4.2 In-vivo-Untersuchungen im Infektionsmodell der

Reaktivierungstoxoplasmose

4.2.1 Akuttherapie bei Reaktivierungstoxoplasmose

Die Toxoplasma-Enzephalitis entsteht aufgrund der Reaktivierung der latenten Infektion
mit 7. gondii beim immunsupprimierten Patienten, insbesondere bei AIDS-Patienten (72).
Unbehandelt verlauft die Reaktivierung todlich. Nach erfolgreicher Akuttherapie muss die
antiparasitare Behandlung durch lebenslange Erhaltungstherapie fortgefuhrt werden (Abb.
8). Derzeitig verfugbare Standardtherapeutika weisen eine hohe Toxizitat und das Potential
zur Auslosung von Allergien auf, alternative Therapeutika sind weniger effektiv oder
besitzen pharmakologische Probleme (z.B. Bioverfugbarkeit). Aus diesen Griinden besteht
ein grofer Bedarf an neuen, weniger toxischen Therapeutika mit guten pharmakologischen
Eigenschaften.

Um neue Therapeutika oder aber bekannte Therapeutika in neuer Formulierung testen zu
konnen, bedarf es entsprechender In-vitro- und vor allem aber In-vivo-Systeme. Derzeit
vorhandene Mausmodelle verlaufen als chronisch-progrediente Infektion zystenbildender
mauspathogene Stamme von 7. gondii in der C57BL/6- oder CBA/ca-Maus) oder aber als
hochakute Infektion (nicht-zystenbildende mauspathogene Stamme). Diese Modelle
spiegeln aber nicht die naturliche Infektion, die als Reaktivierung einer latenten Infektion
ablauft, wider.

Aus diesen Grunden wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit ein murines
Modell der Reaktivierungstoxoplasmose etabliert. IRF 8" (ICSBP”) Miuse sind nicht in
der Lage, IL-12p40 zu produzieren und konnen deshalb die Produktion von IFN-y nach
der Infektion mit dem Parasiten nicht steigern. IFN-y ist allerdings essentiell, um die
Reaktivierung einer latenten Toxoplasmose zu verhindern (40-42, 50, 109). IRF 8" -Miuse
wurden deshalb oral mit 10 Zysten von 7. gondii infiziert und ab dem zweiten Tag nach
Infektion vier Wochen lang mit Sulfadiazin behandelt (Abb. 9). Unter der Behandlung mit

Sulfadiazin entwickelten die M#use im Gegensatz zu unbehandelten Mausen, die an einer
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Parasitamie verstarben, eine latente Infektion, wobei sich Zysten im Gehirn bildeten (275 +
26 pro Gehirn). Innerhalb weniger Tage nach Absetzen von Sulfadiazin (Tag 0)
entwickelten die Tiere klinische Symptome einer reaktivierten Infektion (z.B.
Gleichgewichtsstorungen, stumpfes, struppiges Fell und Gewichtsverlust). Diese
klinischen Symptome verliefen progredient und fuhrten innerhalb von 2 Wochen nach
Absetzen von Sulfadiazin zum Tode. In Leber, Lunge und Herz - am ausgepragtesten aber
im Gehirn - waren histologische Veranderungen zu erkennen. Diese waren durch die
Ausbildung von zahlreichen Entziindungsherden mit Einwanderung von Leukozyten aus
Blutgefdalen in das umliegende Gewebe gekennzeichnet. In der H&E-Farbung waren
daruiber hinaus Areale mit zentralen nekrotischen Einschmelzungen sichtbar. In der
immunhistologischen Farbung zeigte sich, dass sich die Areale freier Parasiten sowie
parasitengefullter Vakuolen mit denen der Entziindung deckten.

Ziel der initialen Untersuchungen war es in einem ersten Schritt, die optimale Dosierung
und den maximalen Zeitabstand zwischen den i.v. Injektionen der Atovaquon-
Nanosuspensionen zu ermitteln, die fur die Akuttherapie nach Absetzen des Sulfadiazins
eingesetzt werden sollten. Jeweils eine Versuchsgruppe wurde jeden dritten Tag mit
Atovaquon-Nanosuspensionen in Dosierungen von 2,5, 5 oder 10 mg/kg KG behandelt.
Eine weitere Gruppe von Mdusen erhielt jeden zweiten Tag eine Dosis von 10 mg/kg KG.
Die Therapie wurde jeweils von Tag 2 bis Tag 8 nach Absetzen des Sulfadiazins
durchgefuhrt.

