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Zusammenfassung

T. gondii ist als ein weltweit verbreiteter Parasit fir zahlreiche Erkrankungen verantwortlich.
Durch seine Bedeutung als humanpathogener Erreger ist er sowohl Verursacher von
Embryo- sowie Fetopathien, als auch fir eine Vielzahl von Todesféllen bei Patienten/-innen
ursachlich, deren Immunsystem sich in einem supprimierten oder defizienten Zustand
befindet. Ahnlich wie in der antibakteriellen Therapie, treten bei der antiinfektiven
Behandlung von T. gondii zunehmende Resistenzentwicklungen auf, die eine Eradikation des
Parasiten erschweren. Hinzu kommt die Problematik, dass die bisher im klinischen Bereich
eingesetzten Wirkstoffe lediglich auf parasitostatischer Ebene wirken. Aus diesem Grund ist
die Identifikation neuer Wirkstoffe gegen T. gondii notwendig.

In dieser Arbeit konnten mehrere aussichtsreiche Wirkstoffe identifiziert werden, die das
Wachstum von T. gondii inhibieren. Dabei lieB sich in der Zellkultur mittels Toxoplasmen-
Proliferationstests nicht nur eine Hemmung auf den intermediér virulenten T. gondii Stamm
MEA49 (Typ Il) feststellen, sondern auch eine vergleichbare Inhibition auf den hochvirulenten
T. gondii Stamm BK (Typ I) nachweisen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse konnte in
weiteren Untersuchungen durch mindestens dreimaliges Wiederholen des Toxoplasmen-
Proliferationstests unter gleichen Versuchsbedingungen geprtft werden.

Des Weiteren wurde die Potenz der neuen Wirkstoffe mit denen der klinisch bereits
etablierten antiparasitaren Wirkstoffe verglichen. Daflir herangezogen wurden die Antibiotika
Cotrimoxazol, bestehend aus Trimethoprim und Sulfamethoxazol, sowie Clindamycin.

Die in dieser Arbeit getesteten Wirkstoffe sind Sekund&rmetabolite aus marinen
Schwdmmen, Pflanzen und endophytischen Pilzen. Von insgesamt 151 getesteten
Wirkstoffen und deren Derivaten konnten nun 13 identifiziert werden, die mit einem &hnlichen
ECso-Wert inhibierend auf T. gondii wirken wie bereits klinisch eingesetzte Antibiotika.

Als Substanzen mit einer guten inhibitorischen Aktivitdt wurden diejenigen definiert, deren
durchschnittlicher ECso-Wert kleiner gleich 10 uM ist. Diese konnten folglich als potentiell
wirksame Kandidaten fir die Inhibition von T. gondiiin Betracht gezogen werden.

Im Hinblick auf die gleichzeitige Hemmung beider T. gondii Stdmme lieBen sich drei der neu
getesteten Wirkstoffe mit guter inhibitorischer Potenz von kleiner gleich 10 uM identifizieren.
Diese sind 3-O-Methylgallic acid butyl ester, BrPhenethylamide und Hexylamide. Eine gute
inhibitorische Aktivitdt gegen den T. gondii Stamm ME49 besaBen weiterhin noch (+) Avarol,
Alternariol, Neobavaisoflavone und Piperin. Betrachtete man die Potenz der Wirkstoffe
gegen den T. gondii Stamm BK, so lieB sich dartuber hinaus die Wirkung von Berberin
hemisulfat als vielversprechend beurteilen.

Demzufolge konnten in dieser Arbeit von den 13 auserwéhlten Wirkstoffen insgesamt acht
identifiziert werden, deren inhibitorische Potenz neben der bereits in der Klinik verwendeter
Antibiotika als gut bezeichnet werden kann und die somit vielversprechende Kandidaten in
der Entwicklung neuer Substanzen zur Behandlung der von T. gondii verursachten
Infektionskrankheit Toxoplasmose darstellen.



Abstract

As a globally prevalent parasite, T. gondii is responsible for numerous diseases. Due to its
importance as a human pathogenic agent, it not only causes embryo- and fetopathies but
also a large number of deaths in patients whose immune system is in a suppressed or
deficient state. Similar to antibacterial therapy, the anti-infective treatment of T. gondii is
affected by the increasing development of resistance, which complicates eradication of the
parasite. Additionally, there is the problem that the active substances currently used in the
clinical practice only act on a parasitostatic level. For this reason, the identification of novel
substances against T. gondii is urgent.

In this work several promising substances could be identified which inhibit the growth of T.
gondii. Thus, in cell culture by means of toxoplasma proliferation tests not only an inhibition
on the intermediate virulent T. gondii strain ME49 (type Il) was determined, but also a
comparable effect on the highly virulent T. gondii strain BK (type I) could be observed. The
reproducibility of the results could be tested in corroborating investigations by repeating the
toxoplasma proliferation tests at least three times under the same experimental conditions.
Furthermore, the potency of this new natural products was compared with those of clinically
established antibiotic agents. For this purpose, the antibiotics Cotrimoxazole, consisting of
Trimethoprim and Sulfamethoxazole, and Clindamycin were used.

The substances tested in this work are secondary metabolites of marine sponges, plants and
endophytic fungi. Of a total of 151 tested natural products and derivatives thereof, 13
substances have been identified which inhibit the proliferation of T. gondii with a comparable
ECso value as established antibiotics.

Defined as substances with a good inhibitory activity were those, whose ECso value average
less than or equal to 10 uM. These were considered as potentially potent candidates for the
inhibition of T. gondii.

With regard to the simultaneous inhibition on both T. gondii strains, three of the newly tested
active products with good inhibitory potency of less than 10 uM could be identified. In
particular, these encompass 3-O-Methylgallic acid butyl ester, BrPhenethylamide and
Hexylamide. Furthermore, a good inhibitory activity against T. gondii strain ME49 also was
shown by (+) Avarol, Alternariol, Neobavaisoflavone and Piperine. Considering the potency of
the substances against the T. gondii strain BK, the effect of Berberin hemisulfate could be
assessed as promising.

Taken together, out of these 13 selected active products, eight of them were identified whose
inhibitory potency can be considered as good besides the antibiotics already used in clinical
practice. Therefore, they represent promising candidates in the development of new
substances in the treatment of toxoplasmosis, the infectious disease caused by T. gondii.
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1 Einleitung

1.1 Der Parasit Toxoplasma gondii

1.1.1 Definition

Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein obligat intrazellul&rer Parasit, der erstmals 1908 durch
Nicolle und Manceaux beschrieben wurde. Seinen Namen erhielt er aufgrund der typisch
bogenférmigen Morphologie (toxon, griech. = Bogen, plasma, griech. = Form) sowie durch
das nordafrikanische Nagetier Ctenodactylus gundi, auch Eigentliche Gundi genannt, in dem
T. gondii zum ersten Mal entdeckt wurde [1].

Taxonomisch zugeordnet wird T. gondii als eukaryontischer, einzelliger Parasit den
Protozoen. Hier gehdért er dem Stamm der Apicomplexa an, weiter unterteilt in die
Unterklasse der zystenbildenden Coccidia [2]. Als weitere Vertreter des Stammes der
Apicomplexa lassen sich bspw. die ebenfalls humanpathogenen Parasiten Plasmodium
falciparum, welche die Erreger der Malaria darstellen, wie auch Cryptosporidium parvum, die
die sogenannte Kryptosporidiose hervorrufen, nennen. Namensgebend und somit
gemeinsam ist allen Vertretern dieses Phylums der Apikalkomplex. Dies ist eine Struktur aus
Elementen des mikrotubularen Zytoskeletts, dem Conoid, und verschiedenen sekretorischen
Organellen. Beispiele fir letztere sind Rhoptrien, Mikronemen sowie ,Dichte Granula®“
Proteine. Diese Organellen Ubernehmen einen entscheidenden Anteil bei der
Wirtszellinvasion, wo sie die Entstehung einer parasitophoren Vakuole fir die Entwicklung
und Vermehrung von T. gondii ermbglichen [3].

1.1.2 Ubertragungswege und globale Verbreitung von T. gondii

T. gondii zeigt eine geringe Spezifitdt bezuglich seiner Wirtszellen, sodass mithilfe dieses
breiten Spektrums an Zelltypen, in die der Parasit eindringen kann, eine Infektion beinahe
jedes Lebewesens mit einem warmblitigen Stoffwechsel mdglich ist. Die globale
Durchseuchung mit dem Erreger ist sowohl in Menschen als auch in Tieren hoch. Vor allem
Katzen sowie katzenartige Raubtiere (Felidae), die die Endwirte einer Infektion mit
Toxoplasmen darstellen (s.u.), weisen unter den wild lebenden Tieren eine Infektionsrate von
nahezu 100 % auf, wahrend die weltweite Pravalenz von T. gondii in Hauskatzen lediglich
um die 30 - 40 % betragt [4].

Insbesondere im Bezug auf die humane Bevllkerung ist T. gondii als Erreger der
Toxoplasmose global einer der am haufigsten vorkommenden Parasiten mit einer
durchschnittlichen Durchseuchung von bis zu 30 % der Weltbevdlkerung, wobei die
Verbreitung dieser chronischen Infektion innerhalb geographischer sowie ethnischer
Grenzen variabel ist. In warmeren Klimaregionen ist die Préavalenz héher als in denen mit
kéalteren Temperaturen: wahrend bspw. die Anzahl seropositiver Menschen in Afrika und
Siudamerika bei schatzungsweise 80 % liegt, betragt die Infektionsrate in Zonen gemaBigten
Klimas, zu denen Zentraleuropa und damit auch Deutschland gehért, ca. 40 - 60 %.
Skandinavien, ein Gebiet mit kélterem Klima, weist dabei nur etwa 30 % mit T. gondii



infizierte Einwohner auf [5]. Ebenso ist die Anzahl infizierter Menschen in
Entwicklungsléandern deutlich erhdht im Vergleich zu Industrielandern [6]. Ein weiterer
Risikofaktor fur eine Infektion ist das zunehmende Lebensalter. Grundsatzlich z&hlt die
Toxoplasmose damit zu den haufigsten Krankheiten der Weltbevélkerung [7] und stellt allein
in den USA die dritthaufigste Todesursache im Hinblick auf durch Lebensmittel Gbertragene
Erreger dar [8].

Es gibt verschiedene Wege, die beim Menschen zu einer Toxoplasmen-Infektion fihren
kénnen. Zum einen kann dies Uber die orale Aufnahme von sogenannten Oozysten (s.u.) aus
der Umwelt geschehen. Die Aufnahme von Oozysten Uber den Kontakt mit Katzenkot spielt
dabei eine wesentliche Rolle. Bei der fékal-oralen Infektion findet die Ubertragung der T.
gondii Oozysten z.B. durch das Trinken von kontaminiertem Wasser [9] oder den Konsum
von verunreinigtem Obst und Gemuise [10] statt. Eine der wichtigsten Infektionsquellen
reprasentiert der Verzehr von T. gondii Zysten in Fleisch, das entweder roh ist oder aber
nicht genigend durchgegart wurde (karnivore Infektion) [6]. Das unterschiedliche
Erndhrungsverhalten in den verschiedenen Gebieten der Erde stellt demnach einen
wichtigen Beeinflussungsfaktor der Infektionsprévalenz dar, wobei hier vor allem die
Haufigkeit des Fleischverzehrs zu nennen ist [11]. In Deutschland ist insbesondere im
Fleisch von Gefligel eine Pravalenz der parasitiren Gewebezysten von bis zu 20 % zu
beobachten [12], wéhrend sowohl im Schweine- als auch im Schafsfleisch mittlerweile ein
rucklaufiger Durchseuchungsgrad festzustellen ist [13; 14]. Neben den bereits genannten
Infektionswegen ist zum anderen aber auch eine kongenitale Ubertragung der Parasiten von
der Mutter auf ihr ungeborenes Kind mdglich, sofern diese sich wéahrend der
Schwangerschaft erstmalig mit 7. gondii infiziert [5]. Dariiber hinaus ist eine Ubertragung
durch Organtransplantationen [15] sowie Bluttransfusionen [16] moglich, aufgrund der hohen
medizinischen Sicherheitsstandards heutzutage allerdings sehr selten.

1.1.3 Lebenszyklus

Wahrend seines Lebenszyklus lassen sich mehrere Stadien unterscheiden, die T. gondii
durchlduft. Diese Stadien werden durch drei unterschiedlich infektiose Formen des
Parasiten, den sogenannten Sporozoiten, Tachyzoiten und Bradyzoiten, reprasentiert. Die
Vermehrung von T. gondii findet sowohl sexuell in seinem Endwirt als auch asexuell in den
verschiedenen Zwischenwirten statt [17].

Der Endwirt und damit Ort der sexuellen Vermehrung von T. gondii ist die Hauskatze bzw.
andere katzenartige Tiere der Gattung der Felidae [1]. Diese nehmen T. gondii
Gewebezysten mit Bradyzoiten in Form infizierter Beutetiere auf. Im Magen und Dinndarm
der Katze wird die Hille der Gewebezysten durch die proteolytischen Enzyme des
Verdauungstraktes, wie bspw. Pepsin, aufgeldst, sodass die darin befindlichen Bradyzoiten
in den Magen-Darm-Trakt freigesetzt werden, ohne dabei aber selbst von den
Verdauungsenzymen beschéadigt zu werden. Von dort aus kdnnen sie in die Epithelzellen des
Dinndarms eindringen, wo sie sich vorerst im Rahmen der Schizogonie asexuell teilen und
so funf morphologische Stadien ausbilden, die sogenannten Typ A bis E Schizonten [18].
Nach der Replikation (Merogonie) und somit ca. zwei Tage nach T. gondii Zysten-Aufnahme
wird der sexuelle Vermehrungszyklus initiiert. Dabei differenzieren sich Schizonten vom Typ



D und E in weibliche und ménnliche Gameten (Gametogonie). Maximal zwei Wochen nach
Aufnahme befinden sich im gesamten Dinndarm, insbesondere im lleum, weibliche
Makrogameten und ménnliche Mikrogameten, welche miteinander verschmelzen und auf
diese Weise eine diploide Oozyste bilden. Nachdem die infizierten Dinndarmepithelzellen
rupturiert sind, gelangen diese unsporulierten Oozysten in das Darmlumen der Katze und
werden nachfolgend mit dem Faeces in die Umwelt ausgeschieden [19].

Die Oozysten besitzen eine funflagige und damit sehr widerstandsféhige Zellwand, sodass
eine feuchte Umgebung mit Temperaturen von 0 bis 45 °C auch Uber einen langeren
Zeitraum keine Beeintrachtigung der Infektiositat darstellt. In einem feuchten bis tropischen
Klima kann die Infektiositdt sogar Monate bis Jahre anhalten [19]. Je nach &uBerer
Temperatur sowie lokaler Sauerstoffsattigung erfolgt die Sporulation ein bis funf Tage nach
Ausscheidung der unsporulierten Oozysten durch meiotische Reduktionsteilung. Dabei
entwickeln sich zwei Sporoblasten mit je vier haploiden Sporozoiten, die hochinfektiés sind
[20]. Die sporulierten Oozysten wiederum kdénnen von ihren Zwischenwirten, wie z.B.
Menschen oder Tieren, oral aufgenommen werden und gelangen so in den Darm. Dort
werden die insgesamt acht Sporozoiten aus der jeweiligen Oozyste freigesetzt, um sich zu
Tachyzoiten zu entwickeln. Tachyzoiten stellen die sich schnell replizierende Form der
Toxoplasmen dar und sind im Stande, aktiv in die Zellen des Darmepithels des
Zwischenwirts einzudringen [21].

Innerhalb der Wirtszellen ist T. gondii von einer parasitophoren Vakuole umgeben, die
hauptsachlich aus Komponenten der Wirtszellmembran besteht und es vor einer Schadigung
durch das endolysosomale System des Wirtes beschitzt [22]. In der akuten Phase der
Infektion vermehren sich die Tachyzoiten mittels Endodyogenie rapide innerhalb der
parasitophoren Vakuole bishin zur Ruptur der Wirtszelle, sobald diese die groBe Zahl der
Tachyzoiten nach mehreren Teilungszyklen nicht mehr fassen kann [23]. Die Parasiten, die
dabei freigesetzt werden, durchdringen das Darmepithel des Zwischenwirtes und gelangen
hamatogen wie auch lymphogen in den gesamten Organismus. Bei der akuten Infektion, in
der die frei gewordenen Tachyzoiten erneut benachbarte Zellen infizieren, sind bevorzugt
viszerale Organe wie Lunge und Leber befallen [24]. Diese Phase wird durch die stark
einsetzende Immunantwort begrenzt. Um dieser zu entgehen, kommt es zu einer
Stadienkonversion von T. gondii, bei der sich die Tachyzoiten zu Bradyzoiten differenzieren.
Letztere befinden sich in Gewebezysten und sind charakterisiert durch eine nur langsame
Replikation einschlieBlich einem verringerten Metabolismus. Die Zystenhille ist hierbei
verantwortlich flr die Phase der chronischen Infektion, in der die Zyste durch Teilung der
Bradyzoiten wéchst und so Hunderte von Parasiten fassen kann [17]. Auf diese Weise wird
keine inflammatorische Immunantwort und daher auch keine klinische Symptomatik im
Rahmen einer latenten Toxoplasmeninfektion ausgeldst [25].

Gewebezysten persistieren vor allem in Gehirn, Herz und Skelettmuskulatur sowie im Auge,
wo sie lebenslang asymptomatisch verbleiben kénnen [26]. Lediglich durch eine
Immunsuppression, wie bspw. aufgrund des Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS),
durch Chemotherapie oder den immunsupprimierten Zustand bei Organtransplantationen, ist
es mdglich, dass sich Bradyzoiten zurtick zu Tachyzoiten differenzieren und so eine erneute



akute Infektion hervorrufen kénnen. Eine kongenitale Ubertragung der Toxoplasmen von der
Mutter auf den Fétus ist nur in Form von Tachyzoiten méglich.

Der Kreislauf des Lebenszyklus von T. gondii schlieBt sich, sobald der Endwirt oral

Gewebezysten mit dem Fleisch seiner Beute aufnimmt und dadurch ein erneuter
Infektionskreislauf ausgeldst wird [20].
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Abbildung 1: Lebenszyklus von T. gondii.

Die sexuelle Replikation von T. gondii findet im Darm des Endwirts, der Katze, statt. Hierbei
entstehende Oozysten werden von der Katze mit dem Fé&zes ausgeschieden. Die unsporulierten
Oozysten entwickeln sich durch Sporulation zu sporulierten Oozysten, welche mittels kontaminierter
Nahrungsmittel bzw. Trinkwasser von ihren Zwischenwirten aufgenommen werden kdnnen. In den
Zwischenwirten konvertieren die Sporozoiten der Oozysten zu Tachyzoiten, der sich schnell
replizierenden Form von T. gondii. Die Tachyzoiten vermehren sich asexuell und stellen die Phase der
akuten Infektion dar. Durch Stadienkonversion zu Bradyzoiten, der zystenbildenden Form, ist die
chronische Infektion charakterisiert. Der Zyklus schlieBt sich durch die Katze, die mit T. gondii infizierte
Beutetiere frisst. Die Infektion des Menschen ist sowohl durch den Verzehr von nicht ausreichend




gegartem bzw. rohem Fleisch mit enthaltenden Gewebezysten mdglich als auch durch das
Vorhandensein sporulierter Oozysten in Trinkwasser, Nahrung (vor allem Gemdlse) oder Umwelt.
Immunsupprimierte Patienten/-innen kénnen im Rahmen einer reaktivierten Toxoplasmose durch
Zysten von einer Enzephalitis, Myokarditis, Pneumonie oder okuléren Toxoplasmose betroffen sein. In
der Schwangerschaft kann eine Erstinfektion zur kongenitalen Ubertragung auf den Fétus fiihren und
damit Fehlbildungen sowie Fehlgeburten hervorrufen. Abbildung modifiziert nach [20].

