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Einleitung

Zur Therapie der systemischen Leishmaniasen (Kala Azar) werden heute in erster Linie
fünfwertige Antimonverbindungen (Natriumstibogiukonat und N-Methylglukamin-anti-
monat), Pentamidin und Amphotericin B verwendet. Alle genannten Verbindungen sind
relativ toxisch und können nur parenteral angewendet werden. Zunehmende Resi-
stenzentwicklungen in Kenia und Indien (23) sowie Therapieversager bei gleichzeitig
mit HIV infizierten Patienten (13, 24) verdeutlichen die Notwendigkeit, nach neuen the-
rapeutischen Alternativen zu suchen. Inhibitoren der Ergosterolsynthese (Ketocona-
zol), Hypoxanthin-Analoga (Allopurinol) oder Inosin-Analoga (Formycin B) wurden in
mehreren tierexperimentellen und klinischen Studien getestet, jedoch mit unterschiedli-
chen und meist nicht befriedigenden Resultaten (3, 15, 16).

Hexadecylphosphocholin (He-PC [Abb. 1]) ist eine neue Substanz, die zur Zeit in der
Onkologie klinisch geprüft wird (9). Bereits CROFT und Mitarbeiter (7) konnten eine
deutliche in vitro Wirksamkeit gegen Leishmaniasen nachweisen. Bei subkutaner Ap-
plikation in mit Leishmanien infizierten Mäusen war die Substanz zu toxisch. In eigenen
Untersuchungen konnten wir zeigen, daß He-PC nach oraler Gabe gut verträglich ist
und aus dem Gastrointestinaltrakt praktisch vollständig resorbiert wird (5). Eine ausge-
prägte Anreicherung von He-PC ließ sich besonders in den Zielorganen der Leishma-
nien (Leber, Milz) nachweisen. Ziel unserer Untersuchungen war es, die in vitro und in
vivo Wirksamkeit nach oraler Applikation von He-PC an mit Leishmania donovani infi-
zierten Mäusen zu untersuchen.

Methoden

Parasiten

Stammkulturen von Leishmania donovani (MHOM/IN/54/LRC-L.51) wurden vom
Frauenhofer-Institut, Hannover, und Leishmania donovani (MHOM/IN/80/DD8) vom
Schweizerischen Tropeninstitut, Basel, zur Verfügung gestellt. Die Kulturen wurden bei
26° C in einem Gemisch aus einem Teil HOSMEM (1) und einem Teil RPMI-1640
(Gibco), supplementiert mit 10% hitzeinaktiviertem fetalen Kälberserum, in 25 cm2

Gewebekulturflaschen kultiviert.
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C1 6H33-O-P-O-CH2-CH2-N+-CH3

Abb. 1: Hexadecylphosphocholin

Hexadecylphosphocholin

Hexadecylphosphocholin wurde nach dem von EIBL et al. (9) beschriebenen Verfahren
synthetisiert.

In vitro-Untersuchungen

In vitro-Untersuchungen wurden in Anlehnung an BERMAN et al. (4) an promastigoten
Entwicklungsstadien in 24-Napf-Platten durchgeführt. Jede Versuchsreihe wurde in
Doppelbestimmungen dreifach wiederholt. Nach 96stündiger Inkubation wurde die
Leishmanienzahl/(j,l in einer Zählkammer nach Neubauer bestimmt. Die IC50 (50%ige
Wachstumshemmung nach 96stündiger Inkubation) wurde graphisch ermittelt.

