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Einleitung

Halofantrin, ein 9-Phenanthrenmethanol mit blutschizontozider Wirkung, wurde 1987 in
Frankreich registriert (Halfan®, Smith Kline Beechman) und ist seit zwei Jahren auch in
Osterreich und der Bundesrepublik Deutschiand erhaltlich. Es dient ausschlieBlich der
Therapie, vor allem der oralen Behandlung multiresistenter Falciparum-Malaria.
Obgleich auch gegen andere Malariaformen wirksam, sind diese aus Kostengriinden
und wegen der Effizienz der Standardmittel keine Indikation zur Medikation mit Halo-
fantrin.

Abgesehen von markanten individuellen Schwankungen der Bioverflgbarkeit (14) und
vermuteter Korrelation zwischen Halofantrin- und Mefloquinempfindlichkeit (1) besteht
Unklarheit Gber das natirliche primare Sensibilitatsspektrum von Plasmodium falcipa-
rum gegenuber Halofantrin. In vivo Prifungen sind fir die Klarung dieses Sachverhalts
ungeeignet, da der Behandlungserfolg von pharmakokinetischen Faktoren mitbestimmt
wird und ein endglltiges Dosierungsschema noch nicht festgelegt ist. Die exakte
Bestimmung der Halofantrinempfindlichkeit von P. falciparum ist nur durch die Prifung
in vitro moéglich. Dieser stand jedoch die auBerordentlich geringe Wasserlgslichkeit von -
Halofantrin entgegen.

Ahnliche technische Schwierigkeiten bestehen auch bei Artemisinin, einem aus Artemi-
sia annua L. gewonnenen natlrlichen Sesquiterpenlakton mit blutschizontozider Wir-
kung. Artemisinin ist der Grundkdrper und Ausgangsstoff verschiedener halbsyntheti-
scher Derivate wie Arteméther, Artedther und Na-Succinylester (Na-Artesunat). Diese
Praparate sind zum Teil bereits in der Volksrepublik China und in Thailand registriert
und stehen in einigen anderen L&ndern in klinischer Prifung. Es kann also in absehba-
rer Zeit auch mit ausgedehnter kommerzieller Einfihrung gerechnet werden, wobei als
Hauptindikation die Therapie schwerer und komplizierter Falciparum-Malaria, als
Zweitindikation die Behandlung unkomplizierter multiresistenter Falciparum-Malaria
gelten werden. Uber die Schwankungsbreite der Artemisininempfindlichkeit natirlicher
P. falciparum Populationen ist bisher wenig bekannt. Es ist darum wlinschenswert, der-
artige Basisuntersuchungen durchzuflihren, bevor Arzneimitte! dieser Kdrperklasse zur
breiteren Anwendung gelangen. Hierdurch wird auch die Méglichkeit longitudinaler
Studien nach Einsetzen des unvermeidlichen Arzneimitteldrucks erdffnet.
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Material und Methoden

Diese Studie war im vornherein auf die Erweiterung des von der WHO eingeflhrten
Testsystems (9, 10, 13) ausgerichtet, in welchem die konzentrationsspezifische Hem-
mung der Schizontenreifung von P. falciparum gemessen wird. Mittels einer Vorstudie
im August 1991 in Bo Rai, Kanchanaburi Provinz, Thailand, wurde festgestellt, daB sich
sowoh! Artemisinin als auch Halofantrin grundsatzlich flir dieses Testsystem eignen.
Bei dieser Gelegenheit wurde auch der endgtiltige zu testende Konzentrationsbereich
beider Substanzen festgelegt.

Sensibilitdtsprifung in vitro

Die Testmethode ist eine Modifikation der von RIECKMANN et al. (8) urspriinglich fur
die Prifung an P. falciparum Isolaten aus Dauerkulturen beschriebenen Technik. Alle
fur die Durchfuhrung der Prifung bendtigten Materialien sind in den WHO Test Kits
(13) enthalten. Mit Ausnahme der mit Halofantrin oder Artemisinin dosierten Platten
kamen in dieser Studie ausschlieBlich die Materialien der WHO Test Kits zur Verwen-
dung.