1.2 T. gondii Stamme

T. gondii lasst sich grundsétzlich in verschiedene Genotypen unterteilen. Unterschieden
werden vor allem die drei klonalen Stamme, Typ |, Typ Il sowie Typ llI, die auch als typische
T. gondii Stamme bezeichnet werden, von den sogenannten atypischen Stammen [27].
Letztere sind keiner speziellen Gruppe zuzuordnen.

1.2.1 Typische T. gondii Stamme

Die meisten Stamme von T. gondii kbnnen einem der drei Hauptgenotypen, bestehend aus
Typ |, Typ Il oder Typ lll, zugeordnet werden [27]. Der Genotyp |, dem die Stdmme RH und
BK angehdren, weist eine sehr hohe Virulenz auf. Hier reichen im Mausmodell bereits
weniger als zehn Typ | Parasiten aus, um eine Mortalitat von 100 % zu erreichen (LD1o0 < 10)
[28]. T. gondii Typ ll, einer dessen Vertreter der Stamm ME49 darstellt, gilt als mittelmaBig
virulent mit einer Anzahl von mehr als 103 Parasiten, die nétig sind, um den Tod infizierter
Mé&use zu erreichen (LD1oo > 103) [29]. Im Gegensatz dazu ist der Genotyp lll, zu dem bspw.
der Stamm NED gehort, so niedrig virulent, dass eine Mortalitdt von 100 % erst ab 105
Toxoplasmen eintritt (LD100 > 10%) [30].

Die Mehrheit der klinischen Isolate, die sich im Menschen finden, lassen sich dem Typ I
zuordnen. Dem gegenuber steht der Genotyp Ill, welcher sich vor allem in Tieren und nur
sehr selten im Menschen finden lasst [31].

1.2.2 Atypische T. gondii Stamme

Von den drei klonalen T. gondii Genotypen lassen sich die sogenannten atypischen
Genotypen unterscheiden [32]. Diese entstehen durch die sexuelle Rekombination
verschiedener T. gondii Stamme, welche wiederum bei einer Infektion des Endwirts mit
mehreren Parasitenstdmmen gleichzeitig erfolgt. Wéahrend in Europa und Nordamerika vor
allem die typischen, d.h. die klonalen Stamme verbreitet sind, findet man bspw. in der mittel-
sowie slUdamerikanischen Bevolkerung hauptséchlich atypische T. gondii Stdmme vor
[33-35].

1.3 Humane Toxoplasmose

T. gondii ist der Erreger der Toxoplasmose, bei der eine pranatale (kongenitale) von einer
postnatalen Form unterschieden werden kann. Trotz der groBen Verbreitung einer Infektion
mit dem Parasit (s.0.) werden klinisch manifeste Krankheitssymptome nur selten und nahezu
ausschlieBlich in bestimmten Risikogruppen beobachtet.



1.3.1 Postnatale Toxoplasmose

In den meisten Fallen (> 95 %) nimmt die Erstinfektion mit T. gondii einen klinisch
inapparenten Verlauf [36]. In weniger als 1 % der Félle kommt es zu einer VergréBerung der
Lymphknoten im Rahmen einer subakuten Lymphadenopathie [37]. Weiterhin selten kommt
es zu schwach auftretenden grippedhnlichen Symptomen mit Fieber sowie Kopf- und
Gliederschmerzen. Die Inkubationszeit betrégt hier ein bis drei Wochen. In der Regel heilen
die Symptome bei immunkompetenten Erwachsenen spontan aus.

Als eher schwerwiegende Manifestationen sind bspw. Enzephalitis, Myokarditis oder eine
interstitielle Pneumonie zu nennen, die bei immunkompetenten Menschen allerdings nur
vereinzelt im Rahmen einer Erstinfektion mit T. gondii auftreten. Weitaus h&ufiger bildet sich
die sogenannte okuldre Toxoplasmose in Form einer Chorioretinitis aus [38]. Die
Chorioretinitis ist eine Entziindung der Chorioidea (Aderhaut) und Retina (Netzhaut), deren
Auspragung sich nach der Lokalisation der retinalen Schadigung sowie dem Ausmaf der
Entziindung richtet [39]. Auch bei der okuldren Toxoplasmose lasst sich ein meist
asymptomatischer Verlauf bei immunkompetenten Patienten/-innen feststellen, da die
Lasionen der Retina hier eher geringfligig ausfallen und so innerhalb weniger Monate bis auf
kleinere Narben verheilen [40]. Schwere Verlaufe, vor allem bezlglich der okularen
Toxoplasmose, kénnen bei Patienten/-innen durch eine Infektion mit einem atypischen
Stamm von T. gondii hevorgerufen werden [41-43].

Die Erstinfektion mit T. gondii fuhrt, wie bereits beschrieben, unter der Kontrolle des
Immunsystems des Zwischenwirts zur Ausbildung langlebiger Gewebezysten, insbesondere
in neuronalen Geweben, wie z.B. im Auge oder Gehirn [25]. Aus diesem Grund wird
vermutet, dass eine latente Infektion mit T. gondii im zentralen Nervensystem Einfluss auf
das menschliche Verhalten haben kann. Zur Diskussion steht, dass bei verschiedenen
neuropsychiatrischen Erkrankungen, bspw. Depressionen, Schizophrenie oder Morbus
Parkinson [44; 45], wie auch Persdnlichkeitsstérungen und diversen Verhaltensdnderungen
[46; 47] eine Toxoplasmeninfektion urséchlich sein kdnnte.

Bei immunsupprimierten Menschen hingegen ist sowohl eine Erstinfektion geféhrlich als
auch eine endogene Reaktivierung der Infektion mdglich. Letztere tritt vor allem im Falle
einer erworbenen Immundefizienz auf, z.B. bei Patienten/-innen mit AIDS [48], bei denen
eine Reaktivierung der zerebellaren T. gondii Gewebezysten zur Enzephalitis fuhrt [49]. Bis
zu 40 % der AIDS-Patienten/-innen sind davon global betroffen [5]. Aber auch Patienten/-
innen mit Tumorerkrankungen bzw. Transplantat-Empfanger/-innen sind besonders
gefédhrdet, sodass diese héaufig eine Kklinisch schwerere Manifestation der okuldren
Toxoplasmose bishin zur Erblindung erleiden kénnen [50]. Weitere schwerwiegende
Komplikationen bei Menschen mit einer Immunsuppression sind, wie bereits erwahnt,
Myokarditis und Pneumonie, die durch eine Reaktivierung der Toxoplasmeninfektion
ausgeldst werden und dadurch sogar bis zum Tode der Individuen fuhren kénnen [51].

1.3.2 Préanatale (kongenitale) Toxoplasmose

Sowohl kurz vor als auch wahrend einer bestehenden Schwangerschaft ist eine vertikale
Ubertragung von T. gondii seitens der Mutter auf ihren Fétus méglich, sofern es sich zu



diesen Zeitpunkten um die mutterliche Erstinfektion handelt. Hierbei gibt es unterschiedliche
Wege, auf denen sich die kongenitale Toxoplasmose manifestieren kann.

Erfolgt die Erstinfektion der Mutter im Falle einer bereits bestehend Schwangerschaft, steigt
die Wahrscheinlichkeit der diaplazentaren Parasitentubertragung auf das ungeborene Kind im
zeitlichen Verlauf dieser Schwangerschaft an, wahrend das Ausmaf der Schadigung des
Fotus dabei kontinuierlich sinkt [52; 53]. Findet die vertikale Ubertragung also wéhrend des
ersten Trimenons statt, fiihrt dies in der Regel zu schwerwiegenden Schadigungen des
Kindes. Eine Infektion im dritten Trimenon dagegen bringt nur leichte klinische Symptome mit
sich. Zudem l&sst sich zur kongenitalen Toxoplasmose durch atypische T. gondii Stdmme
sagen, dass diese zum einen schwerere Konsequenzen fir den Fetus hat als die durch
typische Genotypen [54], zum anderen aber auch selbst gegen Ende der Schwangerschaft
gravierende klinische Schadigungen entstehen kénnen [55]. Letzteres wird, wie bereits
erwéhnt, bei typischen Stdmmen von T. gondiiim Normalfall nicht beobachtet.

Wenn die Erstinfektion einer immunkompetenten Schwangeren mit T. gondii bereits wenige
Wochen vor der Schwangerschaft stattfindet, ist eine vertikale Transmission der
Toxoplasmen ebenfalls moglich, sofern die Parasitdmie noch wahrend Empféngnis bzw.
Etablierung der Schwangerschaft besteht [56; 57]. Eine Parasitdmie beschreibt einen
Zustand, bei dem die Parasiten, in diesem Fall T. gondii Parasiten, im Blut persistieren.
Weder Uber die Dauer einer solchen Parasitamie noch Uber dessen Rolle bezlglich der
kongenitalen Toxoplasmose gibt es bis zum aktuellen Zeitpunkt genaue Kenntnisse.

Eine weitere Mdglichkeit der vertikalen T. gondii Ubertragung stellt die Gefahr der
Reaktivierung der Toxoplasmose in Schwangeren dar, deren Immunsystem stark
beeintrachtigt ist. Hierzu z&hlen Frauen, die eine HIV-Infektion aufweisen [58-60], wie auch
diejenigen, die an hdmatologischen Tumoren oder diversen Autoimmunerkrankungen leiden
[53].

Mogliche Konsequenzen der kongenitalen Toxoplasmose sind weitreichend von milden
bishin zu schwerwiegenden Symptomen. Zu letzteren zdhlen der direkte Abort bei
intrauteriner Infektion des Kindes, aber auch Totgeburten oder erhéhte neonatale Letalitat
[5]. Grund dafir ist eine Erstinfektion im ersten Trimenon, in dem hauptsachlich die
Organogenese stattfindet. Demzufolge kann sich eine Infektion in diesem Abschnitt der
Entwicklung klinisch auch mit einer Hepato- bzw. Splenomegalie, Myokarditis, Pneumonie
und lkterus manifestieren. Weiterhin sind das Vorliegen einer Enzephalitis mit Hydrocephalus
beim Neugeborenen [52] ebenso haufig wie intrazerebrale Verkalkungen, meist
einhergehend mit geistiger Retardierung. Zusatzlich kann eine Chorioretinitis mit drohender
Erblindung sowie gegebenenfalls eine Taubheit Folge sein [61]. Die Trias aus Enzephalitis,
intrazerebralen Verkalkungen und Chorioretinitis tritt in erster Linie bei Infektion des Fétus im
dritten Trimenon auf wegen der hier erhéhten Durchgéangigkeit der Plazenta fir pathogene
Erreger sowie der Reifung des kindlichen ZNS wahrend dieses Zeitraums [62].

Im Falle dessen, dass eine Frau bereits einige Zeit vor ihrer Schwangerschaft eine T. gondii
Infektion durchlaufen hat und keine noch bestehende Parasitdmie diagnostizierbar ist, lassen



sich eine erneute Infektion und somit auch eine diaplazentare Ubertragung nahezu
ausschlieBen, weil zu diesem Zeitpunkt seitens der werdenden Mutter bereits eine Immunitat
gegen T. gondii besteht [5]. Die Toxoplasmenserologie gehért in Deutschland noch nicht zu
der durch die Mutterschafts-Richtlinie vorgesehenen Schwangerschaftsvorsorge, wéhrend
ein solches Screening in Osterreich bereits seit Mitte der 70er Jahre etabliert ist [63]. Eine
Empfehlung bei auffélliger Sonographie ist gegeben.

1.4 Diagnose der Infektion mit T. gondii

Eine Infektion mit T. gondii kann mittels serologischer Tests wie dem Immunfluoreszenztest
(IFT), dem Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und dem Western Blot
nachgewiesen werden. Mit deren Hilfe lassen sich fir Toxoplasmen spezifische
Immunglobulin G (IgG)- und Immunglobulin M (IgM)-Antikérper sowie weiterhin
Immunglobulin A (IgA)- und Immunglobulin E (IgE)-Antikérper bestimmen [64; 65]. Lassen
sich ausschlieBlich T. gondii spezifische 1gG-Antikérper nachweisen, handelt es sich um eine
latente oder chronische Infektion. Die zusétzliche Prasenz spezifischer IgM-Antikdrper
hingegen spricht fur eine akute oder reaktivierte Infektion, ebenso wie spezifische IgA- und
IgE-Antikdrper [66; 67].

Sowohl bei Neugeborenen als auch bei AIDS-Patienten/-innen bzw. immunsupprimierten
Menschen ist der Nachweis T. gondii spezifischer Antikérper, insbesondere der IgM-
Antikérper, haufig aufgrund der besonderen Abwehrlage (bspw. wegen des noch nicht
ausgereiften Immunsystems oder aufgrund des kindlichen Nestschutzes durch
plazentagangige Antikérper der Mutter) nicht méglich. Aus diesem Grund gelten serologische
Tests hier als eher ungeeignet zur Detektion einer Toxoplasmeninfektion. Zur
Diagnosestellung bietet daher die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) als eine hoch
spezifische und sensitive Methode eine gute Alternative fur die Erregerdiagnostik, da durch
diese der direkte DNA-Nachweis von T. gondii mdglich ist [68].

1.5 Bisherige Therapiemoglichkeiten

Bei immunkompetenten Menschen mit einer T. gondii Infektion ist in der Regel keine bzw.
lediglich eine rein symptomatische Therapie ausreichend. Erst im Falle einer
Immunsupression bzw. bei Erstinfektion von Schwangeren und kongenital infizierten
Neugeborenen liegt die Indikation zur Therapie der Toxoplasmose vor, woflir verschiedene
Chemotherapeutika zur Verfigung stehen [69; 70].

Das hauptsachliche Ziel der Therapie liegt darin, die T. gondii Vermehrung in der akuten
Infektion zu hemmen. Zum gegenwértigen Zeitpunkt sind nur die sogenannten Tachyzoiten,
die schnell replizierende Form der Toxoplasmen, Angriffspunkt der bisherigen Wirkstoffe,
nicht aber die langsamen, sich in Gewebezysten befindenden Bradyzoiten [69]. Somit Iasst
sich also feststellen, dass derzeitige Wirkstoffe nur parasitostatisch, jedoch nicht parasitizid
wirken.



Die wirkungsvollste Therapie der Toxoplasmose stellt derzeit die Behandlung mit
Pyrimethamin in Kombination mit Sulfadiazin und Folinsdure dar. Pyrimethamin und
Sulfadiazin wirken dabei beide als Folsdureantagonisten. Wéahrend Pyrimethamin die
Dehydrofolatreduktase hemmt, antagonisiert Sulfadiazin die Dehydrofolatsynthetase. Daraus
resultiert ein Folsduremangel im Parasiten. Dieser wird bei den Patienten/-innen préventiv
durch die Gabe von Folinsdure, dem aktiven Metaboliten der Folsaure, vermieden [71]. Zur
Verabreichung wird in Deutschland die Zusammensetzung aus Pyrimethamin (50 - 100 mg/d
p.o.) plus Sulfadiazin (3 - 4 x 2 g/d p.o.) plus Folinsaure (15 - 30 mg/d p.o.) fir ca. 4 - 6
Wochen empfohlen [72]. Besteht eine Unvertraglichkeit gegen Sulfadiazin, z.B. aufgrund
einer allergischen Reaktion, ist alternativ die Gabe von Clindamycin (4 x 600 - 900 mg/d p.0.)
mdglich [73]. Zur Behandlung der akuten Toxoplasmose entspricht diese Kombination der
Standardtherapie und ist insbesondere bei immunkompetenten Erwachsenen mit einer durch
T. gondii bedingten Chorioretinitis wirksam. Zusétzlich werden hier bei ausgedehnten
Entzindungsreaktionen am Auge systemisch Kortikosteroide verabreicht, um eine
Erblindung zu vermeiden [69]. Daruber hinaus wird die Gabe von Pyrimethamin plus
Sulfadiazin plus Folinsédure bei immunsupprimierten Patienten/-innen (z.B. aufgrund einer
HIV-Erkrankung, s.u.) als Sekundéarprophylaxe, d.h. nach bereits erfolgreich behandelter
akuter Toxoplasmose, empfohlen [74]. In der Regel sind taglich 25 - 50 % der Dosis, die bei
der akuten Infektion verwendet wird, ausreichend [75]. Im Rahmen einer Schwangerschaft ist
die Einnahme von Pyrimethamin wegen der teratogenen Wirkung innerhalb des ersten
Trimenons kontraindiziert [76]. Die hohe Anzahl der Nebenwirkungen, die von Myelotoxizitat
mit Hamatopoesestérungen Uber Leber- und Nierenschdden bzw. gastrointestinale
Stérungen oder diverse Neuropathien bishin zu allergisch-toxischen Reaktionen wie
Exanthemen, Fieber und Kopfschmerzen reichen, fuhrt oft zum Abbrechen der Therapie mit
Pyrimethamin plus Sulfadiazin plus Folinséure [76].

Im Falle einer Schwangerschaft, insbesondere wéhrend des ersten Trimenons, kann
Spiramycin als Monotherapie zur Behandlung der akuten T. gondii Infektion unbedenklich
genutzt werden [72]. Bei dem Wirkstoff handelt es sich um ein Makrolid-Antibiotikum, das die
Proteinsynthese hemmt. Weiterhin kommt Spiramycin bei infizierten Neugeborenen in den
ersten 14 Tagen nach der Geburt sowie gegebenenfalls bei Sulfonamidallergie zum Einsatz
[77]. Neugeborene erhalten eine tagliche Dosis von 50 - 100 mg/kg, wahrend bei
Erwachsenen wie auch Schwangeren héhere Dosen (2 - 4 x 1 g/d p.o.) verabreicht werden
[78]. Wahrend bei Erwachsenen die Wirkung von Spiramycin erwiesen ist [79], wird im
Hinblick auf die Infektionsibertragung auf den Feten bisher nur die Senkung der Inzidenz
kongenitaler Infektionen beschrieben [80]. Der Grund daflir, dass nach bereits erfolgter
Infektion des Fétus kein nennenswerter Therapieerfolg mehr verzeichnet werden kann, liegt
in der Tatsache, dass sich Spiramycin lediglich in der Plazenta anreichert ohne sie jedoch in
gréBeren Mengen zu Uberwinden, sodass dessen Konzentration im fetalen Kreislauf maximal
der Halfte derer im mdatterlichen Blut entspricht [81]. Nebenwirkungen werden selten
beobachtet und treten nur in Form gastrointestinaler Stérungen auf [81].