In vivo-Versuch

18 - 22 g schwere weibliche BALB/c Inzuchtmäuse (Charles River Wiga, D-8741 Sulz-
feld) wurden mit je 107 Amastigoten (frisch aus einer ausgeprägt infizierten Leber oder
Milz isoliert) und 107 Promastigoten (spät logarithmische bis stationäre Wachstums-
phase) intravenös infiziert. Sieben Tage post infectionem (p. i.) wurde mit der Therapie
begonnen. Hexadecylphosphocholin wurde fünfmal pro Woche über eine Magensonde
intragastral appliziert. Nach ein, zwei, drei bzw. vier Wochen wurden die Mäuse mittels
Äther narkotisiert und getötet. Die Parasitenlast in Leber und Milz wurde in nach
Giemsa gefärbten Abtupfpräparaten pro 1.000 Organzellen mikroskopisch ausgezählt
und nach der Formel von STAUBER et al. (17) ermittelt. Unbehandelte sowie mit
Natriumstiboglukonat (Pentostam®) behandelte Mäuse dienten als Kontrolle. Die Stibo-
glukonat (Sbv)-Behandlung bestand aus der Applikation von 120 mg Sbv/kg subkutan
fünfmal pro Woche entsprechend den Angaben von PETERS et al. (14). Zur Bestäti-
gung der Ergebnisse und Beurteilung der Vitalität der Leishmanien wurden Milz- und
Leberhomogenate der Versuchstiere in Kulturmedium gegeben und bis zu 21 Tage
nach Beimpfen kontrolliert.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen zeigen, daß IC50-Werte für den Stamm
DD8 von 0,89 ± 0,08 und für den Stamm LRC-L.51 von 2,07 ± 0,23 mg/l erhalten wur-
den. Aus den IC50-Werten ist ersichtlich, daß beide getesteten Leishmanienstämrne
eine ausgeprägte Sensitivität gegenüber dem Alkylphosphocholin Hexadecylphospho-
cholin aufweisen. Dabei zeigt sich, daß der Leishmanienstamm DD8 in vitro um den
Faktor 2,1 empfindlicher als der Stamm LRC-L.51 ist.
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TABELLE 1

Entwicklung der Parasitenlast in Leber und Milz von BALB/c Mäusen nach i.v.-lnfektion mit
dem Leishmanienstamm LRC-L.51

(n = 3 Mäuse, Mittelwert + SD)

Tage nach
Infektion

0
7

14
21
28
35

Leishmanien/Leber
[X 106]

+ 0
140 ± 20
579 + 47
643 ± 32
538 + 19
929 ± 90

Leishmanien/Milz
[X 106]

0,0+ 0
1,8+ 0,2

11,8+ 2,8
17,4+ 3,5
80,7 + 12,4

120,6 + 33,2

Milzgewicht

[mg]

90 + 10
96 + 10

130 + 30
280 + 10
600 + 50
820 + 30

TABELLE 2

Reduktion der Parasitenlast in Leber und Milz nach fünftägiger Therapie mit He-PC für die
Stämme L. donovani LRC-L.51 und L. donovani DD8

(n = 3 Mäuse/Gruppe)

Leber:

Milz:

LRC-L.51
DD8

LRC-L.51
DD8

120 mg Sbv/kg

97,2%
99,6%

82,8%
66,1%

10 mg He-PC/kg

92,3%
89,5%

97,6%
96,4%

20 mg He-PC/kg

97,8%
99,8%

98,7%
> 99,0%

Die von uns durchgeführte i. v.-Injektion mit einer Suspension bestehend aus 107 Ama-
stigoten und 107 Promastigoten führte zu einer reproduzierbaren Infektionsrate in
BALB/c Mäusen. Die Entwicklung der Parasitenlast für Leber und Milz ist der Tabelle 1
zu entnehmen. Zur Behandlung von infizierten Mäusen wurden drei Therapiegruppen
aus je drei Tieren gebildet. Sieben Tage p. i. erhielt eine Gruppe 120 mg Sbv/kg subku-
tan fünfmal pro Woche, die zweite Gruppe erhielt He-PC 10 mg/kg und eine dritte
Gruppe 20 mg/kg oral fünfmal pro Woche. Die Therapie mit He-PC wurde von den
Mäusen sehr gut toleriert. Es wurden weder Verhaltensstörungen noch gastrointesti-
nale Symptome registriert. Die erzielten Therapieergebnisse sind in Tabelle 2 aufge-
führt.