Sowohl die Behandlung mit 10 mg/kg KG jeden dritten Tag als auch mit 10 mg/kg KG
jeden zweiten Tag zeigte einen guten therapeutischen Effekt. Die behandelten Mause
entwickelten keinerlei makroskopische Krankheitszeichen und uiberlebten die Infektion zu
100%, wahrend Kontrollméduse zu 100% verstarben (Tab. 6). Histologisch konnten in den
Gehirnen der Atovaquon-behandelten Méuse keine inflammatorischen Veranderungen
oder Parasiten nachgewiesen werden. Bei niedrigeren Dosierungen zeigten die Mause
dosisabhangig ausgepragte histologische Veranderungen (Tab. 6).

Eine Dosisreduktion auf 5 mg/kg KG resultierte in einer Letalitat von 20% der Tiere,
wihrend 50% der mit 2,5 mg/kg KG Atovaquon behandelten Tiere verstarben. In beiden

Gruppen waren Parasiten-assoziierte Entzindungsareale nachweisbar (Tab. 6). Um die
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histologischen Befunde und Letalititen mit den Wirkstoffkonzentrationen korrelieren zu

konnen, wurden mittels HPLC die Atovaquon-Konzentrationen im Serum und Geweben

Tab. 6: Letalitat und histologische Veranderungen im Gehirn von 7. gondii-

infizierten Mausen in Abhangigkeit der Atovaquon-Dosis

Dosis Letalitat Zahl der ‘
Drug i.v. Akut-Therapie Parasitenzahl
(mg/kg) (%) infl. Areale®
Kontrolle 100 n.d.’ n.d.’
Atovaquon Jeden 2. Tag 10 0 0 0
Jeden 3. Tag 10 0 0 0
Jeden 3. Tag 5 20° 1,16 £ 0,34 7,3+3,6
Jeden 3. Tag 2,5 50 32+1,13 245+35

* Zahl der inflammatorischen Areale im Gehirn pro Gesichtsfeld, 100-fache VergroB3erung
® Histologische Untersuchungen wurde nicht durchgefuhrt, weil alle Kontrollmiuse
verstorben waren

¢ Letalitat an Tag 10

bestimmt. Hohe Konzentrationen wurden im Serum und in den Organen von Miausen
nachgewiesen, die mit 10 mg/kg KG behandelt worden waren (Tab. 7). In Serum und

Leber der mit 5 oder 2,5 mg/kg KG behandelten Méuse lagen die Atovaquon-
Konzentrationen signifikant niedriger (Tab. 7). Im Gehirn konnten wir Atovaquon nur in
den mit 10 mg/kg KG behandelten Tiere nachweisen. Da eine zu geringe Sensitivitat der
HPLC-Methodik diesen Effekt verursacht haben konnte, wurde fur die weiterfuhrenden
Untersuchungen von Hirngewebe eine massenspektrometrische Nachweismethode

etabliert.
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Tab. 7: Atovaquon-Konzentrationen im Serum und in Organen mit 7. gondii-

infizierter Mause

Atovaquon Konzentrationen *

Therapieschema

Serum (mg/1) Gehirn (mg/kg) Leber (mg/kg)
Atovaquon (mg/kg)
Jeden 2. Tag (10) n.p.’ n.p.’ n.p.’
Jeden 3. Tag (10) 35,1+7,7 1,9+0,5 355+12,3
Jeden 3. Tag (5) 04+0 n.d.c 25+1,7
Jeden 3. Tag (2.5) n.d.c n.d.c 6,9+1,8