Insbesondere im Hinblick auf AIDS-Patienten/-innen gilt Cotrimoxazol, eine Kombination aus
den beiden Wirkstoffen Trimethoprim und Sulfamethoxazol, als eine weitere
Therapiemdglichkeit der Infektion mit T. gondii. Es hemmt einen essentiellen Schritt bei der



Synthese von Tetrahydrofolsdure und damit eine Synthesevorstufe des Purins, indem
Trimethoprim (wie auch Pyrimethamin) als Inhibitor der Dihydrofolatreduktase wirkt und
gleichzeitig Sulfamethoxazol (analog dem Sulfadiazin) die Dehydrofolatsynthetase in ihrer
Funktion hemmt. Eine Substitution der Folsdure ist bei dieser Behandlungsmethode
allerdings nicht notwendig [82]. Eingesetzt wird Cotrimoxazol (960 mg/d) bei HIV-Infizierten
sowohl als Primarprophylaxe zur Vermeidung einer Toxoplasmose bei niedriger CD4-Zellzahl
(< 150 /ul) als auch im Rahmen einer akuten Infektion [83]. Insbesondere bei der
Toxoplasmose-Enzephalitis ist Cotrimoxazol das Mittel der ersten Wahl. Handelt es sich
dagegen um die Sekundarprophylaxe immunsupprimierter Patienten/-innen (nach einer
behandelten akuten Toxoplasmose), wird bevorzugt zur Kombination von Pyrimethamin plus
Sulfadiazin plus Folinsdure gegriffen (s.0.). Der therapeutische Effekt von Cotrimoxazol wird
geringer eingestuft als der der Standardtherapie mit Pyrimethamin [84], jedoch sind die
Nebenwirkungen vergleichsweise ebenfalls deutlich geringer. Letztere manifestieren sich in
Hautrétungen und latenter Diarrhoe sowie in seltenen Fallen im Auftreten von allergisch-
toxischen Reaktionen oder Blutbildveranderungen [82].

Des Weiteren ist Clindamycin ein Antibiotikum, das sich vor allem in der Retina anreichert
und so bevorzugt bei toxoplasmosebedingter Chorioretinitis eingesetzt wird. Isoliert aus einer
Streptomyces-Art, hemmt Clindamycin (&hnlich wie Spiramycin) die Proteinsynthese [85].
Andere denkbare Indikationen fir Clindamycin sind eine Sulfonamidallergie (s.0.) und an
AIDS erkrankte Patienten/-innen mit einer Toxoplasmose-Enzephalitis, die alternativ zu
Cotrimoxazol auch mit Clindamycin in Kombination mit Pyrimethamin therapiert werden
kénnen [73; 86]. Die Einnahme von Clindamycin (4 x 300 mg/d) Uber 4 - 6 Woche ist in den
meisten Féllen ausreichend zur erfolgreichen Behandlung der Symptome [87; 88]. Zur
Prophylaxe hingegen ist dieses Antibiotikum nicht geeignet, ebenso wenig wie zur Therapie
infizierter Feten, da Clindamycin nicht die Eigenschaft besitzt, die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren, und das Gehirn daher lediglich Uber GefaBe in entzindlich verandertem Zustand
erreichen kann. Auch die Anzahl der Rezidive im Hinblick auf die durch T. gondii ausgel6ste
Chorioretinitis bleibt durch die Einnahme von Clindamycin unveréandert [85; 89]. Gravierende
Nebenwirkungen treten unter der Behandlung sehr selten auf. Nur in Einzelfallen wurde eine
pseudomembrandse Colitis als komplikationsreiche unerwiinschte Wirkung beschrieben.
Ofters beobachtet als bei der Standardtherapie werden dagegen gastrointestinale Stérungen
und allergische Hautreaktionen [89].

1.6 Neue Wirkstoffe gegen T. gondii

Etwa 80 % der bisher in der pharmakologischen Therapie eingesetzten Wirkstoffe gegen T.
gondii entstammen der Natur. Diese lassen sich entweder aus den Naturstoffen selbst
isolieren oder aber auf deren Basis entwickeln. Aus diesem Grund stellt die Natur eine
bedeutende Herkunft bewéhrter Wirkstoffe nicht nur gegen T. gondii, sondern auch in der
Therapie vieler anderer verschiedener Erkrankungen, wie bspw. anderer Infektionen oder
Tumore, dar [90].

Die in dieser Arbeit getesteten Wirkstoffe haben unterschiedliche Herkilinfte, entstammen
jedoch grundsatzlich aus Pflanzen, marinen Schwadmmen sowie endophytischen Pilzen. Sie
sind Teil einer sogenannten ,Wirkstoff-Bibliothek® von Prof. Proksch und seiner Arbeitsgruppe
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aus dem Institut fir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie der Universitat Disseldorf,
die bereits eine Sammlung von Uber 500 Wirkstoffen umfasst.

In erster Linie wurden neue Wirkstoffe bisher aus Pflanzen bzw. Organismen aus dem Boden
isoliert. So ist als Beispiel Artemisinin zu nennen, ein in der Medizin bedeutendes
Stoffwechselprodukt, das durch glanduléare Trichome der Pflanze Artemisia annua produziert
wird und als Wirkstoff vor allem in der Behandlung von Malaria relevant ist [91]. Darlber
hinaus wird Artemisinin aufgrund seiner inhibierenden Wirksamkeit ebenfalls vermehrt bei
Toxoplasmose eingesetzt [92].

Im Verlauf der Forschung sollen sich weitere potentielle Wirkstoffe auch aus anderen
Bereichen der Umwelt gewinnen lassen.

Wichtige Vertreter sind hier Substanzen aus Schwammen und anderen Lebewesen, deren
Lebensraum das Meer ist [93-95]. Die Produktion der chemisch-toxischen Verbindungen
durch marine Schwadmme dient in der Natur vor allem der Verteidung vor Feinden, da sie
aufgrund ihres morphologischen Aufbaus keinen anderweitigen Schutz vor Konkurrenten
haben. Wéahrend die meisten Schwamme die toxischen Substanzen bereits in ihrem Gewebe
tragen, gibt es auch Arten, die erst bei Verletzung ihres Gewebes entsprechende Wirkstoffe
(z.B. Dienone) durch enzymatische Spaltung freisetzen. Diese wirken zum Teil nicht nur
toxisch, sondern auch stark antibiotisch, und geben bei verletztem Schwammgewebe so
einen Schutz vor marinen Bakterien und anderen Infektionen verursachenden
Krankheitserregern [96]. Sogenannte Fouling-Organismen, bspw. Muscheln, verhindern den
Wassereinstrom und -durchfluss von Schwammen, welcher fir letztere jedoch durch
kontinuierliche Filtrierung des Wassers Grundlage der Nahrungsaufnahme und somit
Uberlebenswichtig ist. Einige Schwamme nutzen daher Verbindungen, die Brom beinhalten,
wie z.B. Bastadine, um Fouling zu verhindern und eine saubere Gewebeoberflache zu
erhalten [97]. Ein synthetisch hergestelltes Analogon stellt das Dibromhemibastadin (DBHB)
dar, das in Anti-Fouling Farben der Schiffsindustrie eine wichtige Rolle einnimmt [98].
Metabolite mariner Schwamme werden aufgrund ihrer antimikrobiellen Eigenschaften derzeit
vermehrt als potente Wirkstoffe diskutiert. Als bekanntes Beispiel aus dem Kklinischen
Gebrauch lasst sich Eribulin (Halaven®) nennen, das auf der Grundlage des
Schwammmetaboliten Halichondrin B synthetisch hergestellt wird und therapeutisch im
Rahmen des metastasierten Mammakarzinoms bereits seit 2010 zugelassen ist [99].

Neben Pflanzen und marinen Schwammen stellen Pilze eine weitere bedeutende Ressource
fir neue, biologisch aktive Verbindungen dar. Hier kann beispielhaft das Antibiotikum
Penicillin genannt werden, welches aus dem Pilz Penicillium chrysogenum gewonnen wird
[100]. Pilze lassen sich teils aus Schwammen extrahieren, andere Arten nutzen jedoch auch
Pflanzen als Wirt, in denen sie symbiotisch als sogenannte Endophyten leben [101]. Auch
Pilze produzieren chemisch-toxische Wirkstoffe, mit denen sie im Rahmen dieser Symbiose
ihre Wirtspflanze vor Angriffen durch Feinde sowie mikrobielle Krankheitserreger schitzen.
Teilweise sind die der endophytischen Pilze produzierten Substanzen identisch mit solchen,
die zuvor bereits auch in Pflanzen entdeckt wurden. Ein Beispiel flr einen solchen Wirkstoff
ist Paclitaxel (Abraxane®), ein Zytostatikum, das sowohl aus der pazifischen Eibe als auch
aus diversen endophytischen Pilzen hervorgeht [102]. Auch weitere Naturstoffe aus Pilzen,
die eine Aktivitdit gegen Tumorzellen aufweisen, konnten bereits nachgewiesen werden.
Dazu gehéren bspw. Inhibitoren des Apoptose auslésenden Transkriptionsfaktors,
namentlich nukledrer Faktor kB (NF-kB) [103], sowie Aktivatoren von Immunzellen [104].
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Daruber hinaus lieBen sich bisher bereits erfolgreich einige Wirkstoffe mit einem
antibiotischen Effekt gegen pathogene Bakterien detektieren. Dazu gehoéren beispielsweise
die beiden Dihydroanthracenone Flavomannin A und Flavomannin B, welche aus
Talaromyces wortmannii, einem Endophyt der Aloe vera, isoliert werden und eine
inhibierende Wirkung auf das Wachstum des multiresistenten Staphylococcus aureus
besitzen [105].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Mit der Entwicklung der antimikrobiellen Therapie gelang der vielversprechende Beginn der
Bekéampfung von Infektionen. Dieser ermdglichte nicht nur die Behandlung und Prophylaxe
infektioser Erkrankungen, sondern zudem auch vielzdhlige invasive und zytostatische
Therapien, wie bspw. Chemotherapien, Knochenmark- oder Organtransplantationen. Ohne
eine effektive Infektionskontrolle mithilfe der heutzutage zur Verfligung stehenden Antibiotika
gingen solche invasiven Therapien mit dem Tod der immunsupprimierten Patienten/-innen
einher. Diesem Erfolg stehen jedoch die zunehmenden hochgradigen Resistenzen entgegen,
die Infektionserreger gegen die antibiotischen Wirkstoffe entwickeln. Aus dem Auftreten
solcher teils bereits multiresistenter Erreger resultieren nicht nur signifikant begrenzte
antiinfektive Therapiemdglichkeiten, sondern folglich auch einer Erhéhung von Letalitat und
Morbiditat bei Infektionspatienten/-innen [106; 107].

Nicht nur im Bereich der antibakteriellen Therapie treten solche Resistenzentwicklungen auf.
Vergleichbares lasst sich auch vermehrt in der antiinfektiven Therapie von Parasiten
beobachten. Das zur Gattung der Apicomplexa gehdrende Plasmodium falciparum, das der
Erreger der tropischen Form der Malaria ist, entzieht sich der Therapie der Malaria durch
seine neu aufgetretenen Resistenzen zunehmend [108]. Neben den Plasmodien ist auch T.
gondii ein weiteres Mitglied der Gattung Apicomplexa, das als ein weltweit verbreiteter
Erreger nicht nur fur eine groBe Anzahl von Embryo- und Fetopathien, sondern auch fir
Todesfalle bei Patienten/-innen mit einem supprimierten bzw. defizienten Immunsystem
verantwortlich ist. DarlUber hinaus hat T. gondii die Rolle des zweitwichtigsten Pathogens in
Lebensmitteln hinsichtlich der Faktoren ,jahrliche Krankheitskosten® sowie ,Einschrankungen
der Lebensqualitat“ eingenommen [109].

Bisher sind in der Behandlung von T. gondii ausschlieBlich parasitostatische Wirkstoffe
bekannt, die jedoch aufgrund der zunehmenden Resistenzen an Wirkung verlieren. Eine
Substanz, die zur vollstdndigen Eradikation des Parasiten fihrt, ist bislang noch nicht
bekannt. Die Identifikation neuer Wirkstoffe ist daher von groBer Bedeutung, um T. gondii
weiterhin kontrollieren zu kénnen und um antiinfektiése Therapien zu optimieren. Im Rahmen
dieses Projekts sollen aus einer Reihe von Sekundarmetaboliten aus marinen Schwammen,
Pflanzen und endophytischen Pilzen Wirkstoffe erforscht werden, die den Erreger T. gondii
inhibieren kénnen bzw. eventuell sogar einen parasitiziden Effekt aufweisen.

In Vorversuchen sollen als erstes in der Zellkultur mithilfe eines Toxoplasmen-

Proliferationstests aussichtsreiche Substanzen ermittelt werden, die zuné&chst den
intermediar virulenten T. gondii Stamm ME49 (Typ ll) inhibieren. In weiteren Untersuchungen
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soll anschlieBend durch mehrmaliges Wiederholen der Assays unter gleichen
Versuchsbedingungen die Reproduzierbarkeit des Effekts der Wirkstoffe auf den T. gondii
Stamm ME49 gepruft werden. Darlber hinaus soll die Frage geklart werden, ob die potentiell
inhibitorisch wirkenden Substanzen nicht nur bei Typ Il Toxoplasmen, sondern auch bei den
stark virulenten Typ | Stdmmen (z.B. Stamm BK) eine Wirkung aufweisen. AnschlieBend soll
die Potenz bereits in der Klinik verwendeter Antibiotika mit der der o0.g. Wirkstoffe verglichen
werden. Daflr herangezogen werden die Antibiotika Cotrimoxazol, bestehend aus
Trimethoprim und Sulfamethoxazol, sowie Clindamycin.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Material

Bezugsquelle

Combitips advanced®
Deckglaser (2 13 mm)
Einfrierréhrchen

Einwegpipetten (5/10 /25 /50 ml)
Glasfaserfilter
Glas-Pasteurpipetten
Mikrotiterplatten (12 / 96 Well)
Neubauer-Zahlkammer improved
Objekttrager

Pipettenspitzen TipOne®
Plastikhtllen

ReaktionsgefaBe (1,5 /2 ml)
Zellkulturflaschen (25 / 75 cm?2)
Zentrifugenréhrchen (15 /50 ml)

2.2 Chemikalien

Eppendorf, Hamburg, D

VWR International, West Chester, USA
NUNC GmbH, Wiesbaden, D

Corning Incorporated, Tewksbury, USA
Perkin Elmer, Rodgau-Jugesheim, D
Hirschmann Techcolor, Eberstadt, D
Corning Incorporated, Tewksbury, USA
Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, D
Engelbrecht, Ederminde, D

StarLab, Hamburg, D

Perkin Elmer, Rodgau-Jugesheim, D
Eppendorf, Hamburg, D

Corning Incorporated, Tewksbury, USA
Sarstedt, Nimbrecht, D

Alle verwendeten Chemikalien besitzen, sofern nicht anders vermerkt, den Reinheitsgrad pro
analysis. Zum Ansetzen der L6sungen wird hochreines Wasser verwendet, hier nachfolgend

als Aqua dest. bezeichnet.

Chemikalie

Bezugsquelle

[5,6-3H]-Uracil 5 mCi/5 ml H20-Lésung steril
Aqua dest. 0,5 | steril

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fetales Kalberserum (FCS)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM)

Phosphate Buffered Saline (PBS) 0,5 | steril

Szintillationsflussigkeit

Amersham, Braunschweig, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Lonza, Rockland, USA
Lonza, Rockland, USA

Invitrogen, Karlsruhe, D

Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim, D
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2.3 Medien

Medium

Bestandteile

Einfriermedium

Zellkulturmedium

2.4 Zytokine

FCS
10 % DMSO

IMDM
10 % FCS

Bezeichnung

Bezugsquelle

Humanes Interferon y (IFNy)

2.5 Zelllinien

R&D Systems, Minnesota, USA

Bezeichnung

Bezugsquelle

Humane Vorhautfibroblasten (HS27)
Murine Fibroblasten (L929)

Humane Glioblastomzellen (A2)

2.6 Parasitenstamme

ATTC, Wesel, D
ATTC, Wesel, D

freundl. Gabe von Prof. Daubener, Institut
fur Med. Mikrobiologie, Univ. Disseldorf, D

Bezeichnung

Bezugsquelle

Toxoplasma gondii Stamm ME49

Toxoplasma gondii Stamm BK

2.7 Antibiotika

ATTC, Wesel, D
ATTC, Wesel, D

Bezeichnung

Bezugsquelle

Cotrim-ratiopharm® Ampullen SF 480 mg/5
mi

Clindamycin Hikma 150 mg/ml Ampullen

ratiopharm GmbH, Ulm, D

Hikma Pharma GmbH, Gréfelfing, D
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2.8. Wirkstoffe

Die getesteten Wirkstoffe wurden freundlicherweise in einer Kooperation von Prof. Proksch
und seiner Arbeitsgruppe aus dem Institut fur Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie
der Universitat Dusseldorf zur Verfigung gestellt.

Im Laufe der Arbeit wurden 151 Wirkstoffe ausgetestet, wovon die 13 Wirkstoffe mit hoher
Aktivitdt gegen T. gondii hier genauer dargestellt werden. AnschlieBend erfolgt eine
alphabetische Auflistung der getesteten Wirkstoffe.

Tabelle 2.1: Volistandige alphabetische Auflistung der getesteten Wirkstoffe.
Diese Tabelle entspricht einer vollstdndigen namentlichen Auflistung aller in dieser Arbeit getesteten
Wirkstoffe in alphabetischer Reihenfolge sowie deren urspringlicher Herkunft.

Substanzname Herkunft

(-) Ageloxime D Agelas nsp.

(-) Arctigenin Aglaia duppereana

(-) Matairesinol Dianthus versicolor

(-) a-Bisabolol Matricaria chamomilla

(+) Aeroplysinin-1 Pseudoceratina purpurea, Aplysina
aerophoba

(+) Agelasidine C Agelas nakamurai

(+) Avarol Dysidea avara

(E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy) propenoat Xylaria sp.

18-Dehydroxycytochalasin H Hypoxylon fragiforme
2,2-Dimethylchroman-3,6-diol Gliomastix sp. (Rice culture)
2,6-dibromo-4-hydroxy-4- synthetisiert
methoxycarbonylmethylcyclohexa-2,5-

dien-1-one

24-Ethylcholesta-5-en-33-ol Petrosia nigricans
3-O-Methylgallic acid butyl ester synthetisiert
3,4,5-Tri-O-Methylgallic acid butyl ester synthetisiert

3,4,6-Tribromo-2-(2’,4’-dibromophenoxy) Dysidea granulosa
phenol

3,5-Dibromo-1H-pyrrole-2-carboxylic acid Acanthostylotella sp.