Alle drei Therapiemodalitäten führten zu einer signifikanten Verminderung der Parasi-
tenlast in der Leber mit vergleichbaren Resultaten. Dagegen zeigte sich in der Milz ein
signifikanter Therapieunterschied zwischen der Stiboglukonat- im Vergleich zur He-
PC-Therapie. Sowohl 10 mg als auch 20 mg He-PC/kg zeigten eine weitaus höhere
Wirksamkeit im Vergleich zu Stiboglukonat.

Zur Bestimmung der ED50 (Nachweis einer Reduktion der Parasitenlast um 50% im
Vergleich zur Kontrolle) erhielten mit dem Leishmanienstamm LRC-L.51 infizierte
Mäuse täglich über fünf Tage oral eine Dosis von 0,1; 0,5; 1; 5 und 10 mg He-PC/kg
Körpergewicht. Über Regressions- und Schnittpunktberechnungen wurde eine ED50für
Leber und Milz von 2,66 bzw. 0,98 mg He-PC/kg ermittelt.

Die Ergebnisse für die Therapiedauer von 1,2,3 bzw. 4 Wochen sind in der Abbildung
2 dargestellt. Während in den mit Antimon behandelten Tieren die Parasitenlast der
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Abb. 2:

Parasitenlast in Leber und Milz sowie Milzgewicht unter Therapie mit Sbv (Pentostam) und
He-PC. Behandlungsgruppen aus je 3 Mäusen wurden mit Sbv (120 mg/kg an 5 Tagen/Woche
über 7, 14, 21 und 28 Tage) und He-PC (10 bzw. 20 mg/kg oral über 5 Tage/Woche ebenfalls

über 7, 14, 21 und 28 Tage) behandelt.
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Leber im Verlauf der Behandlung kontinuierlich abnimmt, steigen die Parasitenlast der
Leber und das Milzgewicht weiter an, wenn auch in geringerem Umfang als in der Kon-
trollgruppe. Im Gegensatz zu lediglich geringen Unterschieden zwischen der Sbv-
behandelten Gruppe und den He-PC-behandelten Gruppen in Bezug auf die Reduktion
der Leberparasitämie, zeigt He-PC in der Milz eine ausgeprägt bessere Wirksamkeit
als die Sbv-Therapiegruppe (p < 0,01). Diese Ergebnisse spiegeln sich auch in den
Milzgewichten wieder. Eine Therapie mit 20 mg He-PC/kg zeigt über die gesamte The-
rapiedauer Milzgewichte, wie sie bei nicht infizierten Mäusen beobachtet werden.

Diskussion

Alkylphosphocholine stellen eine neue Substanzklasse dar, die in unserer Arbeits-
gruppe entwickelt wurde (8, 10, 19). Alkylphosphocholine zeigen selektive antineopla-
stische Eigenschaften in vitro und in vivo (10). Darüber hinaus wurden differenzierende
Wirkungen auf Leukämie-Zellen in vitro (12) sowie auf Mammakarzinom-Zellen in vivo
beobachtet (11). Kürzlich konnte nachgewiesen werden, daß He-PC eine amplifizie-
rende Wirkung auf das G-CSF abhängige Kolonienwachstum menschlicher Knochen-
marksprogenitorzellen (21) sowie eine co-stimulatorische Aktivität auf humane T-Lym-
phozyten (22) besitzt. Klinische Untersuchungen zeigen, daß He-PC auch Wirksamkeit
an menschlichen Tumoren aufweist (20).

CROFT et al. (7) konnten zeigen, daß Alkylphosphocholin-Derivate eine deutliche Akti-
vität gegen Leishmania donovani (Stamm MHOM/ET/67/L82; LV9) besitzen. Jedoch
zeigten die untersuchten Verbindungen bei subkutaner Applikation nicht akzeptable
Nebenwirkungen, wie ödematöse Hautschwellungen und Nekrosen. Diese Ergebnisse
von CROFT et al. konnten durch unsere Untersuchungen bestätigt werden.