* Atovaquon-Konzentrationen, mit HPLC gemessen
®n.p., nicht durchgefuhrt

°n.d., nicht detektierbar

4.2.2 Zusammenfassung und Bedeutung der Ergebnisse

Die Applikation der Antiparasitika in der Akutphase des beschriebenen Reaktivierungs-
modells wurde in der Vergangenheit in zweitiagigen Abstinden mit 10 mg/kg KG
Atovaquon-Nanosuspension uber 10 Tage durchgefuhrt (N. Scholer, Pharmazeutische
Dissertationsarbeit, FU Berlin 2001. (102)). Da M4use unter dieser Therapie hohe Serum-
und Leberspiegel von Atovaquon aufwiesen (Daten nicht gezeigt), die wiederholte
Injektion in die Schwanzvene sich jedoch technisch schwierig gestaltete, wurde untersucht,
ob die dreitigige Gabe von Atovaquon-Nanosuspensionen als Akuttherapie ebenfalls
therapeutisch wirksam ist. Daruiber hinaus sollten Dosisfindungsuntersuchungen im
gleichen Ansatz durchgefiihrt werden. Klinische und histologische Daten im
Reaktivierungsmodell weisen darauf hin, dass die Gabe von Atovaquon in dreitagigen
Abstianden ebenso therapeutisch wirksam ist wie die Gabe in zweitdgigen Abstanden. Auch
die HPLC-Analysen ergaben hohe Serum- und Leberspiegel von Atovaquon bei diesen
Tieren. Diese lagen in einem Bereich (= 30 mg/l), der auch bei Patienten unter Atovaquon-

Therapie im Serum nachgewiesen werden konnte (28). Selbst im Gehirn wurde Atovaquon
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in geringer Konzentration mittels HPLC nachgewiesen. Fur zukunftige Experimente ist
somit eine i.v.-Akuttherapie mit Atovaquon-Nanosuspensionen in einer Dosierung von 10

mg/kg KG jeden dritten Tag ausreichend.

Um die minimale Dosis fur eine therapeutische Wirksamkeit bei 3-tigiger Gabe
zubestimmen, wurde die Akuttherapie in einer Dosierung von 10 mg mit der mit 5 oder 2,5
mg/kg KG verglichen. Unter der Therapie mit 5 bzw. 2,5 mg/kg Atovaquon wurde
gegenuiber der Therapie mit 10 mg eine hohere Letalitat beobachtet, die sich auch im
Nachweis von erhohten Zahlen inflammatorischer Areale und Parasiten im Gehirn
widerspiegelte. Pharmakologische Untersuchungen mittels HPLC zeigten im Serum und
Gehirn Atovaquon-Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze. Der geringere
therapeutische Effekt ist erklarlich, da die gemessenen Serumspiegel um ein Vielfaches
unter den der von Patienten unter erfolgreicher Atovaquon-Therapie liegen (28). In In-
vitro-Experimenten konnte von uns (102) und anderen Autoren (8, 96) eine therapeutische
Atovaquon-Konzentration von 1-3 pg/ml bestimmt werden. Somit liegt die wirksame
Dosierung in-vivo (ca. 30 mg/l Serumspiegel) ca. um den Faktor 10 hoher.
Zusammenfassend lasst sich folgern, dass die Akuttherapie der Reaktivierungs-
toxoplasmose in einer Dosierung von 10 mg/kg KG - alle 3 Tage verabreicht -
therapeutisch wirksam ist. Diese Ergebnisse sollten in die klinische Praxis uberfuhrt
werden, um die Therapie der Reaktivierungstoxoplasmose bei Immunsupprimierten zu
verbessern. Die hier vorgestellte i.v.-Therapie konnte der derzeitigen oralen Behandlung

uberlegen sein.