3,5-Dibromo-2-hydroxy-4- synthetisiert
methoxyphenylacetonitril

3,5-Dibromo-4-hydroxyphenylacetic acid synthetisiert
3,5-Dibromo-4-hydroxyphenylacetic synthetisiert

acidmethyl ester
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Substanzname

Herkunft

4-(4,5-Dibromo-1-methyl-1H-pyrrole-2-
carboxamido) butanoic acid

4,5-Dibromo-1H-pyrrol-2-
carbonsaureethylester

4,5-Dibromo-1H-pyrrol-2-carboxyamide

4,6-Dibromo-2-(2’,4’-dibromophenoxy)
phenol

4’-0O-Methyl norhomosekikaic acid
4’ 5,7-Trimethoxydihydroflavonol
5,5’-Dibromohemibastadin-1

6-nonyl salicylic acid + 6-noneyl salicylic
acid (equal mixture)

7-O-Methylaloeresin A
Aeroplysinin
Aerothionin
Agelanin B
Agelasine D
Ageloxime-D
Aloeemodin
Aloeresin A

Aloesin
Alternarienoic acid
Alternariol
Alternariol monomethyl ether
Altersolanol A
Anomalin A
Aranorosin
Aranorosinol B
Avaron

Bakuchiol
Benzylnitrile
Berberin hemisulfat
Br2Cyclohexylamide

BraHexylamide

Agelas nsp.

Agelas oroides

Agelas sp.

Dysidea granulosa

Ramalina farinacea
Aglaia ologophylla
synthetisiert

Paeonia lactiflora

Aloe Perryi
Pseudoceratina purpurea
Aplysina cavernicola
Agelas nsp.

Agelas nakamurai
Agelas nakamurai

Aloe Perryi

Aloe Perryi

Aloe Perryi

Alternaria sp.

Alternaria sp.

Alternaria sp.

Pleosora sp.

Arthrinium sp.
Gymnascella dankaliensis
Gymnascella dankaliensis
Dysidea avara

Psoralea corylifolia
synthetisiert

Berberis sp.

synthetisiert

synthetisiert
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Substanzname Herkunft
Br2Histamide synthetisiert
Br2Hydroxyethylamide synthetisiert

Bralsobutylamide
Br2Oxime ester
BroPhenethylamide
Br2Tryptamide
Bra2Tyrosin
BrsHistamide
BrCyclohexylamide
BrHexylamide
BrHistamide
Brisobutylamide
BrPhenethylamide
Callyaerin A
Callyaerin B
Callyaerin C
Callyaerin D
Callyaerin E
Callyaerin F

Catechin

Chlorogenic acid

Cholest-5-en-3(3-0l-(22E,24S)-24-
Methylcholesta-5,22-dien-33-ol

Cinnamic acid
Citrinin
Corynesidone A
Cyclopenol
Cytochalasin D derv.
Dammarenolsaure
Dasyclamide

DBHB

synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert
Callyspongia aerizusa
Callyspongia aerizusa
Callyspongia aerizusa
Callyspongia aerizusa
Callyspongia aerizusa
Callyspongia aerizusa

u.a. Aglaia duppereana, Loranthus
micranthus

u.a. Scorzonera radiate, Solanum
melongena

Crella cyathophora

Cladosporium cladosporioides
Cladosporium sphaerospermum
Corynespora cassiicola
Cladosporium sp.
Botryosphaeria australis

Aglaia ignea

Aglaia sp.

synthetisiert



Substanzname

Herkunft

Debromhymenialdisin
Debromsceptrin
Demethoxyencecalin
Dibromhemibastadin-1
Dibromohydroxyphakellin
Dibromophakellin HCI
Dicarnoxide

Dienon

Dihydrogeodin
Emb-peptide = WLIP
Embeurekol B

Enniatin A1

Enniatin B

Ergosterol

Ester-Brz2

Euparin

Flavomannin A
Helenalin

Hexylamide

Histamide
Homosekikaic Acid
Hydroxydienonséure
Hydroxysydonséure
Hymenidin
llimaquinone = llimachinon
Indole-3-carboxylic acid
Isobavachalcone
Isofistularin 3

Isovitexin

Kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnopyranoside
= Kaempferitrin

Kahalalide F

Stylissa massa

Stylissa sp.

Encelia sp.

synthetisiert

Agelas nsp.

Stylissa massa

Diacarnus erythraeanus

u.a. Suberea sp., Aplysina aerophoba
Aspergillus terreus

Embellisia eureka

Embellisia eureka

Fusarium tricinctum

Fusarium tricinctum

u.a. Arthrinium sp., Ampelomyces sp.
synthetisiert

Encelia sp.

Talaromyces wortmannii
Arnica montana

synthetisch

synthetisch

Ramalina farinacea
synthetisiert

Aspergillus sydowii

Stylissa carteri

Dactylospongia elegans
Diacarnus megaspinorhabdosa
Psoralea corylifolia

Aplysina aerophoba

Vica faba

Olax manni

Elysia rufescens
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Substanzname

Herkunft

Kojic acid
Kuanoniamin D
Lutein
Macrosporin
Manzamine A
Mauritamide B
Mauritamide C
Meleagrin

Midpacamide

N-methyl-4,5-dibromopyrrole-2-carboxylic

acid
Neobavaisoflavone
Nor-Bromhemibastadin
Orientin

Oxime acid

Oxime ester
Phenethylamide
Phenol A acid
Phomoxanthon A
Piperin

Prianicin

Roquefortin C

Sceptrin

Sclerotiorin
Scorzodihydrostilbene B
Sekikaic acid

Skyrin
Stemphyperylenol
Talaromin B
Tetrahydroxybostricin
Tetrahydroxystilbeneglucoside
Theonellapeptolide le

Tilirosid

Lecytophora sp.

Cystodytes sp.

Aglaia ologophylla
Stemphylium globuliferum
Acanthostrongylophora ingens
Agelas nsp.

Agelas nsp.

Penicillium sp.

Agelas nsp.

Agelas nsp.

Psoralea corylifolia
synthetisiert

Stellaria holostea
synthetisiert
synthetisiert
synthetisiert

Aspergillus sp.
Phomopsis longicolla
Piper retrofractum
Diacarnus erythraeanus
Penicillium chrysogenum
Agelas sp.

Chaetomium aureum
Scorzonera radiata
Ramalina farinacea
Talaromyces wortmannii
Pleosora sp.
Talaromyces wortmannii
Nigrospora sp.
Polygonatum multiflorum
Theonella swinhoei

Tilia cordata
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Substanzname Herkunft

Tryptamide synthetisiert

Viridicatin Penicillium chrysogenum
Visnagin Ammi visnaga

W493 B Fusarium sp.

Waolséure Acremonium strictum
WLIP Embellisia eureka
Wortmannin Talaromyces wortmannii
Wortmannin A Talaromyces wortmannii
Xanthorrhizol Curcuma xanthorrhiza

Tabelle 2.2: Auflistung der Wirkstoffe mit inhibitorischer Aktivitat auf T. gondii.

Die folgende Tabelle beinhaltet eine alphabetische Auflistung der 13 Wirkstoffe, die in den Versuchen
eine hohe Aktivitdt gegen T. gondii aufweisen. Zusatzlich werden deren chemische Strukturformeln
dargestellt.

Substanzname Strukturformel

(-) Matairesinol

(+) Avarol

3-O-Methylgallic acid butyl ester @) O~

HO O
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Substanzname

Strukturformel

Alternariol

Berberin hemisulfat

BraHexylamide

BrPhenethylamide

Corynesidone A

Hexylamide

HO HO
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Substanzname

Strukturformel

Neobavaisoflavone

Piperin

Roquefortin C

Tetrahydroxybostricin

2.9 Gerate

Geréat

Hersteller

Beta-Counter, 1205 Betaplate

Binokular Leica MZ 16

Ein- und Multikanalpipetten (Finnpipetten)
Gefrierschrank (- 20 °C)

Gefrierschrank (- 80 °C)

Inkubator BBD 6220

Inkubator Hera cell 240

Kuhlschrank

Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim, D
Leica, Wetzlar, D

Thermo Scientific, Waltham, USA
Robert Bosch GmbH, Gerlingen, D
Revco, Asheville, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Heraeus, Hanau, D

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, D

23



Gerat Hersteller

Mikroskop Axiovert 100 Zeiss, Oberkochen, D

Multipette® Eppendorf, Hamburg, D

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences AG, Zizers, CH
Sterilbank HeraSafe Heraeus, Hanau, D

Tischmikroskop Zeiss, Oberkochen, D
Trockenschrank Binder, Tuttlingen, D

Zellerntegerat Basic 96 Harvester Zinser Analystic Skatron, Frankfurt, D
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau, D

2.10 Software

Bezeichnung Hersteller

EndNote X7 Thomson Reuters

Excel (Microsoft Office) Microsoft Corporation, Redmond, USA
Numbers Apple Inc., Kalifornien, USA

Pages Apple Inc., Kalifornien, USA

Prism 5 GraphPad Software Inc., San Diego, USA



3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Alle Zellen wurden in IMDM-Medium mit 10 % FCS in entsprechenden Zellkulturflaschen
kultiviert und im Brutschrank bei 37 °C in Wasserdampf-gesattigter Atmosphéare mit 10 %
CO:2 inkubiert. Die Durchfihrung der Arbeit mit Zellkulturen fand an einer Laminar Flow
Werkbank statt, wobei ausschlieBlich sterile Materialien verwendet wurden.

3.1.1.1 Kultivierung von HS27 Fibroblasten

Die humanen Vorhautfibroblasten HS27 dienen vor allem den avirulenten Typ Il Stdmmen
von T. gondii, wie z.B. ME49, als Wirtszelle. Sie wachsen kontaktinhibiert und stark adhéarent
und bilden so einen stabilen Monolayer aus.

HS27 Fibroblasten wurden in Medium in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von
75 cm2 im Brutschrank kultiviert. Bei einem Gesamtvolumen von 24 ml bildeten die Zellen
innerhalb von ca. sieben Tagen einen konfluenten Monolayer und konnten passagiert
werden. Dazu wurden die Fibroblasten mithilfe eines Zellschabers vom Boden der
Zellkulturflasche gelést und mittels einer Einwegpipette (5 oder 10 ml) mehrmals
resuspendiert, um die Zellen zu vereinzeln. AnschlieBend wurden 12 ml der Zellsuspension,
d.h. die Halfte der Zellen, mit einer Pipette entnommen und mit Medium in einem Verhaltnis
von 1:4 auf sechs kleine Kulturflaschen mit einer Flache von 25 cm? verteilt (Gesamtvolumen
pro Flasche 8 ml), um diese zur Anzichtung der Parasiten (s.u.) oder fur Versuche
einzusetzen. Die restlichen 12 ml der HS27 Fibroblasten verblieben in der urspringlichen
Kulturflasche und wurden zur weiteren Kultivierung mit 12 ml Medium aufgefulit.

3.1.1.2 Kultivierung von A2 Glioblastomzellen

Die sogenannten A2 Zellen entstammen der humanen Glioblastom-Zellinie 86HG39. Sie
zeichnen sich durch schnelles Wachstum mit gleichzeitiger Kontaktinhibiton aus und dienen
daher den virulenten Typ | T. gondii Stdmmen, bspw. BK, als Wirtszelle.

A2 Glioblastomzellen wurden ebenfalls in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von
75 cmz2 kultiviert. Aufgrund des schnelleren Wachstumsverhaltens als HS27 waren die
Kulturflaschen mit einem Gesamtvolumen von je etwa 24 ml bereits nach drei bis vier Tagen
dicht genug bewachsen. AnschlieBend wurden die A2 Glioblastomzellen auf dieselbe Weise
wie die HS27 Fibroblasten mittels Zellschaber sowie mehrmaliger Resuspension geerntet.
Weiterhin wurde die Hélfte der Zellsuspension wie oben bereits beschrieben passagiert, d.h.
im Verhaltnis von 1:4 auf sechs Kulturflaschen mit je 25 cm2 Flache verteilt, um flr
entsprechende Versuche verwendet zu werden. Die verbliebene zweite Hélfte der A2 Zellen
erhielt neues Nahrmedium und wurde weiter kultiviert.
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3.1.2 Kultivierung von T. gondii

Im Stadium der Tachyzoiten wurden alle verwendeten T. gondii Stdmme, also Typ | (BK)
sowie Typ Il (ME49), in HS27 Fibroblasten als Wirtszellen in IMDM-Medium mit 10 % FCS
kultiviert. Dazu wurden 25 cm2 Zellkulturflaschen, in denen sich ein konfluenter Monolayer
mit HS27 Zellen gebildet hatte, nach einem Mediumwechsel mit jeweils ca. 5 x 106 T. gondii
Tachyzoiten infiziert. Zur weiteren Vermehrung wurden diese fir drei bis vier Tage im
Brutschrank aufbewahrt. Wahrend dieser Zeit lysierten die Tachyzoiten ihre Wirtszellen
nahezu vollstédndig und konnten dann sowohl zur weiteren Kultivierung als auch fir Versuche
eingesetzt werden. Zum Ernten der Toxoplasmen wurde der vollstdndige Inhalt der
Zellkulturflasche mit einer Einwegpipette entnommen. Gegebenenfalls mussten dafir noch
am Boden der Kulturflasche anhaftende Zellen mit einem Zellschaber gelést werden. Das
Zellgemisch wurde in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und fir 5 min mit einer
relativen Zentrifugalbeschleunigung (RZB) von 700 x g bei 4 °C zentrifugiert. Dadurch
trennten sich die Bestandteile in ihrer Dichte, sodass sich die verbliebenen HS27 Wirtszellen
aufgrund ihrer héheren Dichte als Pellet am Boden des Rdéhrchen ansammelten. Die
Toxoplasmen befanden sind aufgrund ihrer geringeren Dichte nach der Zentrifugation im
Uberstand. Dieser Uberstand wurde erneut in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert und
anschlieBend flur weitere 5 min mit einer RZB von 1400 x g bei 4 °C zentrifugiert, um so die
T. gondii Tachyzoiten zu sedimentieren. Das sich im Uberstand befindende Zellmedium
wurde abgesaugt und die Parasiten im Pellet in 10 ml Medium aufgenommen und durch
mehrmalige Resuspension vereinzelt. Dann wurden sie mithilfe einer Neubauer-Zéahlkammer
gezahlt und entsprechend der gewtnschten Anzahl weiter verwendet.

3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen und Parasiten

Wie vorausgehend beschrieben, wurden die verschiedenen Feederzellen und T. gondii
Stdmme geerntet und sedimentiert, um dann im Verhéltnis von 2 x 106 Feederzellen sowie
10 x 108 T. gondii Tachyzoiten in etwa 1 ml Einfriermedium, bestehend aus FCS mit 10 %
DMSO, aufgenommen zu werden. In entsprechenden Einfrierréhrchen wurde die Suspension
zunéchst 30 min bei - 20 °C und anschlieBend fir einen Tag bei - 80 °C gelagert. Zur
dauerhaften Aufbewahrung Uber mehrere Jahre folgte dann eine Uberfiihrung der
Einfrierréhrchen in flissigen Stickstoff (- 196 °C).

Um die Feederzellen bzw. Parasiten aufzutauen, wurden die Einfrierréhrchen aus dem
flussigen Stickstoff genommen und bei Raumtemperatur angetaut. Nach Zugabe von IMDM-
Medium mit 10 % FCS wurden die angetauten Zellen mehrmals resuspendiert, um den
Vorgang des Auftauens zu beschleunigen. Im Anschluss wurden sie in 15 ml
Zentrifugenréhrchen mit 10 ml vorgelegtem Medium pipettiert, um nach erfolgter
Sedimentierung auf entsprechende Zellkulturflaschen mit Medium bzw. HS27 Fibroblasten
verteilt zu werden.
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3.2 Toxoplasmen-Proliferationstests

3.2.1 Vorbereitung der Zelllinien und anschlieBende T. gondii Infektion unter Zugabe
der Wirkstoffe

Der im folgenden beschriebene Assay diente dem Nachweis der intrazellularen Proliferation
von T. gondii. Gemessen werden sollte diese Proliferation nach Zugabe der potentiell
hemmenden Wirkstoffe. Zum Vergleich wurde der Assay parallel mit den in der Klinik bereits
etablierten Medikamenten Cotrimoxazol und Clindamycin durchgeflihrt sowie unter Zugabe
von Interferon y (IFNy), welches die Positivkontrolle der Wachstumsinhibition darstellte. Als
weitere Kontrolle wurde das Wachstum der Toxoplasmen mit Dimethylsulfoxid (DMSO) sowie
ohne Zugabe hemmender Stoffe genutzt.

Ziel dieses Assays war, eine Aussage zur inhibierenden Potenz der zu untersuchenden
Wirkstoffe treffen zu kénnen im Vergleich zum ungehemmten Wachstumsverhalten von T.
gondii.

Fir den Assay wurden Mikrotiterplatten mit insgesamt 96 Vertiefungen (Well) und einem
Gesamtvolumen von 200 pl pro Well genutzt. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten
wurden die Platten im Brutschrank bei 37 °C in Wasserdampf-gesattigter Atmosphéare mit 10
% CO2 aufbewahrt.

Am ersten Tag wurden die Feederzellen ausgeséat. Diese wurden zunéchst geerntet und in
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, um anschlieBend mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter
dem Mikroskop gezéahlt zu werden. Die HS27 Fibroblasten wurden mit einer Anzahl von 2 x
104 pro Well fur den T. gondii Stamm ME49 eingesetzt. Fur die BK Toxoplasmen benétigte
man A2 Astrozyten mit je 3 x 104 Zellen pro Well.

Des Weiteren wurden die Fibroblasten der Interferon-Kontrolle bereits zu diesem Zeitpunkt,
d.h. 24 Stunden vor der Infektion mit T. gondii, mit IFNy vorstimuliert. Fir diese Kontrolle
waren in der Regel acht Well vorgesehen.

Der Einsatz des IFNy in diesem Assay erfolgte in einer Konzentration von 300 U pro ml.
Dabei wurden fir die Interferon-Kontrolle pro Well 100 pl dieser Verdinnung benétigt.

Am zweiten Tag, d.h. nach 24 h, wurden die zu untersuchenden Wirkstoffe sowie erneut
IFNY hinzugegeben und anschlieBend die Zellen mit T. gondii infiziert.

Zunéachst wurde das Medium vom Vortag vollstandig von der Mikrotiterplatte abgesaugt,
wéahrend die Feederzellen weiterhin am Boden der Platte haften blieben. Im nachsten Schritt
erfolgte die Zugabe von neuem Zellmedium mit einem Volumen von 100 pl.

Die zu testenden Wirkstoffe waren bereits in DMSO geldst und wurden im Assay in einer
Verdlinnung von 1:100, entsprechend einer Konzentration von 100 uM, eingesetzt. Aufgrund
der bereits vorgelegten 100 pl Medium pro Well mussten dementsprechend 2 pl der
jeweiligen Substanz in 100 pl Medium gelést werden, d.h. eine 1:50 Verdiinnung, um die
gewulnschte Wirkstoff-Konzentration von 100 uM zu erhalten.

Die verdinnten Wirkstoffe mit Medium wurden daraufhin in die einzelnen Wells tberfihrt und
auf der Mikrotiterplatte im Verhéltnis von 1:2 heruntertitriert, um spéater deren inhibierende
Wirkung im Verlauf der Konzentrationsstufen bestimmen zu kénnen. Pro Konzentrationsstufe
wurden Dreierwerte fur jede Substanz angesetzt.
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Des Weiteren wurden den Interferon-Kontrollen erneut 100 pl IFNy, entsprechend einer
Konzentration von 300 U pro ml, hinzugegeben.

