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1. Einleitung:   

 
 

1.1. Echinokokkose:
 

Die Echinokokkose ist eine Krankheit, die durch Bandwürmer

Familie der Taenidiae gehören, verursacht wird. Vier Spezies der Echinokokken 

verursachen beim Menschen Infektionen. Am häufigsten sind 

(Hundebandwurm) und E. 

anderen Spezies, E. vogeli 

Infektionen (polyzystische Echinokokkose). Da bei dem Menschen in 

Zentraleuropa hauptsächlich die durch 

Echinokokkose vorkommt, beziehen sich die folg

E. multilocularis. Die Inkubationszeit der alveolären Echinokokkose beträgt 10

Jahre (Ammann and Eckert,

90% (Ammann and Eckert, 1996)

 

1.2. Lebenszyklus, Diagnostik, Epidemiolo

Risikofaktoren:
 

 Abbildung 1: Lebenszyklus des 
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Lebenszyklus, Diagnostik, Epidemiologie und 

Risikofaktoren: 

Lebenszyklus des Echinococcus multilocularis. (Quelle: 

www.animedica.de) 

(Cestoda), die zur 

Familie der Taenidiae gehören, verursacht wird. Vier Spezies der Echinokokken 
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(Kleiner Fuchsbandwurm). Die beiden 

, verursachen beim Menschen selten 
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verursachte alveoläre 
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Das Larvenstadium beim Fuchsbandwurm nennt man Metazestode. Sie entwickelt 

sich im menschlichen Körper langsam. Sie wächst infiltrativ und invasiv 

vergleichbar mit einem „malignen Tumor“. Die Leber ist das primäre Zielorgan und 

das parasitische Larvengewebe findet sich überwiegend im rechten, größeren 

Leberlappen (Kern, 1994). Diese Metazestoden können metastasenartig auch 

andere Organe, wie z.B. Lunge, Pankreas, Knochen oder ZNS (Kern et al., 

2000a), befallen. Nur bei einem Teil der Erkrankten macht sich die Krankheit 

durch unspezifische Symptome wie Oberbauchschmerzen, Ikterus und andere 

seltene Erscheinungen, z.B. Fieber, Schüttelfrost und Anämie, bemerkbar (Kern et 

al., 2000a), (Kern, 2010). Die meisten Patienten haben über viele Jahre keine 

Symptome.  

 

Bei bestehendem Verdacht auf eine Infektion mit E. multilocularis ist die 

Sonografie durch einen erfahrenen Untersucher das diagnostische Mittel der Wahl 

(Kern et al. 2000a). An zweiter Stelle kann das CT eingesetzt werden, um weitere 

Informationen zu bekommen und eventuell mehrere Läsionen nachzuweisen. An 

dritter Stelle steht die Kernspintomographie, wie z.B. bei unsicheren Fällen (Kern 

et al., 2000a), (Reuter et al., 2000). Ein weiteres diagnostisches Mittel ist der 

serologische Nachweis. Mittels Enzyme-linked immuno sorbent assay (Elisa) 

können in 95% der Fälle Antikörper gefunden werden (Gottstein et al., 1993). In 

Zweifellsfällen muss der Erregernachweis durch die feingewebliche Untersuchung 

sowie molekulare Diagnostik gesichert werden (Kern et al., 1995), (Kern et al., 

2000a).   

 

In Europa ist der Rotfuchs der wichtigste Endwirt für E. multilocularis. Der 

Fuchsbandwurm ist in den gemäßigten bis kalten Zonen verbreitet (Veit et al., 

1995), (Kern et al., 2004). Durch das von Prof. Kern geleitete Register von 1998 

über E. multilocularis zeigte sich ein endemisches Vorkommen in Frankreich und 

Deutschland gefolgt von der Schweiz und Österreich (Kern et al., 2003). Es 

wurden insgesamt 132 Fälle mit alveolärer Echinokokkose in Deutschland bis 

Dezember 2000 dokumentiert. Allein in den 5 Jahren von 1996-2000 wurden 48 

Infizierte mit E. multilocularis in Deutschland registriert im Vergleich zu 26 Fällen in 

den Jahren 1991-1995. Dies zeigte die Gefährlichkeit des möglichen 

Fortschreitens der Erkrankung und der ansteigenden Infektionsrate an.  
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Die Prävalenz der alveolären Echinokokkose in Europa wird mit 0,5 bis 6,6 Fällen 

pro 100.000 Einwohnern angenommen (Eckert and Deplazes, 1999).  