4.2.3 Erhaltungstherapie der Reaktivierungstoxoplasmose

4.2.3.1 Uberlebensrate

Nach drei- bis vierwodchiger Akuttherapie wird die erfolgreiche Behandlung einer
Reaktivierungstoxoplasmose auf eine Erhaltungstherapie mit den gleichen Medikamenten,

jedoch in geringerer Dosierung, umgesetzt; diese Erhaltungstherapie muss lebenslang

77



fortgefuhrt werden. Da bislang in der Literatur kein Mausmodell zur Testung der
Erhaltungstherapie vorliegt, haben wir das oben beschriebene Modell der Akuttherapie
adaptiert und erweitert. In diesem Modell wurde daraufthin Atovaquon vergleichend mit
anderen Antiparasitika als orale Therapie in Anlehnung an die klinische Situation beim
immunsupprimierten Patienten getestet. Dafur wurden anstelle der Atovaquon-
Nanosuspensionen die auch fur die Therapie der Toxoplasmose zugelassene Atovaquon-
Suspension (Wellvone®) eingesetzt. Diese enthilt neben der Arzneistoff Reinsubstanz
Xanthan-Gummi sowie Poloxamer 188 zur Verbesserung der oralen Resorption.

Wie im Modell der Akut-Therapie beschrieben, wurden Tiere zuerst mit Sulfadiazin
behandelt und 2 Tage nach Absetzen des Sulfadiazins im Rahmen der Akuttherapie mit
Atovaquon-Nanosuspensionen i.v. therapiert. Einen Tag nach Abschluss der Akuttherapie
wurden die Mause taglich oral mit Atovaquon-Suspensionen oder anderen Antiparasitika
fur die Dauer einer Woche behandelt. Alle unbehandelten Kontrollméause verstarben
zwischen dem 6. und 9. Tag nach Absetzen der Akuttherapie. Die tagliche orale
Erhaltungstherapie mit Atovaquon in einer Dosierung von 50 oder 100 mg/kg KG wurde
von allen Méusen ohne Entwicklung von makroskopischen Krankheitszeichen uiberlebt
(Abb. 24). Auch die Kombinationstherapie mit Pyrimethamin (0,71 mg/kg KG) und
Sulfadiazin (30 mg/kg KG) fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der Letalitat im
Beobachtungszeitraum (14,3 vs. 100% an Tag 10). Die Kombinationstherapie mit
Pyrimethamin (0,71 mg/kg KG) und Clindamycin (35 mg/kg KG), die als
Alternativtherapie bei einer Allergie auf Sulfadiazin eingesetzt wird, resultierte
demgegentuiber in einer hoheren Letalitit (p = 0,0967) von 28.0%.Trovafloxacin (200
mg/kg KG)-behandelte Mause begannen an Tag 8 zu versterben und wiesen an Tag 10 eine
Letalitat von 34% auf. Mause, die lediglich mit Sulfadiazin im Trinkwasser behandelt
worden waren, waren an Tag 10 ebenso wie die Kontrolltiere zu 100% verstorben (Abb.

24)
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Abb. 24: Letalitat von 7. gondii-infizierten Mausen unter oraler Erhaltungstherapie
mit Atovaquon und anderen antiparasitaren Substanzen

4.2.3.2 Histologie/ Immunhistologie

Zur Bestimmung der Wirksamkeit einer oralen Erhaltungstherapie wurden neben der
Letalitat auch histologische Veranderungen des Gehirns und der Leber an Tag 8 nach
Absetzen der Erhaltungstherapie (Sektionstag) analysiert. Die Gehirne der unbehandelten
Kontrollméduse zeigten das histologische Bild einer Toxoplasma-Enzephalitis,
gekennzeichnet durch ausgepragte parenchymale und meningeale Entzundungen. Diese
Veranderungen korrelierten mit hohen Parasiten- bzw. Toxoplasma-Antigenmengen in den
Entzindungsherden des Hirnparenchyms. Die Meningen waren histologisch frei von
Parasiten. Auch in den Lebern unbehandelter Kontrollmduse zeigten sich grofle