Vergleichend dazu lieBen sich die beiden Antibiotika Cotrimoxazol i.v. und Clindamycin i.v.
einsetzen, welche im klinischen Alltag regelmaBig bei Patienten/-innen mit Toxoplasmose
angewendet werden. Die einzusetzende maximale Konzentration wurde dabei anhand der in
der Packungsbeilage empfohlenen Werte berechnet. Die Verdiinnung von Cotrimoxazol lag
bei 5 ml (480 mg) Konzentrat auf 125 ml Medium, umgerechnet 40 ul (3,84 mg) auf 1 ml
Medium. Fir Clindamycin wurden 4 ml (600 mg) Konzentrat auf 50 ml Medium empfohlen,
was 80 pl (12 mg) auf 1 ml Medium entsprach. Die weiteren Arbeitsschritte entsprachen
hierbei denselben, wie bereits flir die anderen Wirkstoffe beschrieben.

Im letzten Schritt erfolgte die Zugabe der Toxoplasmen. Dafur wurden die Parasiten, wie in
3.1.2. Kultivierung von T. gondii beschrieben, geerntet und im Anschluss in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Die verschiedenen T. gondii Typen wurden dabei in unterschiedlicher
Anzahl eingesetzt. Wahrend die HS27 Fibroblasten mit je 2 x 104 ME49 pro Well infiziert
wurden, bendétigte man bei dem BK Stamm mit 3 x 104 Zellen pro Well dieselbe Anzahl
Parasiten wie Astrozyten.

Als Positivkontrolle des Assays dienten Toxoplasmenkulturen der jeweilig eingesetzten
Stdmme ohne Zusatz von Wirkstoffen sowie Fibroblasten in Zellmedium ohne Zugabe von T.
gondii. Fur beide Kontrollen waren jeweils acht Well auf der Mikrotiterplatte vorgesehen.

Nach weiteren 48 h wurden die proliferierenden Toxoplasmen mit Tritium-markiertem Uracil
(8H-Uracil) radioaktiv gekennzeichnet. In der T. gondii Positivkontrolle konnte man zu diesem
Zeitpunkt mikroskopisch die beginnende Lyse der Fibroblasten als Wirtszellen durch die
Parasiten erkennen.

Pro Well wurden 10 pl 3H-Uracil in einer Konzentration von 5 mCi pro 5 ml hinzugefuhrt, um
spater die Proliferation von T. gondii, welches das 3H-Uracil wéhrend der Vermehrung in die
RNA einbaut (s.u.), messen zu kénnen.

Die Inkubationszeit des 3H-Uracil fir diesen Assay betrug ca. 16 bis 24 Stunden je nach
fortgeschrittener Lyse der Wirtszellen.

Im daran anschlieBenden letzten Schritt wurde der Assay bei - 20 °C eingefroren. Zu diesem
Zeitpunkt lieB sich in der Positivkontrolle mit T. gondii ohne Inhibition ein deutliches
Wachstum feststellen, da die Parasiten ihre Wirtszellen nahezu vollstéandig lysiert hatten.

3.2.2 Quantitativer Nachweis der T. gondii Proliferation

Zur Auswertung des Assays wurden die markierten Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur
aufgetaut.

Die Messung der Proliferation von T. gondii erfolgte Gber den Einbau von 3H-Uracil [110].
Dieses wurde von T. gondii bei Vermehrung der Zellen mithilfe des Enzyms Uracil-
Phosphoribosyl-Transferase in die RNA eingebaut. Dadurch konnte anschlieBend die
Haufigkeit des Einbaus mit einem Beta-Counter gemessen werden und diente so der

Quantifizierung des Parasitenwachstums.
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Nach dem Auftauen der Mikrotiterplatten wurden die Zellen mittels eines Zellerntegerats auf
Glasfaserfilter Ubertragen. Letztere trockneten 20 min bei 100 °C im Trockenschrank, um
danach in 10 ml Szintillationsflissigkeit getrdnkt und in Plastikhillen eingeschweif3t zu
werden. AnschlieBend wurden die Filter in dafur vorgesehene Kassetten eingespannt und in
einem Beta-Counter ausgewertet, wobei die sogenannte Cerenkow-Strahlung gemessen
wurde. Diese entsteht beim Zerfall des Tritiums (3H-Uracil) in der Szintillationsflissigkeit und
wird als counts per minute (cpm) angegeben.

3.2.3 Ermitteln der mittleren effektiven Wirk-Konzentration ECso

Die getesteten Substanzen wurden bezlglich ihres Effektes in drei Gruppen unterteilt. Dazu
gehoérte zunachst die Gruppe der Substanzen, die inhibitorisch auf T. gondii wirkten.
Weiterhin zeigten viele Wirkstoffe keinen Effekt auf die T. gondii Proliferation, sodass diese
ebenfalls als eine Gruppe definiert wurden. Eine weitere Gruppe waren die Substanzen,
welche zytotoxisch auf die Wirtszellen wirkten. Die Zytotoxizitdt der Substanzen auf die
Feederzellen wurde mittels Phasenkontrastmikroskop gepruft.

Die Proliferation von T. gondii wurde graphisch dargestellt. Dabei wurde in Abh&ngigkeit der
auf der Abszissenachse dargestellten Wirkstoffkonzentrationen in pM die gemessene
Cerenkow-Strahlung beim Zerfall von 3H-Uracil in cpm auf der Ordinatenachse angegeben.
Als MaB fur die inhibitorische Effektivitdt der Substanzen auf T. gondii wurde flr jede
einzelne der jeweilige ECso-Wert berechnet, welcher die mittlere effektive Konzentration in
MM angibt und in der Pharmakologie der effektiven Konzentration entspricht, bei der sich ein
halbmaximaler Effekt beobachten lasst. Dessen Bestimmung erfolgte mithilfe der
Konzentrationsgraphen, wie in der jeweiligen Abbildung dargestellt. Nach dem Ermitteln der
halbmaximalen T. gondii Proliferation wurde von der Ordinatenachse aus eine zur
Abszissenachse verlaufende Parallele gezogen, bis sich diese mit der Kurve der
Datenpunkte schnitt. Die entsprechend abgeleitete Wirkstoffkonzentration in uM auf der
Abszissenachse ist die mittlere effektive Konzentration ECso.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifikation von Substanzen mit Hemmung auf 7. gondii

In den Vorversuchen wurden alle 151 Substanzen zunachst mittels des Toxoplasmen-
Proliferationstests auf deren Wirkung auf T. gondii Stamm ME49 (Typ Il) ausgetestet.

Von diesen wirkten 56 Substanzen zytotoxisch auf die Wirtszellen und wurden somit nicht
weiter verfolgt, da aufgrund der lysierten Wirtszellen keine Aussage mehr bezlglich der
Wirksamkeit auf die Toxoplasmen selbst gemacht werden konnte. Die Zytotoxizitat auf die
Feederzellen wurden optisch anhand ihrer Lyse unter dem Phasenkontrastmikroskop
ermittelt.

Weiterhin zeigten 61 Wirkstoffe keinen Effekt auf die Proliferation, sodass auch diese nicht
weiter betrachtet wurden.

Als inhibierend auf das T. gondii Wachstum erwiesen sich 34 Wirkstoffe. Diese konnten in
verschiedenen Konzentrationen im Toxoplasmen-Proliferationstest bei anschlieBender
Markierung mit SH-Uracil detektiert werden. Die 13 Wirkstoffe mit den besten
Inhibitionswerten waren Bestandteil der weiteren Austestung (s. 4.2 Toxoplasmen-
Proliferationstests).

Die Ergebnisse der Vorversuche sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Effekt der Wirkstoffe auf den T. gondii Stamm ME49 in Vorversuchen.

In der nachfolgenden Tabelle sind alle in den Vorversuchen getesteten Wirkstoffe in alphabetischer
Reihenfolge aufgelistet. Der Effekt bezieht sich auf den T. gondii Stamm ME49 sowie dessen
Feederzellen, den HS27 Fibroblasten. Es lasst sich zwischen einer Hemmung von T. gondii (grin
markiert) sowie keinem Effekt auf die Proliferation von T. gondii (grau markiert) unterscheiden. Bei
zytotoxischer Wirkung auf die Feederzellen (rot markiert) wurden die Wirkstoffe nicht weiter verfolgt.

T. gondii T. gondii Feederzell-

Substanzname Hemmung  Proliferation Zytotoxizitat

(-) Ageloxime D

(-) Arctigenin

(-) Matairesinol X

(-) a-Bisabolol X
(+) Aeroplysinin-1

(+) Agelasidine C

(+) Avarol X
(E)-Methyl-3-(4-methoxyphenoxy) propenoat

18-Dehydroxycytochalasin H

2,2-Dimethylchroman-3,6-diol X
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T. gondii

Substanzname Hemmung

T. gondii Feederzell-
Proliferation Zytotoxizitat

2,6-dibromo-4-hydroxy-4-
methoxycarbonylmethylcyclohexa-2,5-dien-1- X
one

24-Ethylcholesta-5-en-3[3-ol

3-O-Methylgallic acid butyl ester X
3,4,5-Tri-O-Methylgallic acid butyl ester

3,4,6-Tribromo-2-(2’,4’-dibromophenoxy)
phenol

3,5-Dibromo-1H-pyrrole-2-carboxylic acid

3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-
methoxyphenylacetonitril

3,5-Dibromo-4-hydroxyphenylacetic acid

3,5-Dibromo-4-hydroxyphenylacetic
acidmethyl ester

4-(4,5-Dibromo-1-methyl-1H-pyrrole-2-
carboxamido) butanoic acid

4,5-Dibromo-1H-pyrrol-2-
carbonséaureethylester

4,5-Dibromo-1H-pyrrol-2-carboxyamide
4,6-Dibromo-2-(2’,4’-dibromophenoxy) phenol
4’-0O-Methyl norhomosekikaic acid
4’,5,7-Trimethoxydihydroflavonol
5,5’-Dibromohemibastadin-1

6-nonyl salicylic acid + 6-noneyl salicylic acid
(equal mixture )

7-O-Methylaloeresin A

Aeroplysinin

Aerothionin X
Agelanin B

Agelasine D

Ageloxime-D
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T. gondii T. gondii Feederzell-

Substanzname Hemmung  Proliferation Zytotoxizitat
Aloeemodin X
Aloeresin A X
Aloesin X
Alternarienoic acid X

Alternariol

Alternariol monomethyl ether

Altersolanol A

Anomalin A X
Aranorosin

Aranorosinol B

Avaron

Bakuchiol

Benzylnitrile X
Berberin hemisulfat X
Br2Cyclohexylamide X
BraHexylamide X

Br2Histamide X
BraHydroxyethylamide

Brzlsobutylamide X

Br2Oxime ester X
BroPhenethylamide X

Br2Tryptamide

Bra2Tyrosin X
BrsHistamide

BrCyclohexylamide X

BrHexylamide

BrHistamide

Brisobutylamide X
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Substanzname

T. gondii
Hemmung

T. gondii Feederzell-
Proliferation Zytotoxizitat

BrPhenethylamide
Callyaerin A
Callyaerin B
Callyaerin C
Callyaerin D
Callyaerin E
Callyaerin F
Catechin
Chlorogenic acid

Cholest-5-en-3B-0l-(22E,24S)-24-
Methylcholesta-5,22-dien-33-ol

Cinnamic acid

Citrinin

Corynesidone A
Cyclopenol
Cytochalasin D derv.
Dammarenolsaure
Dasyclamide

DBHB
Debromhymenialdisin
Debromsceptrin
Demethoxyencecalin
Dibromhemibastadin-1
Dibromohydroxyphakellin
Dibromophakellin HCI
Dicarnoxide

Dienon

Dihydrogeodin

X

X

X
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Substanzname

T. gondii
Hemmung

T. gondii

Feederzell-

Proliferation Zytotoxizitat

Emb-peptide = WLIP
Embeurekol B
Enniatin A1

Enniatin B
Ergosterol

Ester-Brz2

Euparin
Flavomannin A
Helenalin
Hexylamide
Histamide
Homosekikaic Acid
Hydroxydienonsaure
Hydroxysydonséure

Hymenidin

llimaquinone = llimachinon

Indole-3-carboxylic acid

Isobavachalcone
Isofistularin 3

Isovitexin

Kaempferol-3,7-O-a-L-dirhamnopyranoside =

Kaempferitrin
Kahalalide F
Kojic acid
Kuanoniamin D
Lutein
Macrosporin

Manzamine A
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T. gondii

Substanzname Hemmung

T. gondii

Feederzell-

Proliferation Zytotoxizitat

Mauritamide B

Mauritamide C

Meleagrin

Midpacamide

N-methyl-4,5-dibromopyrrole-2-carboxylic acid X
Neobavaisoflavone

Nor-Bromhemibastadin

Orientin

Oxime acid

Oxime ester

Phenethylamide

Phenol A acid

Phomoxanthon A

Piperin X
Prianicin

Roquefortin C X
Sceptrin

Sclerotiorin

Scorzodihydrostilbene B

Sekikaic acid X
Skyrin

Stemphyperylenol

Talaromin B

Tetrahydroxybostricin X
Tetrahydroxystilbeneglucoside

Theonellapeptolide le

Tilirosid

Tryptamide X

X

X

X X X X X X
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Substanzname

T. gondii T. gondii Feederzell-
Hemmung  Proliferation Zytotoxizitat

Viridicatin
Visnagin
W493 B
Waolséure
WLIP
Wortmannin
Wortmannin A

Xanthorrhizol
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4.2 Toxoplasmen-Proliferationstests

4.2.1 Ergebnisse fur den T. gondii Typ Il Stamm ME49

4.2.1.1 Wirkung der Naturstoffe auf den T. gondii Stamm ME49

Von den 151 Wirkstoffen wurden diejenigen aus den Vorversuchen ausgewahlt, die den
gréBten inhibitorischen Effekt auf den T. gondii Stamm ME49 bei mdglichst gering
eingesetzter Hemmkonzentration zeigten. Die 13 dabei ausgewahlten Wirkstoffe wurden
anschlieBend in Toxoplasmen-Proliferationstests ausgetestet, um zu untersuchen, wie
effektiv diese Wirkstoffe in verschiedenen Titrationsstufen den T. gondii Stamm ME49
hemmen. Dies geschah in mindestens drei voneinander unabhangigen Tests unter gleichen
Versuchsbedingungen, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nachzuweisen. Als MaR
dafur wurde fir jede Substanz der jeweilige ECso-Wert berechnet. Dieser gibt die mittlere
effektive Konzentration in uM an und entspricht in der Pharmakologie der effektiven
Konzentration, bei der sich ein halbmaximaler Effekt beobachten lasst.

In den folgenden Abbildungen 4.1 bis 4.13 sind fur jeden Wirkstoff die Ergebnisse aus jeweils
drei unabhangigen Versuchen fur den T. gondii Stamm ME49 graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.1: Wirkung steigender Konzentrationen von (-) Matairesinol auf die Proliferation
des T. gondii Stammes MEA49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von (-) Matairesinol dosisabhangig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 pM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefiihrt.

(-) Matairesinol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere

ECso-Wert von (-) Matairesinol lag bei 12,0 uM mit einer Standardabweichung von + 4,21
M.
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Abbildung 4.2: Wirkung steigender Konzentrationen von (+) Avarol auf die Proliferation des T.
gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von (+) Avarol dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefunhrt.

(+) Avarol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-Wert
von (+) Avarol lag bei 8,68 UM mit einer Standardabweichung von + 1,07 uM.
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Abbildung 4.3: Wirkung steigender Konzentrationen von 3-O-Methylgallic acid butyl ester auf
die Proliferation des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von 3-O-Methylgallic acid butyl ester
dosisabhangig reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5,
25, 50 und 100 pM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in
einem Szintillator entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt)
sowie eine Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefiihrt.

3-O-Methylgallic acid butyl ester reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49.
Der mittlere ECso-Wert von 3-O-Methylgallic acid butyl ester lag bei 7,84 uM mit einer
Standardabweichung von + 0,64 pM.

38



20000+

15000

20000

150004

15000+

2 2 > 10000
I
”E 10000 ECso 14,4 uM mE 100004 ECs0 8,5 uM mE ECsp 9,83 UM
o g L\ o
o o © 5000
0 1 0 0
0 T T T ? T T T 1 T T T ?
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
HM M UM

Abbildung 4.4: Wirkung steigender Konzentrationen von Alternariol auf die Proliferation des T.
gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Alternariol dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Alternariol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-
Wert von Alternariol lag bei 10,9 UM mit einer Standardabweichung von + 2,53 uM.
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Abbildung 4.5: Wirkung steigender Konzentrationen von Berberin hemisulfat auf die
Proliferation des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Berberin hemisulfat dosisabhéngig
reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100
MM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefiihrt.

Berberin hemisulfat reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere

ECso-Wert von Berberin hemisulfat lag bei 18,5 uM mit einer Standardabweichung von +
1,10 uM.
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Abbildung 4.6: Wirkung steigender Konzentrationen von Br:Hexylamide auf die Proliferation
des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von BrzHexylamide dosisabhangig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 pM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

BroHexylamide reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere
ECso-Wert von BraHexylamide lag bei 12,1 uM mit einer Standardabweichung von + 2,23 uM.
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Abbildung 4.7: Wirkung steigender Konzentrationen von BrPhenethylamide auf die
Proliferation des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von BrPhenethylamide dosisabhéngig
reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100
MM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

BrPhenethylamide reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere

ECso-Wert von BrPhenethylamide lag bei 8,26 uM mit einer Standardabweichung von + 0,19
M.
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Abbildung 4.8: Wirkung steigender Konzentrationen von Corynesidone A auf die Proliferation
des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Corynesidone A dosisabhangig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Corynesidone A reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere
ECso-Wert von Corynesidone A lag bei 12,9 uM mit einer Standardabweichung von + 4,85
M.
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Abbildung 4.9: Wirkung steigender Konzentrationen von Hexylamide auf die Proliferation des T.
gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Hexylamide dosisabhéangig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Hexylamide reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-
Wert von Hexylamide lag bei 8,74 uM mit einer Standardabweichung von + 0,52 uM.
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Abbildung 4.10: Wirkung steigender Konzentrationen von Neobavaisoflavone auf die
Proliferation des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Neobavaisoflavone dosisabhangig
reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100
puM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

Neobavaisoflavone reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere
ECso-Wert von Neobavaisoflavone lag bei 9,29 uM mit einer Standardabweichung von + 1,49
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Abbildung 4.11: Wirkung steigender Konzentrationen von Piperin auf die Proliferation des T.
gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Piperin dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Piperin reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-Wert
von Piperin lag bei 7,50 uM mit einer Standardabweichung von + 0,24 uM.
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Abbildung 4.12: Wirkung steigender Konzentrationen von Roquefortin C auf die Proliferation
des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Roquefortin C dosisabhangig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Roquefortin C reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-

Wert von Roquefortin C lag bei 18,2 uM mit einer Standardabweichung von + 2,33 uM.
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Abbildung 4.13: Wirkung steigender Konzentrationen von Tetrahydroxybostricin auf die
Proliferation des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Tetrahydroxybostricin dosisabhéngig
reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100
MM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefiihrt.

Tetrahydroxybostricin reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der

mittlere ECso-Wert von Tetrahydroxybostricin lag bei 16,7 uM mit einer Standardabweichung
von + 1,91 pM.
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Die in den Abbildungen 4.1 bis 4.13 graphisch dargestellten Werte sind der besseren
Ubersicht wegen in Tabelle 4.2 zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 4.2: Ubersicht der ECso-Werte der Wirkstoffe fiir den T. gondii Stamm ME49.