Bei Infektion mit Echinococcus sp. bzw. bei direktem oder indirektem 

Erregernachweis ist nach §7 Abs. 3 IfSG eine nichtnamentliche Meldung direkt an 

das Robert Koch-Institut zu leisten. Es wurden 30 neue Fälle im Jahr 2011 

gemeldet. 17 Fälle waren aus Bayern und Baden-Württemberg. 

 

Die wichtigste Form der Prophylaxe besteht in verbesserten Hygienemaßnahmen, 

besonders in der Landwirtschaft, da Landwirte am höchsten von den Infektionen 

betroffen sind (Kern et al., 2004). Zur Reduktion der Infektion wurde die 

regelmäßige Entwurmung von Haustieren (Hunde und Katzen) in bestimmten (z.B. 

3- monatlichen) Intervallen mit Praziquantel (PZQ) empfohlen (Kern et al., 2004). 

 

1.3. Therapie: 

 

Da sich die alveoläre Echinokokkose als ein tumorartiges Gewebe hauptsächlich 

in der Leber verbreitet, wurde eine Einteilung analog der TNM-Klassifikation 

(Tumor-Nodes-Metastases) für die alveoläre Echinokokkose erstellt. Es wurde die 

PNM-Klassifikation (P=Parasitenmasse, N=Infiltration oder Beteiligung von 

Nachbarorganen, M=Metastasen) entwickelt. Eine retrospektive Studie verifizierte 

die klinische Relevanz dieser Einteilung. Diese PNM-Klassifikation gilt als eine 

wichtige Einteilung bei der Diagnostik und Therapie der alveolären Echinokokkose 

(Kern et al., 2006), (Brunetti et al., 2010). 

 

Das primäre Ziel der Therapie von Patienten im operablen Krankheitsstadium ist 

die komplette chirurgische Resektion (R0) der parasitären Läsionen (Anon, 1996), 

(Brunetti et al., 2010). Wichtig ist die en-bloc-Entfernung der Parasitengeschwulst. 

Das Verfahren (Segmentresektion, Hepatolobektomie oder Hemihepatektomie) ist 

durch die bildgebende Diagnostik zu planen. Um die Erkrankung kurativ zu 

behandeln, sollte man analog zur Tumorchirurgie Sicherheitsabstände 

berücksichtigen (Kern et al., 2000b). Da Lymphknoten makroskopisch unauffällig 

aussehen, aber mikroskopisch befallen sein können, sollte man diese mit 

entfernen (Buttenschoen et al., 2009). Die operative Entfernung der 

Parasitengeschwulst ist mindestens durch eine zeitlich begrenzte Chemotherapie 
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mit Benzimidazolen von zwei Jahren zu unterstützen. Die Langzeitchemotherapie 

ist bei Inoperabilität oder nach unvollständiger Resektion und in seltenen Fällen 

nach Lebertransplantation indiziert (Kern et al., 2000b), (Anon, 1996), (Brunetti et 

al., 2010). 

 

Zwei Chemotherapeutika sind für die Therapie von E. multilocularis empfohlen: 

Mebendazol (MBZ, Vermox forte®) und Albendazol (ABZ, Eskazole®). Diese 

Medikamente werden oral verabreicht. Mebendazol wurde 1977 erstmals zur 

Therapie der alveolären Echinkokkose eingesetzt. Die Dosierung liegt heute bei 

dreimal täglich 40-50mg/kg Körpergewicht (Schantz et al., 1982), (Kern, 1983). 