inflammatorische Areale (15,27 = 7,73) (Tab. 8; Abb. 25).
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Im Gegensatz dazu waren bei Mausen, die mit Atovaquon in einer Dosierung von 50
mg/kg oder 100 mg/kg KG behandelt worden waren, weder inflammatorische Areale noch
Parasiten oder Parasitenantigene nachweisbar (Tab. 8). Auch Mause, die mit Pyrimethamin
und Sulfadiazin behandelt worden waren, wiesen histologisch keine Veranderungen im
Gehirn auf. Im Gegensatz dazu fanden sich in der Leber in geringer Zahl Inflammations-
herde, jedoch keine Parasiten. Eine Kombinationstherapie mit Pyrimethamin plus
Clindamycin konnte die Entwicklung zerebraler inflammatorischer Herde und
Einwanderung von Parasiten nicht verhindern, daruber hinaus waren die Meningen dieser
Tiere verdickt (Abb. 25; Tab. 8). Eine Behandlung mit Trovafloxacin, einem
Gyrasehemmer, der in-vitro exzellente Wirksamkeit gegen 7. gondii besitzt, jedoch nicht
gehirngangig ist (65), fuhrte zu einer signifikant hoheren Zahl von Entziindungsherden im
Gehirn und einer ausgeprigteren meningealen Reaktion gegenuiber den mit Atovaquon-
behandelten Tieren. Im Gehirn lieBen sich daruber hinaus Parasiten nachweisen.
Sulfadiazin- behandelte M4use zeigten keine signifikanten histologischen Unterschiede

gegenuber den unbehandelten Tieren (Tab. 8; Abb. 25).

Tab. 8: Histologische Befunde in Gehirn und Leber T. gondii-infizierter IRF-8-defizienter

Mausen unter Erhaltungstherapie

Gehirn Leber
Zahl Meningeale _ Zahl
Parasiten- Parasiten-
Behandlung inflammat. Inflammation inflammat.
Zahl zahl
Areale (score) Areale
Kontrolle 4,78+0,97 2,83+0,75 349+264 153+7,7 3,11+3,1
Atovaquon - (100 mg/kg) 0+0" 0,0£0" 0+0" 0+0" 0+0"
- (50 mg/kg) 0+0" 0,0£0" 0+0" 0+0" 0+0"

Pyrimethamin + Sulfadiazin 0+0" 0,0+0" 0+0" 201,17 040"
Pyrimethamin + Clindamycin 1,56 £ 1,13 1,02+0,44" 233+£36"° 4719 2,0+2]1
Trovafloxacin 1,73 +£1,42" 1,43+0,53" 5,6+4,1" 0+0" 0+0"
Sulfadiazin 45+1,09" 2,83+0,407 30,0+22,7 4,0+24 2,14+2,]1

*

P <0,0001 vs. Kontrolle
" nicht signifikant vs. Kontrolle
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Abb. 25: Histologische Veranderungen im Gehirn 7. gondii-infizierter Mause unter
oraler Erhaltungstherapie mit Atovaquon (Immunperoxidase-Farbung).
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A, unbehandelte Kontrolle mit Verdickung der Meningen (langer Pfeil) und 7.
gondii-assoziierten fokalen Nekroseherden (kurzer Pfeil). B, orale
Erhaltungstherapie mit Atovaquon 100 mg/kg. C, orale Erhaltungstherapie mit
Atovaquon 50 mg/kg. D, Kombinationstherapie mit Pyrimethamin und Sulfadiazin.
E, Behandlung mit Pyrimethamin und Clindamycin, F, orale Erhaltungstherapie mit
Trovafloxacin, G, Sulfadiazin-Therapie. Dicke Pfeile zeigen inflammatorische Areale
an, dunne zeigen Parasiten-Antigene.

4.2.3.3 Atovaquonkonzentrationen im Serum und Gewebe

Acht Tage nach Absetzen der Akuttherapie (entsprechend 24 Stunden nach der letzten
oralen Gabe) wurden Serum, Gehirn, Lunge und Leber von IRF-8"-M#usen gewonnen,
homogenisiert und Atovaquon-Konzentration mittels HPLC oder MS bestimmt. Nach
Behandlung mit 50 oder 100 mg/kg KG Atovaquon-Suspension lagen die Atovaquon-
Konzentration in Serum bei =15 mg/l (Abb. 26). Atovaquon konnte mittels HPLC

Serum-Atovaquon-
Konzentrationen

(mg/l) 254

n.d.

