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Einleitung

Die klinische Wirksamkeit von Diethyldithiocarbamat (DTC, Imuthiol®, Institute Merieux,
Frankreich) zur Therapie der HIV-1-Infektion wurde in mehreren klinischen Studien
belegt (1, 2, 3). DTC ist eine niedrigmolekulare Schwefelverbindung mit chelatbilden-
den Eigenschaften. Durch die Komplexierung metallischer Zentralatome werden
diverse Enzyme gehemmt. Der Wirkmechanismus, der zur verzdgerten Progression
der HIV-Infektion fihrt, ist noch Gegenstand der Diskussion.

DTC vermindert die HIV-1-Expression in peripheren Blut-Lymphozyten. Die mogliche
Hemmung der reversen Transkriptase (4) sowie des TAT-Gen-Produktes des HIV-1-
Virus (2) konnte dafir eine Erklarung darstellen. DTC wirkt immunmodulatorisch im
Sinne des vermehrten Ausreifens von T-Zellen aus Null-Zellen (5).

interleukin 2 (IL 2) und IL 2-Rezeptoren werden unter DTC in ihrer Konzentration veran-
dert (1), eine verminderte Fluidisierung von Lymphozytenmembranen wurde unter
DTC-Therapie beobachtet (6). Eine antimikrobielle Wirkung von DTC konnte in vitro auf
Methicillin-resistente Staphylokokken (7) und im Mausemodell bei systemischer Can-
dida-Infektion gezeigt werden (8). Klrzlich beschrieben wir in vitro die fungistatische
Wirksamkeit von DTC auf Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Mucor
mucedo und Aspergiilus fumigatus (9). In vivo wurde nach bauchchirurgischen Eingrif-
fen beim Menschen unter DTC eine verminderte postoperative Infektionshaufigkeit
beobachtet (10).

In den erwahnten klinischen Studien bei HIV-Infektion war ein vermindertes Auftreten
von opportunistischen Infekten zu beobachten. Das Spektrum der gegen DTC empfind-
lichen Krankheitserreger bedarf weiterer Abklérung.

Material und Methoden
Bakterien

Staphylococcus aureus (American Type Culture Collection ATCC Nr. 25923), klinische
Isolate von Staphylococcus aureus (10 Stdmme), von Staphylococcus epidermidis (10
Stémme), von Salmonella spp. (6 Stdmme), und von Escherichia coli (10 Stamme),
sowie je ein Stamm von Mycobacterium tuberculosis varietas hominis, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium kansasii und Mycobacterium simiae wurden zur Bestim-
mung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) verwendet. Die Mykobakterien wur-
den freundlicherweise vom Forschungsinstitut Borstel, BRD, zur Verflgung gestellt.
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Agarverdinnungstest

Mdller Hinton-Agar und Lowenstein Jensen-Agar (fir Mykobakterien) wurden nach
Vorschrift des Herstellers (Api Merieux) zubereitet; wahrend des Abklihlens wurde DTC
(bei 48° C im Wasserbad) entsprechend einer Zweier-Verdinnungsreihe von 256-0,25
ug/ml zugegeben und der Agar in Petrischalen gegossen. Eine Bakteriensuspension in
0,9% Kochsalzlésung mit einem Mc Farland-Trdbungswert von 0,5 wurde in Mller
Hinton-Medium 1 : 10 verdiinnt (Keimzahl ca. 1 X 107). Davon wurden 2 ul als Inokulum
auf die Agar-Platten aufgetragen. Die MHK wurde definiert als jene Konzentration, bei
welcher das Bakterienwachstum nach 16stindiger Inkubation bei 37° C (bei Mykobak-
terien drei und sechs Wochen bei 35° C) im Vergleich zur Kontrollplatte ohne DTC
gehemmt wurde, wobei maximal eine Einzelkolonie toleriert wurde (11).

Mausestamm

Swiss Mice mit einem Gewicht zwischen 18 und 20 g wurden freundlicherweise von
Prof. Semenitz, Innsbruck, zur Verfligung gestellt.

Toxoplasmen-Inokulation

Zur Erhaltung des Toxoplasma gondii-Stammes wurde toxoplasmenhaltiger Aszites
alle drei Tage intraperitoneal in Mause Uberimpft. Zur Herstellung des Inokulums wurde
die Konzentration von Toxoplasma gondiiim Aszites mit Dunkelfeldmikroskopie in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und entsprechend einer dekadischen Verdinnungs-
reihe in steriler isotoner Kochsalzldsung verdinnt, sodaB die Gesamtmenge im Inoku-
lum 104 10% und 10% Toxoplasmen betrug. DTC wurde in NaCL geldst und der Toxo-
plasmenidsung in einer Endkonzentration von 1 mg/ml zugesetzt (50 mg/kg KG). Die
Gesamtmenge des intraperitoneal injizierten Inokulums betrug 1 ml.

Als Positivkontrolle wurde Toxoplasmenldsung ohne DTC, als Negativkontrolle wurde
DTC-Ldsung ohne Toxoplasmen verabreicht. Die statistische Auswertung erfoigte mit
dem Chi Quadrat-Test, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant bewertet wurde.

Ergebnisse

In unseren Versuchen wirkt DTC bakteriostatisch (MHK) auf Staphylococcus aureus
und Staphylococcus epidermidis in Konzentrationen von 1-32 pg/mi und auf Escheri-
chia coli und Salmonella spp. in Konzentrationen von 8-128 pg/ml (Tab. 1). Auf das
Wachstum von Mycobacterium tuberculosis varietas hominis, Mycobacterium iniracel-
lulare, Mycobacterium kansasiiund Mycobacterium simiae zeigt DTC in den getesteten
Konzentrationen keinen hemmenden EinfluB (Tab. 1).

