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4 Antileishmanielle Wirkung

ausgewahlter Polyphenole

In diesem Kapitel wurden Substanzen aus verschiedenen Stoffgruppen der
Polyphenole auf ihre antileishmanielle Wirkung getestet. Als Kriterium fur die
antileishmanielle Wirkung wurde der ICso-Wert, bestimmt; dieser gibt diejenige
Konzentration an der Testsubstanz an, bei der 50 % Inhibition eintritt. Es wurde
auf Leishmaniziditdt gegentber Promastigoten und antileishmanielle Aktivitat

gegenuber Amastigoten getestet.

4.1 Wirkung gegenliber Promastigoten

Die Wirkung von Testsubstanzen auf einen Infektionserreger, der wie
Leishmania verschiedene Stadien durchlauft, kann durchaus stadienspezifisch
sein. Zur Untersuchung einer direkten Toxizitat auf promastigote Formen wurde
auf Mikrotiterplatten eine Verdinnungsreihe der Testsubstanzen hergestellt,
eine Promastigoten-Zellsuspension in konstantem Titer hinzugegeben und nach
96 h die Viabilitdt der Promastigotenpopulation bestimmt. Durchgefthrt wurden
diese Untersuchungen mit Leishmania major, L. donovani, L. tropica, L.
aethiopica, L. Killicki, L. amazonensis und L. guyanensis.

Keines der getesteten Polyphenole zeigte eine starke Toxizitdt gegenlber
Promastigoten (siehe Tab. 4.1), in den meisten Fallen war bis zur eingesetzten
Maximalkonzentration kein Effekt auf die Lebens- oder Vermehrungsfahigkeit
promastigoter Formen erkennbar. Lediglich unter den einfachen Phenolen
zeigten sich Catechin (ca. 100 pM), 3-Galloylshikimisaure und 3,5-
Digalloylshikimisaure (100 pM bzw. 110-130 uM) &uBerst moderat toxisch im
Vergleich zur Positivkontrolle Amphotericin B mit 0,03 uM gegenlber den

eingesetzten Leishmanienspezies.
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Tabelle 4.1: Toxizitat getesteten Polyphenole gegeniiber Promastigoten [uM]
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Einfache Phenole
Gallusséure >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000
3-Galloyl-shikimisaure 91,7 88,2 | 101,9 87,2 95,6 | 106,4 92,3
3,5-digalloyl-shikimisaure 111,4 | 1286 | 1152 | 1265 | 131,7 | 1145 | 1213
Proanthocyanidin-hexamer >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Catechin 103,2 99,6 | 117,2 89,7 94,1 105,9 97,0
Epigallocatechin-3-gallat >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Galloylierte Flavonoidglykoside
Kampferol-3-O-B-glucopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Quercetin-3-O-B-glucopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Quercetin-3-O-B-galactopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Kampferol-3-O-(2“-O-galloyl)-
B-glucopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Quercetin-3-0-(2“-O-galloyl)-
B-glucopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Quercetin-3-0-(2“,3"-di-O-galloyl)-
B-glucopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Kampferol-3-O-(2“,3"-di-O-galloyl)-
B-glucopyranosid >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
B-Typ-Proanthocyanidine
Epifisetinidol (4p,8)-catechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Epifisetinidol (48,8)-epicatechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Epifisetinidol (4p,6)-catechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Epifisetinidol (43,6)-epicatechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Epicatechin (4,8)-catechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Fisetinidol (4a,6)-catechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Catechin (40.,8)-catechin >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | >200
Depside
Kaffeesaure >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Rosmarinsaure >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Salvianolsaure | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Salvianolséure | — methylester >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Salvianolsdure K >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Salvianolsaure L >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Sagerinsaure >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Hydrolysierbare Gerbstoffe
Tellimagrandin-I >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Tellimagrandin-II >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Phyllanthusiin-B >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Phyllanthusiin-C >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Geraniin >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Ascorgeraniin >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Corilagin >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Castalagin >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Casuarinin >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Elaeagnatin-A >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
Kontrolle: Amphotericin B 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
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4.2 Wirkung gegenuber Amastigoten

Analog war die stadienspezifische Wirkung gegenitber Amastigoten von
Interesse. Hinzu kommt fiir therapeutische Uberlegungen, dass es sich bei den
intrazellular in der Wirtszelle parasitierenden Amastigoten um das flur die
Pathogenese verantwortliche wesentliche Stadium handelt. Promastigoten sind
nur in der Sandmucke sowie unmittelbar nach dem Einstich lediglich fur kurze
Zeit im Bereich der Inokulationsstelle auszumachen.

Infizierte und nicht infizierte RAW 264.7-Zellen wurden in Mikrotiterplatten
ausgesat. Nach einer 18 stiindigen Ruheperiode wurde Uber den Zellen eine
Verdinnungsreihe der Testsubstanzen hergestellt und fir 72 h inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, die Wirtszellen lysiert und durch
Zugabe von Post-Lysis-Medium den freigesetzten Amastigoten ermdglicht, sich
wieder in Promastigoten umzuwandeln. Durch Messen der Viabilitat mittels
MTT-Test konnte die Wirkung der Testsubstanzen bestimmt werden.