Auf Grund vorausgegangener pharmakologischer Untersuchungen zur Bioverfügbar-
keit und Organverteilung (5) war uns bekannt, daß Hexadecylphosphocholin nach ora-
ler Gabe gut resorbiert wird und zu einer hohen Wirkstoffkonzentration unter anderem
in Leber und Milz führt. Wir konnten jetzt erstmals eine ausgeprägte in vivo Wirksam-
keit von He-PC nach oraler Gabe an mit Leishmanien infizierten Mäusen nachweisen.
Besonders eindrucksvoll ist die Beobachtung, daß die Reduktion der Parasitenlast in
der Milz signifikant stärker ist als bei den mit Antimon therapierten Tieren. Da die man-
gelnde Eliminierung der Parasiten in der Milz bei einer Antimon-Therapie für Rückfälle
verantwortlich gemacht wird, ist dieses Problem mit Hexadecylphosphocholin mögli-
cherweise zu lösen. Für die Antimon-Therapie haben CARTER et al. (6) gezeigt, daß
eine Dosissteigerung des Antimons nur zu einer unzureichenden Reduktion der Parasi-
tenlast in Milz und Knochenmark führt. Insofern stellt die Antimon-Therapie zumindest
für die Milz eine nicht befriedigende Therapieform dar.

Ein besonderer Vorteil von He-PC liegt zusätzlich in der Verabreichungsform. Während
Antimonpräparate, Pentamidine und Amphotericin B nur parenteral verabreicht werden
können, stellt die orale Gabe einen wesentlichen Vorteil dar. Neben einer Vermeidung
sekundärer Infektionsrisiken ermöglicht sie eine ambulante Therapie und wäre somit
auch in Entwicklungsländern einfach durchführbar.

Untersuchungen zur Wirkungsweise von He-PC an Leishmanien werden derzeit durch-
geführt. Aus eigenen Studien ist bekannt, daß neben einer Interferenz mit dem Phos-
pholipidstoffwechsel (2) auch immunmodulatorische Wirkungen beobachtet werden
(21, 22). Von besonderem Interesse in diesem Zusammenhang sind Untersuchungen,
daß He-PC in die Signaltransduktion proliferierender Zellen eingreifen kann (22, 18).

Die potentiellen Targetstrukturen der antiparasitären Wirksamkeit von He-PC an
Leishmanien müssen mit Vorrang bearbeitet werden, da sie Rückschlüsse auf mögli-
che Folgesubstanzen mit weiter verbesserter Wirksamkeit zulassen können.
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Zusammenfassung

Hexadecylphosphocholin (He-PC), ein Phospholipid-Derivat, wurde auf die in vitro-
Aktivität an Promastigoten und in vivo-Aktivität an mit Leishmania donovani infizierten
BALB/c Mäusen untersucht. In vitro konnten IC50-Werte zwischen 0,9 und 2,1 mg/l
ermittelt werden. In vivo wurde nach oraler Gabe eine ausgeprägte Aktivität in mit
Leishmanien infizierten Mäusen nachgewiesen. Besonders ausgeprägt ist die bessere
Wirksamkeit in der Milz im Vergleich zu Antimonpräparaten.

Schlüsselwörter
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Summary

A new phospholipid derivative: in vitro and in vivo activity against
Leishmania donovani

Hexadecylphosphocholine, a novel phospholipid derivative, was tested against
Leishmania donovani in vitro and in vivo. In vitro IC50-values could be determind bet-
ween 0.9 and 2.1 mg/l for different leishmanial strains. A marked antileishmanial acti-
vity in infected BALB/c mice could be demonstrated after oral administration of He-PC.
A superior reduction of parasite load in the spleen was observed in comparison to mice
treated with sodium stibogluconate.
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