Zusammenfassung des Untersuchungsverfahrens:
a) Vorauswahl geeigneter Patienten geman folgender Kriterien:

— Monoinfektion mit P. falciparum;

— Dichte asexueller Parasiten 1.000 - 80.000/ul;

— Keine Malariabehandlung wahrend der vorangegangenen vier Wochen;

— Negativer Harntest fir 4-Aminochinoline (Dill-Glazko oder Wilson-Edeson)
und Sulfonamide (Lignintest). Der Test fur 4-Aminochinoline erfaBt auch
Chinin, Chinidin und Mefloquin.

b) Entnahme von 100 w Blut aus der vordesinfizierten Fingerbeere mittels steriler
heparinisierter Kapillaren und Aufnahme der Blutproben in RPMI-1640 LPLF Medium
(Gibco) im Verhéltnis 1 : 9.

c) Befiillen der vordosierten Testplatten (Falcon 3070 Becton Dickinson, 8 X 12,
Flachboden) mit jeweils 50 pl der Blut-Medium-Mischung (BMM) pro Vertiefung, auf-
steigend von Kontrolle bis zur héchsten Substanzkonzentration.

d) Abdecken der Testplatte mittels Sterildeckel (Falcon 3071), sanfte Agitation der
geschlossenen Testplatte zur Losung der Testzubstanzen, Verbringen der Platten in
vorgewdarmten Kerzentopf (Exsikkator), Entzinden der Kerze, SchlieBung des Kerzen-
topfs; nach Verloschen der Kerze SchlieBung des Ventils. Verbringen des Kerzentopfs
in Brutschrank. Bebr(tung bei 37,5° C wahrend 24 - 26 Stunden.

e) Entnahme der Platten, Dekantieren des Uberstehenden Mediums und Anferti-
gung von dicken Tropfen aus dem Sediment der Mikrokulturen. Eine Testserie (1 Kon-
trolle, 7 Konzentrationen) findet auf einem Objekitrager Platz.

f) Trocknung der Préparate wahrend 24 Stunden, Giemsa-Farbung bei pH 6,8 -
7,0. Ablesung durch Ermittlung der Schizontenzahl pro 200 asexuelle Parasiten.

Testplatten

Mit Hinsicht auf die relativ flachen Regressionslinien wurden die Testplatten flr Artemi-
sinin und Halofantrin nicht in der fir viele Praparate Ublichen geometrischen Progres-
sion von 2 dosiert, sondern in einer Annaherung zur Progression von 3, namlich
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WELL HALOFANTRIN ARTEMISININ
umol/I BMM umol/l BMM

A Kontrolle Kontrolle

B 0,0001 0,01

C 0,0003 0,03

D 0,001 0,10

E 0,003 0,30

E 0,010 1,00

G 0,030 3,00

H 0,100 10,00

Die Platten enthielten die trockenen Wirksubstanzen in einer Form, welche die Wieder-
aufldsung in BMM begunstigt.

Artemisinin wurde als Représentant der gesamten Artemisiningruppe gewabhlt, da die in
der Vorstudie durchgefiihrten Vergleiche mit Artemaéther eine sehr enge Korrefation
zwischen der Wirksamkeit beider Substanzen ergeben hatten. Die Verwendung des
wasserloslichen Na-Succinylesters von Artemisinin (Na-Artesunat) zur Resistenzte-
stung ist nicht moglich, da diese Verbindung innerhalb von 30 Minuten vollstéandig zu
Dihydro-Artemisinin hydrolysiert. Letzteres ist ausgesprochen instabil und verliert
Struktur und Aktivitat bei Zimmertemperatur und normaler Atmosphare innerhalb weni-
ger Minuten.

Krankengut

In vitro Prdfungen wurden zwischen September und Dezember 1991 in den Regionen
von Chiang Mai, Kanchanaburi, Yala und Mae Sot (Thailand) durchgefihrt. Insgesamt
kamen 52 Isolate zur Testung. In Mae Sot wurden 22 Isolate von P. falciparum auch auf
ihre Empfindlichkeit gegenlber Mefloguin untersucht. In allen genannten Regionen ist
P. falciparum gegen Chloroquin und Kombinationen von Sulfonamiden und Pyrimetha-
min hochgradig resistent.

Auswertung

GemaB WHO Kriterien werden Tests mit einer Mindestzahl von 20 Schizonten pro 200
asexuelle Parasiten in der Kontrolle als gliltig akzeptiert. Samtliche erfolgreiche Prifun-
gen wurden individuell und gruppiert (in letzterem Fall gewichtet und ungewichtet) mit-
tels einer EDV-Adaptation (5) des Verfahrens von LITCHFIELD und WILCOXON (8)
ausgewertet. Dieses Verfahren basiert auf der Probitanalyse der Hemmwerte in Rela-
tion zu den logarithmischen Arzneimittelkonzentrationen.

Ergebnisse

Von 52 angesetzten Testreihen waren 46 erfolgreich fir Halofantrin und 45 flr Artemi-
sinin. Von den 22 Testreihen flur Mefloquin waren 20 erfoigreich.

Die mit Halofantrin und Artemisinin erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusam-
mengefaBt und in Abbildung 1 und Abbildung 2 graphisch wiedergegeben.