Kontrolle 50 100
Atovaquon (mg/kg)

Abb. 26: Serum Atovaquon-Konzentrationen nach siebentiagiger oraler
Erhaltungstherapie mit 50 oder 100 mg/kg KG Atovaquon (HPLC); n.d., nicht
detektierbar
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in der Leber (2 + 3 mg/kg) und Lunge (0,8 + 0,3 mg/kg) der behandelten M#use detektiert
werden. Im Gehirn behandelter Mause konnte Atovaquon nur mittels MS sicher
nachgewiesen werden; die Konzentrationen betrugen 0,22 + 0,05 und 0,34 + 0,14 mg/kg in

Mziusen unter Therapie mit 50 bzw. 100 mg Atovaquon pro kg KG (Abb. 27).

5-
|:| Kontrolle
4-
Atovaquon- |:| Atovaquon 50mg/kg
Konzentrationen
(mg/kg) . Atovaquon 100mg/kg

Gehirn Leber Lunge

Abb. 27: Atovaquon-Konzentrationen in Gehirn, Leber und Lunge von M#usen nach
siebentagiger oraler Erhaltungstherapie mit 50 oder 100 mg/kg KG Atovaquon.
Atovaquon- Konzentrationen in Leber und Lunge wurden mittels HPLC im Gehirn
mittels MS gemessen; n.d. nicht detektierbar.
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4.2.3.4 Zusammenfassung und Bedeutung der Ergebnisse

Die orale Erhaltungstherapie mit Atovaquon-Suspensionen verhindert das Wiederauftreten
der Reaktivierungstoxoplasmose. Das Mausmodell und die gew@hlten Dosierungen waren
soweit wie moglich an der Behandlung immunsupprimierter Patienten angepasst, so dass
die Befunde groBe Bedeutung fur klinische Studien haben durften.

Bisherige In-vitro- und In-vivo-Studien pruften die Wirksamkeit antiparasitarer Wirkstoffe
in Systemen, die nicht die klinische Situation widerspiegeln. Die Testung neuer
antiparasitarer Substanzen wurde entweder an Makrophagen oder Fibroblasten oder aber
in-vivo in der akuten Phase der frischen Infektion ohne oder mit vorheriger Immun-
suppression durchgefuhrt (29). Das im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit
entwickelte Mausmodell erlaubt erstmalig die Testung antiparasitarer Substanzen in einem
In-vivo-Reaktivierungsmodell. Zur Prophylaxe der Toxoplasma-Enzephalitis bei AIDS-
Patienten wird als Therapie der ersten Wahl die Kombination von Pyrimethamin (25 bis
50mg oral téglich) plus Sulfadiazin (500 bis 1000mg oral viermal pro Tag) empfohlen.
Diese Empfehlung basiert auf Ergebnissen von klinischen Studien (A1l-Empfehlung der
U.S.-amerikanischen Infektiologen-Gesellschaft IDSA (76)). Bei Allergien oder
Unvertraglichkeiten wird alternativ die Kombination von Pyrimethamin (25 bis 50 mg oral
taglich) plus Clindamycin (300 bis 450 mg oral alle 6-8 Stunden) oder Atovaquon (750 mg
oral alle 6-8 Stunden) mit oder ohne Pyrimethamin (25 bis 50 mg oral tiglich) empfohlen.
Die Wirksamkeit dieser Alternativtherapie ist nicht durch kontrollierte klinische Studien
belegt (CIII-Klassifikation (76)). Katlama et al. (62) behandelten 65 AIDS-Patienten, die
Unvertraglichkeiten gegen die Standardtherapeutika entwickelt hatten, mit einer
Atovaquon-Erhaltungstherapie mit einer Dosis von 750 mg viermal taglich. Atovaquon
verhinderte in 74% der Patienten das Auftreten einer Reaktivierungstoxoplasmose. Diese
Rate liegt zwar unter der von uns im Mausmodell beschriebenen 100%igen Wirksamkeit,
wihrend die Patienten allerdings die Dosierung von 750 mg in der ursprunglichen, schlecht
resorbierbaren Tablettenform viermal taglich einnahmen, wurden M#use in unserer Studie
mit einer Atovaquon-Suspension in adquivalenter Dosis behandelt (30). In diesem
Zusammenhang ist von Bedeutung, dass eine sogenannten ,,Hifat* (Toast mit 56 g Butter)-