Bei einer Konzentration von 50 mg/kg KG DTC Uberlebten finf von fiinf Mdusen, wenn
sie mit einer Gesamtmenge von 102 Erregern intraperitoneal infiziert wurden (Tab. 2).
Bei einem Inokulum von 10° Toxoplasmen Uberlebte eine von finf behandelten Mau-
sen, bei 10* keine. Die mit 10?2 und mehr Toxoplasma gondii in Abwesenheit von DTC
infizierten Mause starben innerhalb von fiinf Tagen nach Infektion. Die in Anwesenheit
von DTC uberlebenden Mause wurden 21 Tage lang nachbeobachtet, bei einigen von
ihnen wurde am 4. - 7. Tag nach Infektion vermehrter Haarausfall beobachtet, welcher
danach nicht mehr nachweisbar war.
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TABELLE 1
Mittiere Hemmkonzentration (MHK) in pg/ml

Bakterien (Anzahl klinischer Isolate) Median (Grenzwerte)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2
Staphylococcus aureus (10) 8 (2- 32)
Staphylococcus epidermidis (10) 4 (1- 16)
Salmonella spp. (6) 32 (8- 64)
Escherichia coli (10) 32 (8-128)
Mycobacterium Tuberculosis (1) > 256
Mycobacterium intraceliulare (1) > 256
Mycobacterium kansasii (1) > 256
Mycobacterium simiae (1) > 256
TABELLE 2

Verhinderung des letalen Effektes von Toxoplasma gondii
bei Mausen des Stammes Swiss mice.

Anzahl der fur die Infektion verwendeten
Toxoplasma gondii Organismen

104 103 102 0
DTC 50 mg/kg KG 5/5* 4/5 0/5 0/5
Kontrolle chne DTC 5/5 5/5 5/5 —
p Wert n.s. n.s. < 0,02 —

* = gestorbene Mause/Gesamizahl an infizierten Mausen + n. s. = nicht signifikant

Diskussion

DTC ist antimikrobiell gegen verschiedene Krankheitserreger wirksam. Die antibakte-
rielle Wirksamkeit auf grampositive und gramnegative Bakterien tritt bei Konzentratio-
nen von DTC (MHK) auf, welche beim Menschen in vivo nach intraventser Applikation
erreicht werden (eigene unverdffentlichte Daten). Dabei scheint der antibakterielle
Effekt auf grampositive Keime starker ausgepragt zu sein als auf gramnegative. Eine
Beeinflussung des Wachstums von Mykobakterien durch DTC konnten wir nicht beob-
achten.

Die Wirksamkeit gegen Toxoplasma gondiiim Mausemodell ist bei einem Inokulum von
102 und einer DTC-Dosis von 50 mg/kg KG gegeben (p < 0,02; Chi-Quadrat-Test).
Bei hoherem Toxoplasmeninokulum zeigt sich ein Vorteil unter DTC gegenutber NaCL,
dieser konnte bei der geringen Anzahl an infizierten Mausen jedoch nicht als signifikant
beschrieben werden. Diese Dosierung von DTC Ubersteigt die bisher bei HIV-Infektion
empfohlene therapeutische Dosierung beim Menschen; DTC wird jedoch in Dosen von
75 mg/kg Korpergewicht beim Menschen als Chemoprotektor bei Therapie mit Cis-Pla-
tin ohne schwere Nebenwirkungen vertragen (12). Unsere Ergebnisse zeigen, daB bei
der Therapie der HIV-Infektion neben den bisher diskutierten Wirkungsmechanismen
von DTC, namlich dem direkt antiretroviralen und dem immunmodulierenden Effekt,
eine direkte antimikrobielle Aktivitdt gegen unterschiedliche Krankheitserreger von
Bedeutung sein konnte. Die Aufklarung des molekularen antimikrobiellen Wirkungsme-
chanismus ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.

287



Zusammenfassung

Verminderte Expression des HIV-1 in peripheren Blutlymphozyten durch Diethyldithio-
carbamat (DTC) sowie immunmodulierende Eigenschaften der Substanz werden als
mdgliche Erklarung der Verzogerung der Progression der HIV-Infektion durch DTC in
Betracht gezogen.

Wir zeigen, dal DTC antimikrobiell gegen verschiedene Krankheitserreger wirksam ist.
Die antibakterielle Wirksamkeit erscheint bei grampositiven Bakierien starker ausge-
pragt als bei gramnegativen und tritt bei Konzentrationen von DTC (MHK) auf, welche
beim Menschen in vivo nach intravendser Applikation erreicht werden kdénnen. Das
Wachstum von Mykobakterien scheint durch DTC nicht beeinflut zu werden. DTC ver-
hindert bei einer Dosierung von 50 mg/kg KG und einem Inokulum von 102 Erregern die
Toxoplasma gondii Infektion bei Mausen.

Schliisselworter

Diethyldithiocarbamat, DTC, AIDS, HIV-Therapie, antibiotischer Effeki,
Toxoplasma gondii.

Summary

Antimicrobial activity of the anti-HIV-compound diethyldithiocarbamate
(Imuthiol®)

Reduced expression of HIV-1 in peripheral blood lymphocytes by diethyldithiocarba-
mate (DTC) and the immunomodulating effect have been discussed as the possible
modes of action of DTC in reducing the progression of HIV-1-infection. We demon-
strate DTC to have antimicrobical effectiveness against different pathogens. The anti-
biotic effect is more legible against grampositive than gramnegative bacteria; effective
concentrations of DTC (MIC) are obtained after intravenous DTC application. DTC does
not seem to influence the growth of mycobacteria. DTC prevents the fatality of mice
with an inoculum of 102 Toxoplasma gondiiin a concentration of 50 mg/kg BW.
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