Die folgende Tabelle fasst fir den T. gondii Stamm ME49 zur verbesserten Ubersicht die drei
jeweiligen ECso-Werte der entsprechenden Wirkstoffe aus den dargestellten Versuchsreihen
einschlieBlich deren Mittelwerte (@) mit der entsprechenden Standardabweichung (SD) zusammen.
Die ECso-Werte, angegeben in uM, wurden je aus drei voneinander unabhangigen Toxoplasmen-
Proliferationsassays (1 - 3) ermittelt.

ECso (uM)

Substanzname 1 2 3 @ +SD

(-) Matairesinol 10,8 7,60 17,7 12,0 + 4,21
(+) Avarol 7,17 9,47 9,40 8,68 + 1,07
3-O-Methylgallic acid butyl ester 7,37 8,75 7,40 7,84 + 0,64
Alternariol 14,4 8,50 9,83 10,9 + 2,53
Berberin hemisulfat 17,2 19,9 18,5 18,5+1,10
BroHexylamide 10,2 10,8 15,2 12,1 £2,23
BrPhenethylamide 8,12 8,13 8,52 8,26 +0,19
Corynesidone A 10,3 8,72 19,7 12,9 £4,85
Hexylamide 9,48 8,34 8,41 8,74 + 0,52
Neobavaisoflavone 8,30 8,17 11,4 9,29 £1,49
Piperin 7,83 7,25 7,43 7,50 £0,24
Roquefortin C 15,1 20,7 18,9 18,2 + 2,33
Tetrahydroxybostricin 18,8 14,2 17,2 16,7 = 1,91

Den niedrigsten ECso-Wert im Bezug auf die Inhibition des Wachstums von T. gondii Stamm
ME49 wies hierbei Piperin (7,50 + 0,24 uM) auf. Den zweitniedrigsten ECso-Wert konnte 3-O-
Methylgallic acid butyl ester (7,84 + 0,64 uM) erreichen, gefolgt von BrPhenethylamide (8,26
+ 0,19 uM).
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4.2.1.2 Wirkung bekannter Antibiotika auf den T. gondii Stamm ME49

Um die getesteten Wirkstoffe in ihrer Potenz zu beurteilen, wurden vergleichend dazu die fur
die derzeitige Behandlung der Toxoplasmose etablierten Antibiotika Cotrimoxazol und
Clindamycin eingesetzt. Dafir wurde der Toxoplasmen-Proliferationstest unter gleichen
Versuchsbedingungen wie bei den anderen Wirkstoffen eingesetzt, beginnend mit den im
klinischen Gebrauch empfohlenen Konzentrationen.

Die Ergebnisse der Testung der Antibiotika Cotrimoxazol und Clindamycin aus je drei
aufeinanderfolgenden Assays mit dem T. gondii Stamm MEA49 ist in den Abbildungen 4.14
und 4.15 graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.14: Wirkung steigender Konzentrationen von Cotrimoxazol auf die Proliferation
des T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Cotrimoxazol durch eine starke Inhibition
dosisabhéngig reduziert. Der Ubersicht wegen wurden die Konzentrationen in Log-Stufen angegeben.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 1, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25,
50 und 100 pM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in
einem Szintillator entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griiner Punkt)
sowie eine Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

Cotrimoxazol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-
Wert von Cotrimoxazol lag bei kleiner 1 uM.
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Abbildung 4.15: Wirkung steigender Konzentrationen von Clindamycin auf die Proliferation des
T. gondii Stammes ME49.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49 wurde von Clindamycin durch eine starke Inhibition
dosisabhangig reduziert. Der Ubersicht wegen wurden die Konzentrationen in Log-Stufen angegeben.
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Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 1, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25,
50 und 100 pM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in
einem Szintillator entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt)
sowie eine Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefiihrt.

Clindamycin reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes ME49. Der mittlere ECso-
Wert von Clindamycin lag bei kleiner 1 uM.
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4.2.2 Ergebnisse fiir den T. gondii Typ | Stamm BK

4.2.2.1 Wirkung der Naturstoffe auf den T. gondii Stamm BK

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die 13 ausgesuchten Wirkstoffe mit
nachgewiesener Inhibition auf den T. gondii Stamm ME49 ebenfalls eine hemmende Wirkung
auf den virulenten Typ | T. gondii Stamm BK austben. Um einen Effekt auf den Stamm BK
festzustellen, wurden die Wirkstoffe erneut in unterschiedlichen Konzentrationen in
mindestens drei voneinander unabhdngigen, unter gleichen Bedingungen durchgefihrten
Toxoplasmen-Proliferationstests ausgetestet. Zur Beurteilung daflr diente fur jede Substanz
wiederum die Berechnung des jeweiligen ECso-Wertes.

In den folgenden Abbildungen 4.16 bis 4.28 sind fur jeden Wirkstoff die Ergebnisse aus
jeweils drei unabhéangigen Versuchen fur den T. gondii Stamm BK graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.16: Wirkung steigender Konzentrationen von (-) Matairesinol auf die Proliferation
des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von (-) Matairesinol dosisabhangig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

(-) Matairesinol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-
Wert von (-) Matairesinol lag bei 70,6 uM mit einer Standardabweichung von + 3,94 uM.

47



30000+

40000+
L
30000+
> 20000 > 20000 o
T I I
nE ECso 16,5 UM nE ECs 18,7 UM nE 20000- ECsp 22,8 M
o - o Q
© 10000 © 10000 ©
100001
0 0 0 .
T T T Y (] T T T ? T ' T *
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
HM HM HM

Abbildung 4.17: Wirkung steigender Konzentrationen von (+) Avarol auf die Proliferation des T.
gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von (+) Avarol dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

(+) Avarol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-Wert
von (+) Avarol lag bei 19,3 uM mit einer Standardabweichung von + 2,61 uM.
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Abbildung 4.18: Wirkung steigender Konzentrationen von 3-O-Methylgallic acid butyl ester auf
die Proliferation des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T gondii Stammes BK wurde von 3-O-Methylgallic acid butyl ester
dosisabhangig reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5,
25, 50 und 100 pM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in
einem Szintillator entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griiner Punkt)
sowie eine Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

3-O-Methylgallic acid butyl ester reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK.

Der mittlere ECso-Wert von 3-O-Methylgallic acid butyl ester lag bei 10,0 uM mit einer
Standardabweichung von + 0,56 pM.
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Abbildung 4.19: Wirkung steigender Konzentrationen von Alternariol auf die Proliferation des T.
gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Alternariol dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Alternariol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-Wert
von Alternariol lag bei 20,2 uM mit einer Standardabweichung von + 2,71 uM.
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Abbildung 4.20: Wirkung steigender Konzentrationen von Berberin hemisulfat auf die
Proliferation des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Berberin hemisulfat dosisabhangig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 puM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

Berberin hemisulfat reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere

ECso-Wert von Berberin hemisulfat lag bei 9,37 uM mit einer Standardabweichung von +
0,85 uM.
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Abbildung 4.21: Wirkung steigender Konzentrationen von Br.Hexylamide auf die Proliferation
des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von BrzHexylamide dosisabhangig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

BraHexylamide reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-
Wert von BrzHexylamide lag bei 30,7 uM mit einer Standardabweichung von + 0,95 uM.
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Abbildung 4.22: Wirkung steigender Konzentrationen von BrPhenethylamide auf die
Proliferation des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von BrPhenethylamide dosisabhéngig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 pM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

BrPhenethylamide reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere

ECso-Wert von BrPhenethylamide lag bei 9,35 uM mit einer Standardabweichung von + 0,95
M.
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Abbildung 4.23: Wirkung steigender Konzentrationen von Corynesidone A auf die Proliferation
des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Corynesidone A dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Corynesidone A reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-

Wert von Corynesidone A lag bei 43,4 uM mit einer Standardabweichung von + 1,06 pM.

400004

30000 40000-
L
30000 30000+
- - 200001 5
I I I
. 20000 ECs0 8,12 uM e ECs 8,83 uM "’E 20000-] ECso 8,16 uM
g ) S [} a
o S 10000 o 1
100004 10000- \\;\
o 0 o
T ' r ) T y T * T . - *
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100

M uM HM

Abbildung 4.24: Wirkung steigender Konzentrationen von Hexylamide auf die Proliferation des
T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Hexylamide dosisabhangig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 pM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Hexylamide reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-Wert
von Hexylamide lag bei 8,37 uM mit einer Standardabweichung von + 0,33 uM.
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Abbildung 4.25: Wirkung steigender Konzentrationen von Neobavaisoflavone auf die
Proliferation des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Neobavaisoflavone dosisabhangig reduziert.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM
mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Neobavaisoflavone reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere

ECso-Wert von Neobavaisoflavone lag bei 15,2 uM mit einer Standardabweichung von + 2,61
M.
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Abbildung 4.26: Wirkung steigender Konzentrationen von Piperin auf die Proliferation des T.
gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T gondii Stammes BK wurde von Piperin dosisabhangig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Piperin reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-Wert von
Piperin lag bei 19,4 uM mit einer Standardabweichung von + 0,82 uM.
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Abbildung 4.27: Wirkung steigender Konzentrationen von Roquefortin C auf die Proliferation
des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Roquefortin C dosisabhéngig reduziert. Die
Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100 uM mithilfe
der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator entsteht
und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefihrt.

Roquefortin C reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-
Wert von Roquefortin C lag bei 22,6 uM mit einer Standardabweichung von + 2,06 uM.
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Abbildung 4.28: Wirkung steigender Konzentrationen von Tetrahydroxybostricin auf die
Proliferation des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Tetrahydroxybostricin dosisabhéngig
reduziert. Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 12,5, 25, 50 und 100
MM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in einem Szintillator
entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griiner Punkt) sowie eine
Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefunhrt.

Tetrahydroxybostricin reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere

ECso-Wert von Tetrahydroxybostricin lag bei 28,3 uM mit einer Standardabweichung von +
3,16 uM.
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Die in den Abbildungen 4.16 bis 4.28 graphisch dargestellten Werte sind der besseren
Ubersicht wegen in Tabelle 4.3 zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 4.3: Ubersicht der ECso-Werte der Wirkstoffe fiir den T. gondii Stamm BK.

Die folgende Tabelle fasst fiir den T. gondii Stamm BK zur verbesserten Ubersicht die drei jeweiligen
ECso-Werte der entsprechenden Wirkstoffe aus den dargestellten Versuchsreihen einschlieBlich deren
Mittelwerte (@) mit der entsprechenden Standardabweichung (SD) zusammen. Die ECso-Werte,

angegeben in uM, wurden je aus drei voneinander unabhéngigen Toxoplasmen-Proliferationsassays
(1 - 3) ermittelt.

ECso (uM)

Substanzname 1 2 3 @ +SD

(-) Matairesinol 68,4 67,2 76,1 70,6 + 3,94
(+) Avarol 16,5 18,7 22,8 19,3 + 2,61
3-O-Methylgallic acid butyl ester 10,8 9,83 9,49 10,0 = 0,56
Alternariol 17,5 23,9 19,2 20,2 £ 2,71
Berberin hemisulfat 8,17 10,1 9,83 9,37 +0,85
BroHexylamide 30,5 29,6 31,9 30,7 + 0,95
BrPhenethylamide 8,02 9,94 10,1 9,35 +0,95
Corynesidone A 44,7 42,1 43,3 43,4 + 1,06
Hexylamide 8,12 8,83 8,16 8,37 + 0,33
Neobavaisoflavone 11,5 16,6 17,4 15,2 + 2,61
Piperin 18,3 20,2 19,8 19,4 + 0,82
Roquefortin C 20,5 25,4 21,9 22,6 £2,06
Tetrahydroxybostricin 30,3 23,8 30,7 28,3+ 3,16

Den niedrigsten ECso-Wert im Bezug auf die Inhibition des Wachstums von T. gondii Stamm
BK wies hierbei Hexylamide (8,37 + 0,33 uM) auf. Den zweitniedrigsten ECso-Wert konnte
BrPhenethylamide (9,35 + 0,95 uM) erreichen, gefolgt von Berberin hemisulfat (9,37 + 0,85
KM).
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4.2.2.2 Wirkung bekannter Antibiotika auf den T. gondii Stamm BK

Um die getesteten Wirkstoffe in ihrer Potenz zu beurteilen, wurden vergleichend dazu die fur
die derzeitige Behandlung der Toxoplasmose etablierten Antibiotika Cotrimoxazol und
Clindamycin eingesetzt. Dafir wurde der Toxoplasmen-Proliferationstest unter gleichen
Versuchsbedingungen wie bei den anderen Wirkstoffen eingesetzt, beginnend mit den im
klinischen Gebrauch empfohlenen Konzentrationen.

Die Ergebnisse der Testung der Antibiotika Cotrimoxazol und Clindamycin aus je drei
aufeinanderfolgenden Assays mit dem T. gondii Stamm BK wird in den Abbildungen 4.29 und
4.30 graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.29: Wirkung steigender Konzentrationen von Cotrimoxazol auf die Proliferation
des T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Cotrimoxazol durch eine starke Inhibition
dosisabhéngig reduziert. Der Ubersicht wegen wurden die Konzentrationen in Log-Stufen angegeben.
Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 1, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25,
50 und 100 pM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in
einem Szintillator entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griiner Punkt)
sowie eine Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefuhrt.

Cotrimoxazol reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-
Wert von Cotrimoxazol lag bei kleiner 1 uM.
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Abbildung 4.30: Wirkung steigender Konzentrationen von Clindamycin auf die Proliferation des

T. gondii Stammes BK.

Das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK wurde von Clindamycin durch eine starke Inhibition

dosisabhangig reduziert. Der Ubersicht wegen wurden die Konzentrationen in Log-Stufen angegeben.
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Die Proliferation von T. gondii wurde bei den Wirkstoffkonzentrationen 1, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25,
50 und 100 pM mithilfe der Cerenkow-Strahlung gemessen, welche beim Zerfall von 3H-Uracil in
einem Szintillator entsteht und als cpm angegeben wird. Eine Positivkontrolle mit IFNy (griner Punkt)
sowie eine Negativkontrolle mit DMSO (T. gondii Proliferation bei 0 uM) wurde durchgefiihrt.

Clindamycin reduzierte das Zellwachstum des T. gondii Stammes BK. Der mittlere ECso-Wert
von Clindamycin lag bei kleiner 1 uM.
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4.2.3 Tabellarische Darstellung der ermittelten ECso-Werte fiir die T. gondii Stamme
ME49 und BK

Nachfolgend sind in Tabelle 4.4 die mittleren ECso-Werte der getesteten Wirkstoffe fur die T.
gondii Stamme ME49 und BK zur besseren Ubersicht gegeniibergestellt. Die Tabelle 4.4
beinhaltet zusammengefasst die in Kapitel 4.2.1 und 4.2.2 erhobenen Werte.

Tabelle 4.4: Gegeniiberstellung der mittleren ECso-Werte der Wirkstoffe fiir die T. gondii
Stamme ME49 und BK.

Die folgende Tabelle fasst die mittleren ECso-Werte (@) einschlieBlich deren Standardabweichung
(SD), angegeben in pM, der getesteten Wirkstoffe aus den durchgefihrten Versuchsreihen
zusammen. Gleichzeitig stellt sie die einzelnen ECso-Werte des T. gondii Stammes ME49 denen des
T. gondii Stammes BK gegenilber.

ECso (UM): @ +SD

Substanzname ME49 BK

(-) Matairesinol 12,0 + 4,21 70,6 +3,94
(+) Avarol 8,68 + 1,07 19,3 + 2,61
3-O-Methylgallic acid butyl ester 7,84 + 0,64 10,0 = 0,56
Alternariol 10,9 + 2,53 20,2 +2,71
Berberin hemisulfat 18,5+1,10 9,37 +0,85
BraHexylamide 12,1 £2,23 30,7 £0,95
BrPhenethylamide 8,26 +0,19 9,35 +0,95
Corynesidone A 12,9 +4,85 43,4 +1,06
Hexylamide 8,74 +0,52 8,37 +0,33
Neobavaisoflavone 9,29 +1,49 15,2 + 2,61
Piperin 7,50 0,24 19,4 + 0,82
Roquefortin C 18,2 + 2,33 22,6 = 2,06
Tetrahydroxybostricin 16,7 = 1,91 28,3 +3,16

AbschlieBend lasst sich zunéchst allgemein sagen, dass die ECso-Werte des virulenteren T.
gondii Stammes BK in der Regel hdher liegen als die des weniger virulenten T. gondii
Stammes ME49. Eine Ausnahme bilden hierbei Berberin hemisulfat und Hexylamide, die
eine bessere Inhibition des Wachstums des BK-Stammes aufweisen.

Die drei niedrigsten ECso-Werte bezuglich der Inhibition des Stammes ME49 erzielen Piperin
(7,50 = 0,24 uM), 3-O-Methylgallic acid butyl ester (7,84 + 0,64 uM) sowie BrPhenethylamide
(8,26 = 0,19 pM), wahrend die beste Hemmung des BK-Stammes von Hexylamide (8,37 =
0,33 uM), BrPhenethylamide (9,35 + 0,95 uM) und Berberin hemisulfat (9,37 + 0,85 uM)
erreicht wird.
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Als Substanzen mit wirksamer inhibitorischer Aktivitdt werden diejenigen definiert, deren
ECso-Werte vergleichbar mit denen der klinisch bereits etablierten antibiotischen Wirkstoffe
sind. In den Versuchen dieser Arbeit zeigen sich fur die getesteten Antibiotika Cotrimoxazol
und Clindamycin ECso-Werte von kleiner 1 uM, sodass somit insbesondere Wirkstoffe mit
einem durchschnittlichen ECso-Wert von kleiner gleich 10 uM als potentiell wirksame
Kandidaten betrachtet werden kdnnen.

Im Hinblick darauf befinden sich unter den Wirkstoffen mit guter inhibitorischer Aktivitat auf
beide T. gondii Stdmme die Substanzen 3-O-Methylgallic acid butyl ester, BrPhenethylamide
und Hexylamide. Insbesondere BrPhenethylamide lasst sich bei beiden T. gondii Stammen
sogar unter den drei wirksamsten potentiellen Kandidaten wiederfinden. Weiterhin inhibieren
(+) Avarol, Alternariol, Neobavaisoflavone und Piperin lediglich den T. gondii Stamm ME49
mit einem ECso kleiner gleich 10 uM. Eine &hnlich gute Wirkung auf den T. gondii Stamm BK
hat Berberin hemisulfat.