Im Gegensatz zur ausbleibenden Wirkung gegenlber Promastigoten wiesen
zahlreiche Polyphenole eine antileishmanielle Wirkung gegeniber den
Amastigoten auf. Diese war nicht auf eine Schadigung der Wirtszellen
zurlckzufihren, was durch eine Zytotoxizitdtskontrolle der Testsubstanzen
gegenltber den RAW 264.7-Zellen ausgeschlossen wurde.

Unter den einfachen Phenolen zeigte sich Gallussdure als nur moderat
antileishmaniell wirkam. Die sehr hoch erscheinende Stoffmengenkonzentration
fur den I1Cso—Wert liegt allerdings auch im geringen Molekulargewicht
begriindet. Potenter sind die galloylierten Shikimisaurederivate, innerhalb derer
3,5-Digalloylshikimisdure ca. zehnfach potenter war als 3-Galloyl-Shikimisaure.
Ahnliche ICso-Werte wie 3-Galloyl-Shikimisdure zeigten das Proanthocyanidin-
Hexamer und EGCG. Catechin war nur moderat aktiv und besal3 relativ dazu
eine hohe Toxizitat gegeniber den Wirtszellen.

Die galloylierten Flavonoidglykoside zeigten schon in geringen Konzentrationen
antileishmanielle Wirkung mit 1Cso-Werten zwischen 1,5 — 6,5 puM. Etwas
schwéacher wirksam waren Quercetin-3-O-(2”,3”-di-O-galloyl)-B-glucopyranosid
und Quercetin-3-O-(2”,3”-di-O-galloyl)-B-glucopyranosid (8,3-24 puM). Die
Wirkung gegendber den verschiedenen Leishmania — Spezies war

uneinheitlicher als in anderen Substanzgruppen. Zusatzliche Galloylgruppen
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zeigten sich far die antileishmanielle Potenz nachteilig, was beim Vergleich der
ICs0-Werte  von Quercetin-3-O-B-glucopyranosid, Quercetin-3-O-B-galacto-
pyranosid, Quercetin-3-O-(2“-O-galloyl)-B-glucopyranosid, und Quercetin-3-O-
(2“,3“-di-O-galloyl)-B-gluco-pyranosid deutlich wird. Bei den Kampferolderivaten
kann eine analoge Beziehung nicht ausgemacht werden (Ercil et al., 2005).

Die antileishmanielle Potenz der Kaffeesaurederivate reichte von den stark
wirksamen Vertretern Kaffeesaure (3,8 — 7,2 uM), Salvianolsaure | —methylester
(9 - 19 uM), Salvianolsaure K (13 — 21 uM) und Salvianolsaure L (12,7 - 26 uM)
Uber die moderate Rosmarinséaure (60 - 84 uM) bis zu der schwach wirksamen
Salvianolséaure | und Sagerinsaure (> 120 uM) (Radtke et al., 2003). Im groBen
und ganzen war die antiparasitare Aktivitat gegenlber allen Spezies &hnlich;
allerdings zeigten Kaffeesdure, Rosmarinsaure und Sagerinsdure gegenulber
den neotropischen Arten Leishmania amazonensis und Leishmania guyanensis
geringflgig héhere ICso-Werte.

Besonders potente Substanzen fanden sich unter den hydrolysierbaren
Gerbstoffen mit ICso-Werten < 5 uM, so beispielsweise bei Elaeagnatin-A (2,2 —
2,7 uUM), Castalagin (ca. 3 uM), sowie sogar Vertreter mit einem ICso —Wert
zwischen 0,1 — 0,9 uM (Corilagin, Geraniin, Casuarinin).

Was die selektive Schadigung des amastigoten Stadiums bei niedrigen
Konzentrationen anbetrifft, so ist die Wirkung der Polyphenole im Hinblick auf
den potentiellen Einsatz als ginstig zu bewerten. Hinzu kommt die sehr geringe
Zytotoxizitdt gegenltber den Wirtszellen. Der groBe Unterschied in den
Wirkungen gegendber den beiden Stadien ist in der beobachteten
GrdBenordnung Uberraschend und bei antileishmaniell wirksamen Substanzen
aus anderen Stoffklassen in dieser Form nicht bekannt. Nicht einmal das
hochwirksame Pentostam® kann mit dieser Selektivitat aufwarten. Dass
Promastigoten trotz direkten Kontakts mit dem Polyphenol erst bei extrem
hohen Konzentrationen geschadigt werden, wogegen die in der Wirtszelle
geschuitzt liegenden Amastigoten bereits durch niedrige Konzentrationen an der
Vermehrung und Pathogenese gehindert werden, Uberrascht. Zwar schlieBen
diese Befunde eine direkte selektive Toxizitat gegentber den Amastigoten nicht
aus; wahrscheinlicher ist allerdings, dass der antiparasitare Effekt auf einer
Immunstimulation beruht, bei der das Polyphenol eine Makrophagenaktivierung

