 und 2800 mg/kg. Gleichzeitig bestand eine signifikante Korrelation zwischen der
DFMO-Dosis, die (iber den Wasserverbrauch flr jedes Tier berechnet wurde, und der
DFMO-Konzentration im Serum und in anderen Geweben.

Die kombinierte Behandlung des Diminazen- und Mel B-resistenten Stammes CP 547
mit jeweils einem der beiden Medikamente und DFMO in einer subkurativen Dosis er-
gab eine Verbesserung der Heilungsraten im Vergleich zur Monotherapie mit den ent-

61



sprechenden Medikamenten. Bei der DFMO-Diminazen-Behandlung muf3te allerdings
eine sehr hohe Diminazendosis von 50 mg/kg verabreicht werden, um alle Tiere zu hei-
len. Bei der DFMO-Mel B-Behandlung hingegen konnte Mel B auf 2,5 mg/kg und die
DFMO-Dosis im Trinkwasser auf 0,5% gesenkt werden, um anndhernd gleiche Resul-
tate zu erzielen, wie bei der alleinigen Behandlung mit 10 mg/kg Mel B. Ahnliche
Ergebnisse werden von JENNINGS (4) berichtet, der mit einer Kombination von Melar-
soprol und DFMO im Vergleich zu einer Monotherapie bessere Heilungsraten erzielen
konnte. Im Gegensatz zu der von MC CANN et al. (8) beobachteten synergistischen
Wirkung der Kombination DFMO-Suramin, konnten wir mit dieser Kombination keine
verbesserten Heilungsraten beobachten. Die widersprlichlichen Ergebnisse unserer in
vivo-Versuche im Vergleich mit denen der anderen Autoren sind, wie bereits erwahnt,
vermutlich auf die Dosierungschwierigkeit von DFMO zurtickzufihren. Deshalb sind in
vitro-Versuche besser geeignet, das Zusammenwirken von DFMO mit anderen Phar-
maka zu untersuchen. So konnte mit der Suramin-DFMO-Kombination bei dem Sura-
min-resistenten Stamm CP 2107 sehr wohl eine synergistische Wirkung in vitro festge-
stellt werden. Warum die Kombination Suramin-DFMO mit dem Suramin- und DFMO-
sensitiven Klon ILTat 1.4 eine antagonistische Wirkung entfaltete, ist jedoch ganzlich
unklar.

Die Ergebnisse des DFMO-Sensitivitatstests in Mausen konnte in vitro insofern besta-
tigt werden, als der Referenzklon im Vergleich zu den getesteten CP-Stammen eindeu-
tig am sensitivsten war. Die Stdmme CP 2469, CP 2107 und CP 547 waren jeweils um
den Faktor 5, 7 und 19 resistenter. Somit konnte gezeigt werden, daB es bei T. b. bru-
cei-Feldstdmmen erhebliche Sensitivitatsunterschiede gegen DFMO gibt.

Bei den in vitro ermittelten EC4-Werten ist auffallend, daB die Sensitivitat gegen Mel B
bei allen getesteten T. b. brucei anndhernd gleich war, was im deutlichen Gegensatz zu
den in der Maus ermittelten Daten stand. Die Ursache dirften in der Wasserunléslich-
keit von Mel B beziehungsweise der Verwendung des Losungsmittels Propylenglykol
zu suchen sein. Propylenglykol beeinfluBte die Wachstumsrate von Kulturtrypanoso-
men negativ (Ergebnisse nicht aufgefihrt).

Die signifikante, positive Korrelation zwischen den logarithmisch transformierten ECy,-
Werten fir DFMO und Diminazen konnte auf eine Kreuzresistenz schlieBen lassen.
Versuche mit weiteren Trypanosomenstammen sind vonnéten, um diese Vermutung
abzusichern.

Zusammenfassung

Trypanosoma b. brucei-Stamme von unterschiedlicher Sensitivitat in Mausen gegen
Diminazen, Melarsoprol (Mel B) und Suramin wurden in vitro auf ihre Empfindlichkeit
gegen DL-a-Difluormethylornithin (DFMQ) allein und in Kombination mit Suramin
untersucht. Mit den gleichen Stdmmen infizierte Mause wurden mit DFMO allein oder in
Kombination mit jeweils einem der obengenannten Medikamente behandelt. In vitro
und in vivo traten unterschiedliche Resistenzgrade der verwendeten Stdmme gegen
DFMO zutage.

In vivo waren Ruckfalle eher durch eine Unterdosierung als durch eine DFMO-Resi-
stenz der Erreger bedingt. Synergistische Wirkungen mit DFMO zeigten sich fir Mel B
und Diminazen bei einem Mel B- und Diminazen-resistenten Stamm; von beiden Medi-
kamenten waren jedoch hohe Mengen erforderlich, um die Tiere zu heilen. Suramin
und DFMO wirkten in vivo nicht synergistisch.

in vitro wirkten Suramin und DFMO bei einem Suramin- und DFMO-sensitiven Klon
antagonistisch, bei einem Suramin-resistenten Stamm dagegen synergistisch.
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Addendum: Bei Verwendung weiterer Trypanosomenstdmme konnte eine positive
Korrelation zwischen der Diminazen- und der DFMO-Resistenz nicht bestétigt werden,
da der Referenzklon ILTat1.4 deutlich sensitiver gegen DFMO war als alle anderen Di-
minazen-sensitiven Vergleichsstamme.

Schliisselworter

Trypanosoma brucei brucei, Chemotherapie, Difluormethylornithin, Arzneimittelresi-
stenz.

Summary

Chemotherapy of drug-resistant Trypanosoma brucei brucei using
DL-a-difluoromethylornithine

Trypanosoma b. brucei stocks of varying sensitivity to diminazene, melarsoprol (mel B)
and suramin were tested for their sensitivity against DL-a-difluoromethylornithine
(DFMO) alone and in combination with suramin. Mice infected with the same stocks
were treated with DFMO alone or in combination with one of the above-mentioned try-
panocides. Variations in sensitivity of the tested stocks against DFMO were observed in
vitro as well as in vivo.

Relapses occurring in mice after treatment were due to underdosage rather than redu-
ced sensitivity to DFMO. Synergistic actions with DFMO were shown for mel B and di-
minazene respectively in a mel B- and diminazene-resistant stock, although high doses
of the two drugs were still necessary to achieve a cure. Combined treatment with sura-
min and DFMO showed no synergistic effect in vivo.

Combinations of suramin and DFMO had an antagonistic action on a suramin-sensitive
clone in vitro, but were synergistic against a suramin-resistant stock.

Key words

Trypanosoma brucei brucei, chemotherapie, difluormethylornithine, drug resistance.
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