Die ECso-Werte einiger Wirkstoffe liegen fur die Stdmme ME49 und BK etwa im gleichen
Bereich. Dazu gehéren Roquefortin C (ME49: 18,2 = 2,33 uM, BK: 22,6 + 2,06 uM),
Hexylamide (ME49: 8,74 + 0,52 uM, BK: 8,37 + 0,33 uM), BrPhenethylamide (ME49: 8,26 +
0,19 uM, BK: 9,35 + 0,95 uM) sowie 3-O-Methylgallic acid butyl ester (ME49: 7,84 + 0,64
KM, BK: 10,0 £ 0,56 pM).
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5 Diskussion und Schlussfolgerungen

5.1 T. gondii und neue Wirkstoffe

T. gondii ist ein weltweit verbreiteter Parasit und verursacht zahlreiche Erkrankungsfélle.
Durch seine Bedeutung als humanpathogener Erreger ist er sowohl Verursacher von
Embryo- sowie Fetopathien, als auch flr eine Vielzahl von Todesféllen bei Patienten/-innen,
deren Immunsystem in einem supprimierten oder defizienten Zustand ist, urséchlich. Ahnlich
wie in der antibakteriellen Therapie treten bei der antiinfektiven Behandlung von T. gondii
zunehmende Resistenzentwicklungen auf, die eine Eradikation des Parasiten erschweren.
Hinzu kommt die Problematik, dass die bisher im klinischen Bereich eingesetzten Wirkstoffe
lediglich auf parasitostatischer Ebene wirken. Aus diesem Grund ist die Identifikation neuer
Wirkstoffe gegen T. gondii relevant.

In dieser Arbeit konnten mehrere aussichtsreiche Wirkstoffe identifiziert werden, die das
Wachstum von T. gondii inhibieren. Dabei lieB sich in der Zellkultur mittels Toxoplasmen-
Proliferationstests nicht nur eine Hemmung auf den intermediér virulenten T. gondii Stamm
ME49 (Typ IlI) feststellen, sondern auch ein ahnlicher Effekt auf den stark virulenten T. gondii
Stamm BK (Typ I) nachweisen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse konnte in weiteren
Untersuchungen durch mindestens dreimaliges Wiederholen des Toxoplasmen-
Proliferationstests unter gleichen Versuchsbedingungen gepruft werden.

Des Weiteren sollte die Potenz der neuen pflanzlichen Wirkstoffe mit denen der klinisch
bereits etablierten antibiotischen Wirkstoffe verglichen werden. Daflr wurden die Antibiotika
Cotrimoxazol, bestehend aus Trimethoprim und Sulfamethoxazol, sowie Clindamycin
herangezogen. Da Pyrimethamin nicht in einer léslichen Applikationsform vorlag, konnte
dieses Antibiotika in dem in dieser Arbeit verwendeten Toxoplasmen-Proliferationstest nicht
ausgetestet werden.

Die getesteten Wirkstoffe sind Sekundarmetabolite aus marinen Schwammen, Pflanzen und
endophytischen Pilzen. Von insgesamt 151 Wirkstoffen wurden nun 13 detektiert, die mit
einem ahnlichen ECso-Wert inhibierend auf T. gondii wirken wie bereits bestehende
Antibiotika. Ohne zytotoxisch auf Fibroblasten zu wirken, translozieren diese Wirkstoffe in
ausreichenden Hemmkonzentrationen Uber die Zellmembran, um T. gondii intrazellular in der
parasitophoren Vakuole zu hemmen.

5.2 Eigenschaften der identifizierten Wirkstoffe

5.2.1 (-) Matairesinol

Matairesinol ist ein Wirkstoff mit antiangiogenetischen, antioxidativen, antikanzerogenen
sowie antimykotischen Aktivitdten und lasst sich aus verschiedenen Pflanzen, wie Forsythia
koreana [111] und Forsythia suspensa [112], isolieren.
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Forsythia suspensa wird in der traditionellen chinesischen Medizin bereits zur Behandlung
von Entziindungen eingesetzt. Ihr Bestandteil Matairesinol bedingt eine Inhibition der
Histaminfreisetzung aus MC/9-Mastzellen und kdnnte aus diesem Grund fir die Behandlung
von allergisch-entzindlichen Erkrankungen, wie die atopische Dermatitis, von Bedeutung
sein [112].

Mitochondriale reaktive Sauerstoffspezies (mMROS) sind an der Entstehung und Progression
von Tumoren beteiligt und fungieren als Signalmolekile in der Hypoxie- und
Wachstumsfaktor-vermittelten Signalgebung. Eine Studie zeigt hier, dass Matairesinol in
nicht toxischen Konzentration die mROS-Erzeugung unterdriickt, was zur Inhibition der
Angiogenese sowie zur Hemmung der Proliferation von Endothelzellen fahrt [113].

Darlber hinaus hat Matairesinol Potential im Hinblick auf die Entwicklung neuer Wirkstoffe
gegen T-Zell-Lymphome, da eine signifikante antiproliferative Aktivitdt gegen die T-Zell-
Lymphom-Zelllinie CCRF-CEM sowie die Induktion einer konzentrations- und zeitabhéngigen
Apoptose in CCRF-CEM-Zellen nachgewiesen werden konnte [114].

Weiterhin kann Matairesinol im proximalen Kolon von Saugetieren in Enterolacton bzw.
Enterodiol umgewandelt werden und so jeweils das Risiko von Kolonkarzinomen bzw. als
Phyto6strogen wirkend das Risiko von Mammakarzinomen verringern [115].

Die chronische Neuroinflammation ist ein Merkmal neurodegenerativer Erkrankungen. In
diesem Zusammenhang wurden in einer Studie die antineuroinflammatorischen Effekte von
Matairesinol auf Lipopolysaccharid-induzierte BV2-Mikrogliazellen untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass Matairesinol die Aktivierung dieser Mikroglia hemmt, indem es die
Produktion von Stickstoffmonoxid sowie die Expression von induzierbarer Stickstoffmonoxid-
Synthase und Cyclooxygenase-2 konzentrationsabhangig reduziert. Die Mechanismen
kdnnen mit einer Aktivierung des NF-kB und einer Modulation des Src-Wegs assoziiert sein
[116].

Auch weist Matairesinol eine antiosteoporotische Aktivitdt auf. Diese Wirkung steht im
Zusammenhang mit dem Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL), indem Matairesinol
dosisabhéngig die RANKL-induzierte Differenzierung von Knochenmarksmakrophagen in
Osteoklasten inhibiert. Letzteres lasst sich dadurch erklaren, dass Matairesinol die RANKL-
induzierte Expression und Aktivitdt von NFATc1, dem nukle&ren Faktor aktivierter T-Zellen,
herunterreguliert [117].

5.2.2 (+) Avarol

Avarol ist ein mariner Naturstoff, der sich aus dem mediterranen Schwamm Dysidea avara
isolieren lasst [118]. Es sind bereits entzindungshemmende, antikanzerogene, antioxidative,
thrombozytenaggregationshemmende, anti-HIV- und antipsoriatische Wirkungen bekannt
[119].

Die antimikrobielle Aktivitdt wurde bereits in verschiedenen Mikroverdiinnungsstufen gegen
ausgewahlte Bakterien- und Pilzstdmme bewertet, wobei sich insbesondere eine Aktivitat
gegen gramnegative Bakterien zeigt [118]. Ebenso weist Avarol eine Wirksamkeit gegen acht
ausgetestete Candida-Stamme auf [120].

Darlber hinaus hemmen einige Thioavarolderivate die Acetylcholinesterase und bringen
neuroprotektive Wirkungen mit sich. Aus diesem Grund wird untersucht, ob sich diese neuen,
nicht-hepatotoxischen Derivate in Zukunft bei der Alzheimer-Krankheit einsetzen lassen
kénnten [119].

60



Insbesondere die Wirksamkeit von Avarol gegen verschiedene Tumore konnte bisher
nachgewiesen werden.

In vitro untersuchte man die Antitumoraktivitdt von Avarol gegen die humane maligne Gliom-
Zelllinie U-251 MG und verglich diese mit den Positivkontrollen Temozolomid und
Doxorubicin. Dabei stellte sich Avarol mit einem ECso-Wert kleiner als 1 ypM als eine
vielversprechende Leitverbindung bei der Entwicklung neuer Chemotherapeutika heraus
[121].

Weiterhin induziert Avarol den selektiven Zelltod im duktalen Adenokarzinom des Pankreas,
das bisher wegen der Verfugbarkeit nur weniger Chemotherapeutika schwer zu behandeln
ist. Analysen der molekularen Mechanismen der Avarol-induzierten Apoptose ergaben die
Aktivierung des PERK-elF2a-CHOP-Signalweges, was die Rolle von Avarol als potentiellen
Kandidaten als Chemotherapeutikum flr das duktale Pankreasadenokarzinom unterstreicht
[122].

Ein anderes Beispiel fir die Antikanzerogenitat lasst sich im Zusammenhang des
Mammakarzinoms nennen. Hier ist die Zytotoxizitdt von Avarol auf die humane
Mammakarzinom-Zelllinie T-47D nachgewiesen [123].

Auch die Zahl der DNA-Schéden in Zellen ist bei der Behandlung mit Avarol vermindert. So
wurde der Naturstoff in einer Studie untersucht und mit den tblicherweise in Chemotherapien
verwendeten Zytostatika 5-Fluoruracil, Etoposid und Cisplatin verglichen. Fir Avarol konnte
kein mutagenes bzw. genotoxisches Potential nachgewiesen werden [124].

In einer weiteren Studie wurde die entziindungshemmende und antipsoriatische Wirkung von
Avarol untersucht. Durch die Inhibition der Bildung von Tumornekrosefaktor a (TNF-a) in
stimulierten humanen Monozyten sowie daraus folgender Unterdrickung der TNF-a-
induzierten Aktivierung des NF-kB in Keratinozyten, reduziert Avarol in topischer
Verabreichung Odeme und den Spiegel von Interleukin-1B, Interleukin-2 und Eicosanoid in
der Haut. Eine histopathologische Studie bestatigt in dem Zusammenhang die Hemmung der
epidermalen Hyperplasie wie auch der Leukozyteninfiltration durch Avarol. Durch die
Reduktion von kutanem TNF-a und der Unterdriickung der nukledren Translokation von NF-
KB konnte Avarol somit antipsoriatische Eigenschaften durch die Herunterregulation von
mehreren entzindlichen Biomarkern (TNF-a, NF-kB) in psoriatischer Haut vermitteln [125].
Aufgrund der Fahigkeit, die NF-kB-Aktivierung und die TNF-a-Erzeugung in menschlichen
Neutrophilen zu inhibieren, kann der Naturstoff dartber hinaus als vielversprechendes UVB-
Lichtschutzmittel mit einem milden antioxidativen pharmakologischen Profil angesehen
werden [126].

5.2.3 3-O-Methylgallic acid butyl ester

3-O-Methylgallic acid butyl ester wird synthetisch aus Gallussdure hergestellt. Wahrend 3-O-
Methylgallic acid butyl ester bisher noch nicht weiter bekannt ist, sind Gallussduren jedoch
bereits gut untersucht.

Gallusséaure ist eine Phenolsdure, die naturlicherweise in verschiedenen Nahrungsmitteln
vorhanden ist. In einer Studie wurde deren Wirksamkeit in vitro gegen Pseudomonas spp.
nachgewiesen [127]. Weiterhin zeigt sich eine inhibitorische Wirkung von Gallussaure gegen
Escherichia coli (E. coli), indem sie die Bildung lebensféhiger E. coli und deren
Biofilmbildung hemmt. Dies stellt einen neuen Ansatz zur Prévention und Behandlung von
Infektionen durch E. coliin der Lebensmittelindustrie dar [128].
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Ferner ist die Gallussaure ein wichtiges Antioxidans, das entziindungshemmend wirkt und
als Radikalfanger fungiert [129].

Gallussaure und Gallatester werden héufig als Nahrungsergéanzungsmittel oder Zusatzstoffe
mit klinischer Bedeutung verwendet. Neben den antioxidativen werden ihnen weiterhin
kardio- und neuroprotektive sowie antikanzerogene Eigenschaften zugesprochen. So werden
Mitochondrien, welche fir die Erzeugung von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
verantwortlich sind, als Ziel der Gallussduren diskutiert. Sie stellen die wichtigsten
Signalwege und Molekile dar, auf die die Gallussaure und ihre Derivate zielen [130].
Bezuglich der antikanzerogenen Eigenschaften weist Gallussdure bisher eine starke
Zytotoxizitat gegen die Bronchialkarzinom-Zelllinie H1299 auf [131].

Darlber hinaus inhibieren die Gallussdure und die 3-O-Methylgallussdure die
Zellproliferation von Kolonkarzinomen und induzieren deren Apoptose [132]. Die Darmflora
metabolisiert Anthocyane zu Phenolsduren und Aldehyden. Diese Metaboliten kénnen die
Beziehung zwischen dem Anthocyanverbrauch und der reduzierten Inzidenz von
Kolonkarzinom erklédren. Es zeigte sich, dass Gallussduren und ihre Derivate die
Zellproliferation in Caco-2-Zellen sogar wirksamer reduzieren als Anthocyane und daher
nach ihrer Bildung im Darm einen Schutz vor Kolonkarzinomen bieten kénnen [133].

Auch das Krankheitsbild der diabetischen Nephropathie, welche eine der wichtigsten
Komplikationen des Diabetes mellitus darstellt, kann die Gallusséure verbessern, indem sie
den Transforming growth factor beta 1 (TGF-B1), der eine zentrale Rolle bei der Progression
der Krankheit spielt, herunterreguliert. Durch fortgeschrittene glykosylierungshemmende
Aktivitdt sowie inhibitorische Wirkungen auf das Angiotensin-Converting-Enzym hemmt der
Naturstoff die TGF-B1-Uberexpression [134].

Weiterhin werden durch die Behandlung mit Gallussaure signifikant die Plasmaspiegel von
Kreatinin und Blut-Harnstoff-Stickstoff gesenkt und so eine Verbesserung der Kreatinin-
Clearance gewahrleistet [134].

5.2.4 Alternariol

Alternariol ist eine bioaktive Verbindung aus dem Rohextrakt des endophytischen Pilzes
Alternaria sp., der in den Wurzeln von Salvia miltiorrhiza Bunge (Rotwurzel-Salbei Bunge) zu
finden ist [135].

Diese natlrlich vorkommende Verbindung besitzt eine hohe potenzielle Bioaktivitédt gegen
pflanzenpathogene Mikroorganismen. So ist sie gegen einige Bakterien mit minimalen
Hemmkonzentrationswerten im Bereich von 25 bis 75 pg/ml und ECso-Werten im Bereich
von 16 bis 38,27 pg/ml wirksam. Zu diesen Bakterienspezies gehdren namentlich
Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis, Pseudomonas lachrymans, Ralstonia
Solanacearum, Streptococcus haemolyticus, Xanthomons vesicatoria, Methylobacterium
oryzae, Bursaphelenchus xylophilus sowie Caenorhabditis elegans [135].

Alternariol ist jedoch auch ein toxischer Metabolit und far Verunreinigungen von
Agrarrohstoffen verantwortlich [136].

Studien zufolge kann Alternariol das endokrine System von Mensch und Tier modulieren, da
es Auswirkungen auf die Signaltransduktion des humanen Ostrogenrezeptors (hERa) und
Androgenrezeptors (hAR) unter Verwendung von Bioassays gezeigt hat [137].

Dartber hinaus besitzt das Mykotoxin Alternariol genotoxische wie auch zytotoxische
Eigenschaften. Es ist fahig, die angeborene Immunitdt zu modulieren, was anhand einer
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humanen bronchialen Epithel-Zelllinie (BEAS-2B) nachgewiesen werden konnte, bei der
Alternariol in geringem AusmalB dosisabhéngig zur Unterdrickung der Lipopolysaccharid-
induzierten angeborenen Immunantworten fuhrte [138]. Weiterhin kann Alternariol einen
Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase verursachen [138].

In einer anderen Studie wurde die inhibitorische Aktivitat auf die Monoaminoxidase (MAO),
welche die Neurotransmitter-Monoamine katalysiert, untersucht. Dabei erwies sich das
Alternariol-Monomethylether als ein hochpotenter und selektiver Inhibitor der humanen MAO-
A mit einem ECso-Wert von 1,71 ug/ml. Im Hinblick auf die MAO-B-Hemmung zeigte sich
jedoch kein Effekt. So kdénnte sich Alternariol-Monomethylether als eine natzliche
Leitverbindung far die Entwicklung von reversiblen MAO-A-Inhibitoren zur Behandlung von
Depressionen, Parkinson und Alzheimer etablieren [139].

Ferner stellt Alternariol ein Substrat fir Cytochrom-P450-Enzyme dar, die hydroxylierte
Metaboliten erzeugen. Die Aktivitdten dieser Phase-I-Metaboliten mit Bezug auf die
Genotoxizitat bleibt jedoch bisher unbekannt [140].

5.2.5 Berberin hemisulfat

Berberin hemisulfat wird synthetisch aus Berberin hergestellt und ist kommerziell erhaltlich.
Berberin ist ein natirliches Alkaloid, das aus Pflanzen der Berberis-Art gewonnen wird und
fir seine schitzende Wirkung gegen verschiedene Krankheiten bekannt ist.

So weist Berberrubin unter den primaren Berberin-Metaboliten den gréBten Effekt im Hinblick
auf die Behandlung der endothelialen Dysfunktion (Artherosklerose) auf [141]. Die
signifikanten antiatherosklerotischen Eigenschaften kénnen durch eine Herunterregulierung
der Visfatin- (Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase-) Expression erklart werden, welche mit
der Inhibierung von p38-MAPK- und JNK-Signalwegen zusammenhéngt und dadurch
letztlich zur Unterdrliickung der Visfatin-induzierten Atherosklerose fihrt [142].

Eine Studie zeigt, dass neue halbsynthetische Berberinanaloga eine Potenz gegen In-vitro-
Modelle von Leishmaniose, Malaria und Trypanosomiasis aufweisen. Insbesondere im
Hinblick auf zunehmende Resistenzen gegen aktuelle Chemotherapeutika sind neue
antiprotozoale Verbindungen von groBer Bedeutung und Berberin stellt somit einen
potentiellen Kandidaten dar [143].

Auch Pseudomonas aeruginosa ist zunehmend resistent gegenlber verschiedenen
Carbapenemen, sodass neuartige Arzneimittel mit verbesserten antibakteriellen Aktivitaten
im Vergleich zu denen herkédmmlicher Antibiotika erforderlich sind. In einer Studie wurde
Berberin in Kombination mit Imipenem, einem h&ufig verwendeten Carbapenem, verwendet,
um den Naturstoff auf antibakterielle Aktivitat gegen das klinische Pseudomonas aeruginosa-
Isolat PAO12 zu untersuchen. Dabei zeigte die Kombination von Berberin und Imipenem eine
synergistische Wirkung im Sinne einer konzentrationsabhangigen férdernden Wirkung von
Imipenem auf die intrazellulare Akkumulation von Berberin. Der beobachtete Effekt, eine
Hemmung der bakteriellen Adhasion, steht im Zusammenhang mit der Hemmung der
MexXY-OprM-Efflux-Pumpe der Pseudomonaden [144].

Des Weiteren stellt Berberin einen Ansatz flir ein vielversprechendes Medikament in der
Behandlung von triple-negativen Mammakarzinomen dar. TGF-Bs sind multifunktionale
Wachstumsfaktoren und leistungsféhige Modulatoren des epithelialen-mesenchymalen
Ubergangs in einer Vielzahl von Tumorarten, einschlieBlich den Mamma- und
Bronchialkarzinomzellen. Berberin hemmt Gber die Unterdriickung der TGF-B1-Expression
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sowohl das Tumorwachstum als auch die Metastasierung von triple-negativen
Mammakarzinomzellen [145].