induziert.
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Tabelle 4.2: Antileishmanielle Wirkung ausgewahlter Polyphenole gegentiber Amastigoten [uM]
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Einfache Phenole
Gallusséure >1000 | 256,3 | 243,9 | 237,4 | 221,6 | 2653 | 2453 | 2346
3-Galloyl-shikimisaure 72,7 11,1 11,5 9,7 13,4 9,3 16,4 15,7
3,5-digalloyl-shikimisaure 81,4 1,8 2,0 2,5 1,7 2,2 2,8 2,6
Proanthocyanidin-hexamer > 200 13,6 14,2 9,9 12,7 13,1 16,4 15,8
Catechin 93,2 52,7 53,1 49,6 55,3 47,6 53,9 48,6
Epigallocatechin-3-gallat > 200 12,3 12,5 11,9 12,7 12,0 12,7 12,1
Galloylierte Flavonoidglykoside
Kampferol-3-O-B-glucopyranosid > 500 6,3 1,5 3,7 2,6 4.4 3,8 3,0
Quercetin-3-O-B-glucopyranosid > 500 3,9 3,0 3,5 4.3 57 41 3,6
Quercetin-3-O-B-galactopyranosid > 500 6,4 3,9 52 54 6,1 3,4 3,0
Kampferol-3-O-(2“-O-galloyl)-
B-glucopyranosid > 500 2,8 2,5 2,9 3,6 3,2 52 4.8
Quercetin-3-0-(2“-O-galloyl)-
B-glucopyranosid > 500 12,5 12,8 9,6 13,2 8,7 17,6 15,0
Quercetin-3-0-(2“,3"-di-O-galloyl)-
B-glucopyranosid > 500 8,7 24,2 14,1 17,5 12,5 17,7 20,6
Kampferol-3-O-(2“,3"-di-O-galloyl)-
B-glucopyranosid > 500 3,2 3,0 4,4 2,6 4.1 2,8 3,1
B-Typ-Proanthocyanidine
Epifisetinidol-4f3,8-catechin > 200 6,2 6,7 5,9 6,4 5,8 7,3 7,0
Epifisetinidol-4p,8-epicatechin > 200 2,7 2,5 2,3 2,3 2,4 3,6 3,7
Epifisetinidol-4f,6-catechin > 200 6,4 6,3 5,8 6,1 5,9 7,2 7.6
Epifisetinidol-43,6-epicatechin > 200 7,3 7,2 6,8 7,4 6,9 7,8 7,9
Epicatechin-4a,8-catechin > 200 7.1 6,8 7,7 7.4 6,5 7,7 7,1
Fisetinidol-4.,6-catechin > 200 2,3 1,9 2,5 1,8 2,5 3,1 3,3
Catechin-4a,8-catechin > 200 1,2 1,1 1,3 1,3 1,0 1,2 1,3
Depside
Kaffeesaure > 500 4.4 6,1 6,4 3,8 3,9 7,2 6,6
Rosmarinsaure > 500 59,2 74,4 61,6 65,3 69,4 92,7 84,2
Salvianolsaure | >500 | 160,44 | 1758 | 1379 | 1518 | 167,8 | 156,2 | 1515
Salvianolséure | — methylester > 500 10,8 18,6 9,3 16,3 13,6 12,9 15,2
Salvianolséaure K > 500 18,3 18,2 21,7 14,8 14,5 10,7 13,3
Salvianolsaure L > 500 20,3 15,4 12,7 16,1 13,0 26,4 22,6
Sagerinséure > 500 128,7 122,1 132,7 120,5 154,8 146,2 1415
Hydrolysierbare Gerbstoffe
Tellimagrandin-| > 250 1,1 0,9 1,3 1,5 0,9 0,9 0,8
Tellimagrandin-II > 250 0,5 0,7 0,5 0,5 0,5 0,3 0,3
Phyllanthusiin-B > 250 0,6 0,6 0,8 0,6 0,7 0,8 0,7
Phyllanthusiin-C > 250 2,5 2,7 2,5 3,1 2,7 3,3 3,5
Geraniin > 250 0,4 0,3 0,8 0,2 0,3 0,9 0,4
Ascorgeraniin > 250 0,6 0,4 0,2 0,5 0,4 0,6 0,4
Corilagin > 250 0,7 0,6 0,8 0,6 0,5 0,9 0,9
Castalagin > 250 3,3 3,6 3,1 3,3 3,4 3,2 3,4
Casuarinin > 250 0,6 0,8 0,5 0,9 0,8 0,9 0,9
Elaeagnatin-A > 250 2,4 2,4 2,7 2,6 2,2 2,5 2,3
Kontrolle: Pentostam 124,6 10,7 9,9 11,4 12,3 9,8 10,6 10,1
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