ABZ und MBZ zeigten etwa die gleiche Wirksamkeit, allerdings hat ABZ Vorteile  

(Reuter et al., 2000). Bis 1992 berichteten wenige vergleichende Studien von 

stärkerer Progression der E. multilocularis unter MBZ-Therapie im Vergleich zu 

ABZ-Therapie (Wilson et al., 1992), (Reuter et al., 1998). 

 

1.3.1. Medikamentöse Therapie: 

 

Während MBZ seit 1977 zur Therapie der Infektion mit E. multilocularis verwendet 

wird, ist ABZ erst seit 1992 verfügbar. Nebenwirkungen von Benzimidazolen wie 

Hepatotoxizität, Cholestase, Alopezie, Zytopenie und gastrointestinale Symptome 

können ein Grund zum Abbruch der Behandlung sein (Ammann and Eckert, 

1996), (Reuter et al., 1998). Eine erhöhte Prävalenzrate von alveolärer wie auch 

zystischer Echinokokkose wurde in Nordwestchina gefunden (Li et al., 2010). In 

einem Militärkrankenhaus waren zwischen 1992 und 2006 1312 Patienten mit 

Echinokokken infiziert (davon 268 mit E. multilocularis postoperativ gesichert). 

Dies zeigt die Wichtigkeit der Suche nach weiteren Therapiemöglichkeiten (Kern, 

2010), da alle bisherigen Therapieoptionen keine ausreichende Wirkung zeigen 

und die Patienten unter Nebenwirkungen leiden. 
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1.4. Das in vitro Kultursystem der Larven von E. 

multilocularis: 
 

Um eine Untersuchung der Interaktion von E. multilocularis mit dem Wirt zu 

ermöglichen, war lange Zeit die Anzüchtung von E. multilocularis im Zwischenwirt, 

z.B. Wüstenrennmaus (Meriones unguiculatus), üblich (Hemphill et al., 2002). 

Dazu wurde Metazestodengewebe intraperitoneal oder intrahepatisch injiziert. 

Dieses Prinzip wurde z.B. genutzt, um verschiedene Medikamente im Experiment 

zu untersuchen. Diese in vivo Untersuchungen waren allerdings sehr aufwändig 

und ihre Aussagen limitiert. Aus diesen Gründen wurde die Entwicklung eines in 

vitro Kulturmodells vorangetrieben. Jentoft und Rausch (Rausch and Jentoft, 

1957) konnten ein Wachsum von Metazestodengewebe unter Verwendung von 

u. a. humaner Aszitesflüssigkeit, malignen humanen Epithelzellen  und humanem 

Plasma nachweisen und damit die Machbarkeit eines solchen in vitro 

Kultursystems beweisen. Nach über 30 Jahren wurden daraufhin drei Ansätze 

weiterentwickelt und getestet:  

 

Im ersten Ansatz von Hemphill et al. (Hemphill and Gottstein, 1995) wurden 

Metazestodenblöcke und Vesikel-Suspensionen in Anwesenheit von CACO2-

(Human Cancer Colon Cells) als Feeder-Zellen kultiviert. Vesikel sind 

bläschenartige Strukturen, welche sich auf der Oberfläche der 

Metazestodengewebeblöcke bilden und sich nach einigen Wochen abschnüren. 

Feeder-Zellen wurden zur Bereitstellung von Wachstumsfaktoren für Entwicklung 

der Vesikel und damit als Fütterzellen eingesetzt. Das Metazestodengewebe 

wurde infizierten Mäusen entnommen, steril gewaschen und auf verschiedenen 

Flaschen verteilt, die bereits vorkultivierte CACO2-Zellen enthielten. Es erfolgte 

ein regelmäßiger Mediumwechsel und morphologische Beobachtung der Vesikel 

und Metazestoden mit einem Lichtmikroskop und einem Elektronenmikroskop. 