Weiterhin hat Berberin positive Wirkungen auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

Bei myokardialen Ischdmie-Reperfusions-Verletzungen kommt es zur Apoptose von
Myokardzellen. Berberin hemmt entziindliche Reaktionen Uber den NF-kB-Signalweg und
inhibiert in einem Mausmodell der Ischamie-Reperfusions-Verletzung so die Apoptose von
Myokardzellen tber den PIBK/AKT-Signalweg [146].

Zusatzlich wurde der Wirkstoff in der Behandlung von Patienten/-innen mit paroxysmalem
Vorhofflimmern getestet. Dabei zeigte sich in einer Studie im Vergleich mit Amiodaron eine
gleichermaBen gute Wirksamkeit im Hinblick auf die Behandlung des Vorhofflimmerns sowie
der Aufrechterhaltung des Sinusrhythmus [147].

Oral verabreichtes Berberin verbesserte in einer anderen Studie auBerdem die Bleomycin-
induzierte Lungenfibrose bei Mausen durch Foérderung der Aktivierung des Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptors y (PPAR-y) und anschlieBender Expression des
Hepatozyten-Wachstumsfaktors (HGF) im Kolon. Hochreguliertes HGF gelangt Uber die
Blutzirkulation in das Lungengewebe, um Lungenfibrosen zu lindern. Berberin lindert
nachgewiesen bei oraler Verabreichung trotz seiner niedrigen Bioverflgbarkeit Fibrosen von
Niereninterstitium, Leber und Myokard [148].

Auch beziglich verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen scheint Berberin eine
vorteilhafte Wirkung aufzuweisen. Berberinchlorid hatte in Studien potentielle neuroprotektive
Wirkungen auf die vaskulare Demenz und kann als mdgliche Behandlung flr kognitive
Defizite und neuronale Schadigungen durch chronisch zerebrale Hypoperfusion im
hippokampalen CA1-Bereich angesehen werden [149].

In der traditionellen chinesischen Medizin wird Berberin bereits aufgrund seiner

hypoglyk&dmischen Wirkungen zur unterstiitzenden Therapie bei Diabetes mellitus eingesetzt
[150].

5.2.6 BraHexylamide

BroHexylamide ist ein von der Arbeitsgruppe Proksch synthetisch hergestelltes, zweifach
bromiertes Hexylamide, zu dessen Wirkmechanismus sowie Indikationen bisher noch keine
Literatur vorhanden ist.

5.2.7 BrPhenethylamide

BrPhenethylamide ist ein von der Arbeitsgruppe Proksch synthetisch hergestelltes,
bromiertes Phenethylamide.

Nicht bromierte Phenethylamide wurden bereits als neue, reversible und kompetitive
Inhibitoren der NS3/4A-Serinprotease des Hepatitis-C-Virus beschrieben. Sie sind durch die
Anwesenheit einer C-terminalen Phenethylamidgruppe gekennzeichnet, welche sich in die
Hauptseite des Virusenzyms erstreckt [151].

Weiterhin ist zu dem Wirkmechanismus sowie anderen Indikationen bisher noch keine
Literatur vorhanden.
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5.2.8 Corynesidone A

Corynesidone A ist ein aus dem endophytischen Pilz Corynespora cassiicola isolierter
Naturstoff [152].

Neben verschiedenen weiteren daraus isolierten Depsidonen und Diarylether-Derivaten
wurde Corynesidone A bisher auf seine entzindungshemmenden und antioxidativen
Potentiale untersucht. Eine Studie zeigt eine konzentrationsabhéngige Inhibition der TNF-a
Sekretion, die Hemmung der Produktion von induzierbarem Stickoxid (iNO) sowie eine
signifikante Suppression der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiver
Stickstoffspezies (RNS). Demzufolge kénnte Corynesidone A als geeignetes Leitmolekdl far
die weitere Entwicklung neuer entzindungshemmender Wirkstoffe dienen [152].

Des Weiteren lasst sich Corynesidone A gegenlber Tumorzellen als relativ inaktiv
beschreiben [153]. Lediglich gegen die humane promyeloische Leukamie-HL-60-Zelllinie und
die humane Zervixkarzinom-HelLa-Zelllinie besteht Studien zufolge eine Zytotoxizitat [154].
Im Hinblick auf die Wirkung gegen Zervixkarzinome l&sst sich hinzufiigen, dass
Corynesidone A die Aktivitat der Aromatase mit einem ECso-Wert von 5,30 uM hemmt [153].

5.2.9 Hexylamide

Hexylamide ist ein von der Arbeitsgruppe Proksch synthetisch hergestellter Wirkstoff, zu
dessen Wirkmechanismus sowie Indikationen bisher noch keine Literatur vorhanden ist.

5.2.10 Neobavaisoflavone

Neobavaisoflavone ist ein Isoflavon, das aus Psoralea corylifolia isoliert wird und dem
antibakterielle, antioxidative und immunmodulatorische Eigenschaften zugesprochen
werden.

In vitro wurde die entzindungshemmende Aktivitdt von Neobavaisoflavone untersucht.
Makrophagen tGbernehmen eine wichtige Rolle bei Entzindungen durch die Freisetzung von
Entziindungsmediatoren, die an der Immunantwort beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden,
dass Neobavaisoflavone diese Freisetzung verschiedener Entziindungsmediatoren in
stimulierten RAW264.7 Makrophagen signifikant hemmte [155].

Auch die Inhibition des Wachstums von Tumoren gehért zu den Wirkungsspektren von
Neobavaisoflavone.

Der Tumor Necrosis Factor-related Apoptosis-inducing Ligand (TRAIL) ist ein endogenes
Schlisselmolekil, das in Tumorzellen selektiv Apoptose mit geringer oder gar keiner Toxizitat
in normalen Zellen induziert. Einige Tumorzellen, z.B. humane U373MG-Gliomzellen, sind
jedoch gegen die durch TRAIL vermittelte Apoptose resistent. In einer Studie wurde
festgestellt, dass Neobavaisoflavone humane U373MG-Gliomzellen fir die TRAIL-vermittelte
Apoptose sensibilisiert. Durch diese Reduktion der Resistenzen von Tumorzellen gegen
TRAIL stellt die Kombination von Neobavaisoflavone und TRAIL eine neue therapeutische
Strategie zur Behandlung von TRAIL-resistenten Gliomzellen dar [156].

DarGber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch LNCaP-Prostatatumorzellen auf
Neobavaisoflavone in Kombination mit TRAIL ansprechen und dadurch sensibel fir die
TRAIL-induzierte Apoptose werden [157].

Weiterhin stimuliert Neobavaisoflavone die Osteogenese Uber p38-vermittelte
Hochregulierung von Transkriptionsfaktoren und Osteoidgenexpression in MC3T3-E1-Zellen.
Die positive Wirkung von Neobavaisoflavone auf die Mineralisierung zeigt, dass
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Neobavaisoflavone als aktive Komponente mdglicherweise ein anaboles Mittel zur
Behandlung von Knochenschwund-assoziierten Erkrankungen sein kénnte [158].

5.2.11 Piperin

Piperin ist als Hauptalkaloid des schwarzen Pfeffers Piper nigrum L. fir dessen Scharfe
verantwortlich [159].

Piperin hat verschiedene pharmakologische Wirkungen und kann die funktionelle Aktivitat
von metabolischen Enzymen und Arzneimitteltransportern modulieren. Folglich besteht
derzeit ein groBes Interesse an der Anwendung von Piperin als Alternativmedizin oder als
Bioverfugbarkeitsverstarker [160]. Ein Beispiel fur die Verbesserung der Bioverflgbarkeit
durch die Hemmung von Cytochrom-P540- und P-Glykoprotein-Aktivitdten anderer
Medikamente bietet die Kombination von Docetaxel und Piperin, bei der ein positiver Effekt
auf die Wirksamkeit gegen das Taxan-resistente Prostatakarzinom festgestellt werden kann
[161].

Ferner verstéarkt Piperin die Mitomycin-C-Therapie von Zervixkarzinomen durch die
Unterdriickung des Bcl-2-Signalweges durch Inaktivierung von STAT3/NF-kB. Durch die
wachstumshemmende Wirkung von Piperin auf Zervixkarzinomzellen, die gegen Mitomycin-
C resistent sind, fuhrt die gleichzeitige Behandlung mit Piperin und Mitomycin-C zur
dosisabh&ngigen Unterdrickung der Zellproliferation [162].

Piperin inhibiert zudem das In-vitro-Wachstum von triple-negativen Mammakarzinomzellen
ohne das normale Wachstum der Brustepithelzellen zu beeintrachtigen [163].

Neben seiner krampflésenden Wirkungen stellt sich Piperin als potentielles Arzneimittel zur
Behandlung von Durchfallerkrankungen dar, welche durch intestinale Hypersekretion von
Chlorid verursacht werden. Piperin hemmt die durch das cyclische Adenosinmonophosphat
(cAMP) vermittelte intestinale Chloridsekretion in intestinalen Epithelzellen und wirkt somit
antisekretorisch [159].

Die spinozerebellare Ataxie 17 (SCA17) gehoért zur Familie der neurodegenerativen
Erkrankungen, die durch eine Polyglutamin-Expansion verursacht wird und zu
Proteinfehlfaltungen und Degenerationen in Purkinje-Neuronen des Kleinhirns fihrt. Der
Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor (MANF) ist hierbei ein kirzlich
identifizierter neurotropher Faktor, dessen Expression die SCA17-Neuropathologie
verbessert. In Studien konnte herausgefunden werden, dass Piperin die MANF-Expression
induziert und so als Therapeutikum flr die Neuropathologie der SCA17 einsetzbar sein
kdénnte [164].

Es ist bekannt, dass Piperin mehrere Neurotransmittersysteme wie Serotonin, Norepinephrin
und y-Aminobuttersdure (GABA) moduliert. Durch die inhibitorische Wirkung auf Natrium-
Kanéle lasst sich Piperin ebenfalls eine antikonvulsive Wirkung zusprechen [165].

5.2.12 Roquefortin C

Das Mykotoxin Roquefortin C wird in Penicillium chrysogenum biosynthetisiert [166]. Aus
letzterem wurde ebenfalls Penicillin isoliert [100].

Roquefortin C ist hauptséchlich bekannt in der Verwendung zur Produktion von
Blauschimmelkdse. Hierbei machen die niedrigen Konzentrationen sowie die relativ geringe
Toxizitat von Roquefortin den Verzehr von Blauschimmelkase fur Verbraucher sicher [167].

66



Roquefortin, ein Sekundarmetabolit von Penicillium roqueforti, hat ebenso eine
antimikrobielle Wirkung. In Studien konnte gezeigt werden, dass das Wachstum
grampositiver Bakterien (Corynebacterium flaccumfaciens) durch Roquefortin gehemmt wird,
wéhrend gramnegative Bakterien in keiner Weise beeinflusst werden. Der ECso-Wert fur
grampositive Organismen betragt dabei durchschnittlich ca. 80 ug/ml [168].

Dariiber hinaus besitzt Roquefortin die Eigenschaft, verschiedene humane Cytochrom-P450-
Aktivitaten (1A1, 1A2, 2D6 und 3A4) zu hemmen [169].

5.2.13 Tetrahydroxybostricin

Tetrahydroxybostricin ist ein modifiziertes Bostricin, das urspringlich aus dem
endophytischen Mangrovenpilz Nigrospora sp. isoliert wird und eine moderate
antikanzerogene sowie antimikrobielle Aktivitat hat [170].

Bostricin mit seiner Tetrahydroanthrachinon-Struktur ist ein vielversprechender
Kopplungswirkstoff fir die Oberflachenmodifikation auf der Matrix mit mdglichen
Anwendungen bei der Proteinimmobilisierung sowie Biomaterial-zentrierten Infektionen
[171].

Tetrahydroxybostricin aus dem marinem Pilz Aspergillus sp. Stamm 05F16 besitzt eine
schwache antibakterielle Aktivitdt gegen Staphylococcus aureus und E. coli [172].

Weiterhin werden Bostricin-Derivate als potentielle Inhibitoren der Mycobacterium
tuberculosis Protein-Tyrosin-Phosphatase (MptpB) diskutiert. Als Virulenzfaktor, der in seine
Wirtszellen sezerniert wird, vermittelt MptpB das intrazellulare Uberleben von Mycobacterium
tuberculosis. Demzufolge ist MptpB als Ziel fur die Entwicklung neuer Medikamente gegen
Tuberkulose anzusehen. Einige Bostricin-Derivate weisen als nicht-kompetitiver Inhibitor der
MptpB eine hemmende Aktivitdt auf und haben dadurch Potential als neuer Wirkstoff gegen
Tuberkulose [173].

Im Modell der Hefe Saccharomyces cerevisiae induzierte Bostricin in Versuchen eine
mitochondriale Apoptose, indem es den Zellzyklus in der G1-Phase blockierte, schlieBlich
zeit- und dosisabhéngig zum Zelltod fuhrte und somit die Zellproliferation stoppte. Ursache
dafur ist die Senkung des elektrischen Potentials der mitochondrialen Membran durch
Bostricin, was eine mitochondriale Zerstérung und in Folge dessen eine Apoptose verursacht
[174].

Auf diese Weise ist Bostricin eine neuartige Verbindung, die die Proliferation vieler
Tumorzellen hemmt. Sie inhibiert die Proliferation von menschlichen A549-
Bronchialkarzinomzellen durch einen Stillstand des Zellzyklus in der GO/G1-Phase. Eine
Studie zeigte, dass mdglicherweise die Hochregulation von microRNA-638 und
microRNA-923 sowie die Herunterregulation der PI3K/Akt-Signalweg-Proteine eine Rolle bei
der Induktion von Zellzyklusarrest und Apoptose in Bostricin-behandelten Zellen spielen
[175].

5.3 Beurteilung der inhibitorischen Potenz der Wirkstoffe auf T. gondii

Die inhibitorische Potenz der in dieser Arbeit getesteten Wirkstoffe lasst sich anhand des
Vergleichs der ECso-Werte mit denen der klinisch bereits etablierten antibiotischen Wirkstoffe
beurteilen. Dazu wurden Cotrimoxazol und Clindamycin herangezogen. In den Toxoplasmen-
Proliferationstests weisen Cotrimoxazol und Clindamycin einen ECso-Wert von kleiner 1 uM
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auf. Als eine gute inhibitorische Aktivitdt besitzend werden nun diejenigen Substanzen
definiert, deren ECso-Werte kleiner gleich 10 uM sind. Demzufolge kénnen diese Wirkstoffe
als potentiell wirksame Kandidaten fur die Inhibition von T. gondii betrachtet werden.

Im Hinblick auf die gleichzeitige Hemmung beider T. gondii Stdmme, also sowohl von Stamm
ME49 als auch von Stamm BK, lassen sich drei der neu getesteten Wirkstoffe mit guter
inhibitorischer Potenz von kleiner gleich 10 uM identifizieren. Namentlich gehéren dazu 3-O-
Methylgallic acid butyl ester, BrPhenethylamide und Hexylamide.

Eine gute inhibitorische Aktivitdt gegen den T. gondii Stamm ME49 besitzen weiterhin noch
(+) Avarol, Alternariol, Neobavaisoflavone und Piperin. Betrachtet man die Potenz der
Wirkstoffe gegen den T. gondii Stamm BK, so lasst sich noch die Wirkung von Berberin
hemisulfat als erfolgversprechend beurteilen.

Demzufolge konnten in dieser Arbeit von den 13 auserwéhlten Wirkstoffen insgesamt acht
identifiziert werden, deren inhibitorische Potenz neben der bereits etablierter Antibiotika
sogar als gut bezeichnet werden kann und die somit vielversprechende Kandidaten in der
Entwicklung neuer Substanzen zur Behandlung von T. gondii und der damit verbundenen
Toxoplasmose darstellen.

5.4 Ausblick auf weiterflihrende Untersuchungen der Wirkstoffe

In Folgeprojekten muss nun untersucht werden, welcher Wirkmechanismus der Inhibition der
Wirkstoffe auf T. gondii zugrunde liegt. Daflir stehen verschiedene Anséatze zur Verfligung.
Zum einen lasst sich das Target der Wirkstoffe biochemisch ermitteln. Zum anderen ist die
Zuchtung resistenter T. gondii Stdmme denkbar, welche anschlieBend sequenziert werden
mussen, um auf diese Weise die Mutation und somit das Target zu finden. Eine Alternative
hierzu bietet der Einsatz der Wirkstoffe bei der Inhibition von Bakterien. Da sich resistente T.
gondii Parasiten nur schwer zichten lassen, kann es hilfreich sein, mithilfe der Wirkstoffe das
Target zunachst in Bakterien zu finden und dann in T. gondii nach Orthologen zu suchen.
Diese Gene kénnten dann mittels CRISPR/Cas Mutagenese als Targets verifiziert werden.

In dem Zusammenhang kann im Hinblick auf die stets weiter fortschreitenden
Antibiotikaresistenzen die Wirkung der neu entdeckten Wirkstoffe auf andere Erreger, wie
z.B. Bakterien oder andere Erreger der Gattung Apicomplexa, getestet werden.

Des Weiteren besteht das Problem, dass bis zum jetzigen Zeitpunkt in der Behandlung der
Toxoplasmose nur Substanzen bekannt sind, die parasitostatisch wirken, d.h. durch ihre
hemmende Wirkung Tachyzoiten, die schnell replizierende Form von T. gondii, zu
Bradyzoiten, der Zysten-bildenden Form, konvertieren. Wirkstoffe, welche jedoch parasitozid
sind und somit auch Bradyzoiten abtéten kdnnen, sind dagegen bisher noch nicht bekannt.
Um nun herauszufinden, wie die in dieser Arbeit neu entdeckten Wirkstoffe auf T. gondii
wirken, muss zuklnftig ein Assay entwickelt werden, mit welchem sich eine Abtétung der
Bradyzoiten detektieren I&sst.

Die Wirkstoffe wurden bisher ausschlieBlich in vitro in der Zellkultur angewendet. In weiteren
Schritten muss daher die Hemmung von T. gondii durch die Wirkstoffe auch in vivo mithilfe
von Tierversuchen getestet werden, um zu beurteilen, ob eine experimentelle Infektion
ebenfalls durch die Wirkstoffe inhibiert werden kann.

Weiterhin muss im Tierversuch die Biotoxizitat geprift werden, da Aussagen zur Zytotoxizitat
auf die Zellen bisher nur visuell im Mikroskop gemacht werden konnten.
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Dartber hinaus soll nach erfolgreicher in vivo Anwendung weiterhin untersucht werden, wie
sich die Wirkstoffe hinsichtlich ihrer Potenz besser modifizieren lassen. Eine solche
Modifikation spielt auch im Hinblick auf die Minimierung mdéglicher Nebenwirkungen eine
wesentliche Rolle.

Eine weitere Voraussetzung flur den klinischen Einsatz der Wirkstoffe ist die Méglichkeit der
biotechnologischen Herstellung dieser im groBen MaBstab. Dazu muss die chemische
Synthese der Wirkstoffe, die in ihrem Ursprung alle Produkte der Natur sind, erfolgreich
funktionieren.

Fur all diese weiterflihrenden Untersuchungen und Uberlegungen im Hinblick auf neue
Wirkstoffe fur die Inhibition von T. gondii stellt diese Arbeit nun die Grundlage dar.
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