Diat die Aufnahme des Atovaquons um den Faktor 3,9 (AUC) bzw. 5,6 (Cmax) erhoht
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(95). Die Formulierung von Atovaquon als Suspensionen oder in dem Neutralester Miglyol
erhoht ebenfalls die Aufnahme, AUC und Cmax stiegen um den Faktor 1,7 bzw. 2,4. Wir
nehmen an, dass Atovaquon in Form der oral zu applizierenden Suspension mit Xanthan-
Gummi und Poloxamer 188 (Wellvone®) aufgrund der besseren Bioverfugbarkeit deutlich
effektiver gegen die Toxoplasma-Enzephalitis ist als die urspringliche Tablettenform. Die
Kombination von Atovaquon-Suspension plus Pyrimethamin oder Sulfadiazin war
ebenfalls als Erhaltungstherapie bei 19 (95%) von 20 AIDS-Patienten erfolgreich (63).
Diese Studie konnte allerdings nicht zeigen, ob der positive Effekt durch die neue
Formulierung des Atovaquon oder eher durch die Kombinationstherapie bedingt war.
Einen weiteren Vorteil von Atovaquon stellt das giinstige Nebenwirkungsprofil dar. Unter
einer Pyrimethamin-Therapie muss zum Schutz vor einer Knochenmarkssuppression mit
Folinsaure (Leucovorin®) substituiert werden. Dariiber hinaus verursachten Sulfadiazin als
auch Clindamycin Allergien bei bis zu 30% der Patienten, so dass bei 11 bis 30% der
Patienten die Therapie auf alternative Priaparate umgestellt werden muss (62). Dagegen
wird Atovaquon als Medikament mit geringen Nebenwirkungen beschrieben (63). Nur
zwei (3%) von 65 AIDS- Patienten zeigten Nebenwirkungen, die zum Abbruch der
Therapie fuhrten; Nebenwirkungen waren meist auf den Gastrointestinaltrakt beschrankt
(63). In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass Atovaquon als
Kombinationspriaparat mit Proguanil zur Prophylaxe der Malaria im Handel ist
(Malarone®) und bereits millionenfach angewendet wurde (49). Die Gabe von 50 und 100
mg/kg KG Atovaquon resultierte im Serum der Mause in einer Atovaquon-Konzentration
von 14,5 bzw. 20,8 mg/l. Diese Konzentrationen im Serum infizierter Mause liegen uber
der in-vitro berechneten MIC fur 7. gondii (0,1 wg/ml). Dabei ist die Therapie mit 50
mg/kg KG in unserem Mausmodell dquivalent der Therapie bei AIDS-Patienten (750 mg
viermal taglich). Atovaquon-Konzentrationen im Gehirn infizierter Mause konnte mitder
sehr sensitiven MS gemessen werden. Die gemessenen Konzentrationen (zwischen 0,22
und 0,34 mg/kg) liegen tiber der MIC fur 7. gondii, was die antiparasitaren Effekte im Hirn
infizierter Méause erklaren durfte.

Auch die als Alternativtherapie etablierte Kombination von Pyrimethamin (0,71 mg/kg
KG) und Clindamycin (35 mg/kg KG) fuhrte zu signifikant langeren Uberlebensraten im

Vergleich zu unbehandelten Mausen. Die liangere Lebensdauer war mit einer niedrigen
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Parasitenzahl assoziiert. Eine @dhnliche Abnahme der Zystenzahl unter Atovaquon wurde
von Araujo et al. (5) in einem Mausmodell der chronisch-progredienten Toxoplasma-
Infektion beschrieben.

Zusammenfassend weisen unsere In-vivo-Ergebnisse auf einen exzellenten therapeutischen
Effekt von Atovaquon gegen T. gondii bei gutem Nebenwirkungsprofil hin. Diese
Eigenschaften konnten sowohl in der Akutphase einer Reaktivierungstoxoplasmose als
auch bei der Erhaltungstherapie gezeigt werden. Unser Mausmodell der

Reaktivierungstoxoplasmose eignet sich auch zur Testung antiparasitarer Substanzen.
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