Mit Halofantrin wurde volle Hemmung bei 0,1 umol/{ BMM erreicht, mit Artemisinin bei
3,0 umol/I BMM. Die ECy, Werte mit 0,0011 pmol/| BMM fir Halofantrin und 0,1362
umol/I BMM fir Artemisinin liegen erheblich unter der vollen Hemmkonzentration, was
sich aus dem relativ flachen Verlauf der Regressionsgeraden erklart. Die Chi?-Werte
far Heterogenitat der gewichteten Gruppendaten liegen im annehmbaren Bereich.
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TABELLE 1

Ergebnisse der in vitro-Sensibilitatspriifungen mit Artemisinin und Halofantrin
bei Plasmodium falciparum in Thailand. Logdosis-Probit Regressionen.

ARTEMISININ HALOFANTRIN
Anzahl Isolate 45 46
% Hemmung der Schizontenreifung bei
0.0001 pmol/t BMM — 13.73
0.0003 pmol/I BMM — 22.34
0.001 pmol/I BMM — 40.63
0.003 pmol/l BMM — 65.54
0.01  pmol/l BMM 13.83 92.34
0.08  umol/| BMM 26.15 99.93
0.10  umol/i BMM 37.23 100.00
0.30  pmol/| BMM 51.91 —
1.00 pmol/l BMM 84.88 —
3.00 pmol/l BMM 100.00 —

10.00  pmol/| BMM 100.00 —
Interzept a 6.0276 4.9480
Steigung b 1.1876 1.3393
Chi2 fur Heterogenitét 6.8846 5.3070

Erlaubtes Maximum 9.49 11.10
EC;, (umol/| BMM) 0.1362 0.0011
ECqy, (nmol/l BMM) 1.6358 0.0090
ECgyq (umol/l BMM) 3.3085 0.0597
Individueller Maximalwert flr voile Hemmung

(pmol/1) 3.0000 0.1000
Geometrischer Mittelwert fur volle Hemmung

(emol/1) 1.6219 0.0102

Diskussion

Die relativ hohe Erfolgsrate der Testreihen von 88% flr Halofantrin, 87 % flr Artemisi-
nin und 91% flr Mefloquin dlrfte auf die strikte Beachtung der Auswahlkriterien bei
den zu testenden Isolaten zurtickzufiihren sein.

Der bereits in den Voruntersuchungen gewonnene Eindruck von Reproduzierbarkeit
und Zuverldssigkeit der Testsysteme fur Halofantrin und Artemisinin konnte erhartet
werden.

Bei dem Vergleich der individuellen Maximalwerte und der geometrischen Mittelwerte
fir volle Hemmung fallt bei Artemisinin auf, daB diese Werte nahe beisammen liegen,
wahrend sie bei Halofantrin einen weiteren Bereich spannen. Dies kann als Hinweis auf
hohere Heterogenitat der individuellen Isolate hinsichtlich Halofantrinempfindlichkeit
gedeutet werden.

Frihere Untersuchungen (2, 6) weisen darauf hin, daB sich Artemisinin in seinem Wir-
kungsmechanismus erheblich von den ,klassischen“ Malariamittein unterscheidet, zu
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Abb. 1:

Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Thailand.
Gewichtete Mittelwerte von 45 frischen Isolaten. Logdosis/Probit-Regression.

welchen die 4-Aminochinoline und Chinin gehéren. Diese wirken Uber Enzymhemmung
und wahrscheinlich auch durch Anderungen intrazellularer Transportmechanismen
(12), wahrend Artemisinin eine massive oxidative Wirkung zugeschrieben wird (3).
Infolgedessen ware es mdoglich, dafB die Wirkungsparameter nicht einer linearen Vertei-
lung der Logdosis/Probit-Werte entsprechen. In der Tat ergibt die Verarbeitung dieser
Werte mittels nichtlinearer Analyse nach

y=a+ bx + cx?

eine wesentlich bessere Angleichung der beobachteten Hemmwerte an die Regres-
sionslinie (Abb. 3), welche sich auch in einer Reduktion des Heterogenitatsparameters
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Abb. 2:

Halofantrinempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Thailand.
Gewichtete Mittelwerte von 46 frischen Isolaten. Logdosis/Probit-Regression.

ausdriickt (Chi?2 = 1,78; maximal zuléssig 11,10). Dies ist ein Hinweis auf eine auBeror-
dentlich rasche Wirkungssteigerung zwischen 0,3 und 3,0 umol/I| BMM, welche dem
Bild oxidativer Schadigung mehr entspriche als dem der Enzymhemmung, welche
gewdhnlich ein lineares Verhalten in der Logdosis/Probit Analyse zeigt.

Infolge dieser verbesserten Anpassung erhoht sich der EC,, Wert von 0,14 pmol/l BMM
bei Logdosis-normaler Verteilung auf 0,45 pmol/I BMM in der nichtlinearen, wahrend
der EC4 Wert von 3,31 pmol/| BMM in der Logdosis-normaler Verteilung auf 1,83
umol/l BMM in der nichtlinearen reduziert wird. Dies entspricht weitgehend den Beob-
achtungen und vor allem dem geometrischen Mittelwert fur volle Hemmunag.
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Abb. 3:

Artemisininempfindlichkeit von Plasmodium falciparum in Thailand.
Ungewichtete Mittelwerte von 45 frischen Isolaten. Nicht-lineare Regression und
Logdosis/Probit-Darstellung der MeBwerte.

In der Projektion auf die mit ublichen Artemisinin- oder Artematherdosen erreichten
Wirkstoffspiegel erklaren diese Sensibilititswerte allerdings auch die mit diesen Medi-
kamenten beobachtete erhebliche Ruckfallrate (4). Obgleich das lebensrettende
Potential der Artemisiningruppe aufBler Zweifel steht, dirfte eine Erganzungstherapie
zur Elimination der Plasmodieninfektion notwendig sein, um ein rasches Aufkommen
von Parasitenresistenz zu verhindern (11).

In den Vergleichsuntersuchungen mit Mefloquin und Halofantrin in Mae Sot (20 erfolg-
reich getestete Isolate) war mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,4550 bei der
EC,, eine positive Korrelation angedeutet. Bei der ECg, erhértete sich der Eindruck: mit
r = 0,7628 konnte die Korrelation bei p << 0,01 gesichert werden. Nach eingetretener
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Resistenz gegen Mefloquin dirften sich dadurch die Aussichten auf langfristige Wirk-
samkeit von Halofantrin erheblich reduzieren. Gleiches gilt flir den umgekehrten Fall,
welcher als Folge breiter Anwendung von Halofantrin im frankophonen Westafrika in
nicht zu ferner Zukunft eintreten dirfte.

Zusammenfassung

Prifsysteme zur Ermittlung der Halofantrin- und Artemisininsensibilitat von Plasmo-
dium falciparum wurden als Erganzung der WHO in vitro Tests zur Bestimmung der
Arzneimittelempfindlichkeit entwickelt. In diesen Priifsystemen wird die arzneimittelbe-
dingte, konzentrationsabhangige Hemmung der Schizontenreifung gemessen. Die 46
in Thailand erfolgreich auf Halofantrinsensibilitdt gepriften P. falciparum-lsolate erga-
ben eine EC4, von 0,0011 umol/i Blut-Medium-Mischung (BMM), eine ECg44 von 0,0597
umol/l BMM, und volle generelle Hemmung bei 0,1 umol/| BMM. Fir Artemisinin zeigte
eine nichtlineare Analyse der Hemmprobite gemaB Logdosis eine bessere Angleichung
der beobachteten Hemmwerte an die Regressionslinie als die lineare Auswertung. Die
nichtiineare Analyse zeitigte einen mittleren EC5, Wert von 0,45 pmol/l BMM. Die ECgq
lag bei 1,83 pumol/l BMM und volle generelle Hemmung wurde bei 3,0 umol/| BMM
beobachtet. Die Mefloguin- und Halofantrinempfindlichkeit bei P. falciparum Kkorrelierte
positiv mit r = 0,7628 (n = 20) bei p < 0,01.

Schiiisselworter

Plasmodium falciparum, Halofantrin, Artemisinin, Mefloquin, Arzneimittelsensibilitat.

Summary

Tests for assessing the response of Plasmodium falciparum
to artemisinin and halofantrine in vitro.

Systems for assessing the sensitivity of Plasmodium falciparum to halofantrine and
artemisinin have been developed as a complement to the standardized in vitro test
range introduced by WHO. In these tests the drug-induced, concentration-dependent
inhibition of schizont maturation is measured. The 46 P. falciparum isolates tested in
Thailand for halofantrine sensitivity yielded an ECg, of 0.0011 umol/I blood medium
mixture (BMM) and an ECgyg of 0.0597 pmol/| BMM, with cut-off at 0.1 umol/| BMM. For
artemisinin non-linear analysis of logdose probit data proved to be more suitable than
linear fitting, yielding an ECg, of 0.45 umol/I BMM, an ECgq of 1.83 umol/I| BMM and a
cut-off at 3.0 umol/l BMM. The sensitivity of P. falciparum to halofantrine and meflo-
quine correlates positively with r = 0.7628 (n = 20) at p << 0.01.

Key words

Plasmodium falciparum, halofantrine, mefloquine, drug sensitivity, artemisinin.
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