Zusätzlich wurde die Konzentration von Echinococcus multilocularis spezifischer 

alkalischer Phosphatase (EmAP) in Vesikelflüssigkeit, Metazestodenextraktionen 

und Mediumüberstände bestimmt. In Anwesenheit von Feeder-Zellen zeigte sich 

eine Beschleunigung des Wachstums um das dreifache (von 20 auf 60 Vesikel) 

nach etwa 35 Tagen. Das Wachstum wurde über mehrere Wochen beobachtet, 

wobei es nach ungefähr 90 Tagen zu einem Absterben der Vesikel kam. Beim 
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morphologischen Vergleich der im in vitro Kultursystem entstandenen Vesikel mit 

jenen aus Tiermodell konnten keine Unterschiede festgestellt werden. 

Die Vesikel bestehen aus einer äußeren azellulären Lamellarschicht, welche aus 

einer Glycocalyx besteht und einer inneren Keimschicht. Die innere Keimschicht 

besteht aus verschiedenen Zellarten wie Muskelzellen, Bindegewebszellen und 

Glykogenspeichern. Die äußere Lamellarschicht spielt eine wichtige Rolle bei der 

Aufnahme von Nährstoffen und bei der Abgabe von Abfallstoffen. Die Keimschicht 

ist ein wichtiger Ansatzpunkt bei der Bekämpfung der Parasiten und der Suche 

neuer Therapieoptionen. Diese Vesikel zeigten in Anwesenheit von Feeder-zellen 

eine Entwicklung von Brutkapseln (Konglomerate von Protoskolizes), die sich wie 

in der Maus aus der Keimschicht bildeten. In Abwesenheit von Feeder-Zellen sind 

Vesikel schon ab dem ersten Tag geschädigt und nach etwa 20 Tagen 

abgestorben.  

Der zweite Ansatz beschrieb die Kultivierung des Metazestodengewebes in 

Anwesenheit von Leberzellen als Feeder-Zellen (Jura et al., 1996). Dieses 

Metazestodengewebe wurde in Anwesenheit von humanen oder murinen 

Leberzellen angezüchtet, die zusammen mit dem Metazestodengewebe in 

Kollagen eingebettet wurden. Es zeigte sich eine Vermehrung von Vesikeln auf 

das 12-fache innerhalb von 21 Tagen. Damit bietet diese bessere Vorteile im 

Vergleich zu den bisher erwähnten Methoden.  Das gewachsene 

Parasitengewebe sowie die Vesikel waren identisch mit denen der infizierten 

Tiere. Protoskolizes entstanden nur in Anwesenheit von murinen Leberzellen. 

Dieses Modell spielt bei den Untersuchungen von verschiedenen Medikamenten 

in vitro eine unverzichtbare Rolle.  

In einem dritten Ansatz (Spiliotis et al., 2004) wurden Vesikel unter reduzierten 

axenischen Bedingungen untersucht. Axenische Bedingungen bedeuten, dass die 

Kultivierung in Abwesenheit von Wirtszellen erfolgt. Dazu wurden reduzierende 

anaerobe Bedingungen durch Zugabe von reduzierenden Agenzien (L-Cystein, 

Bathocuproin-disulfonsäure und βMercaptoethanol) und Ersatz der Gasphase des 

Kulturgefäßes durch Stickstoff geschaffen, was für das Langzeitüberleben 

entscheidend war. Langzeitüberleben und Wachstum als auch Differenzierung der 

Metazestodenvesikel im reduzierten axenischen Medium konnten jedoch nur 

erreicht werden, wenn konditioniertes Medium verwendet wurde, welches vorher 
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zur Kultivierung von Wirtszellen verwendet worden war. Rattenhepatozyten-

Medium erwies sich als das beste unter den verschiedenen verwendeten 

konditionierten Medien. Damit beschreibt dies ein Langzeitüberleben im 

Kultursystem ohne Co-Kultiverung mit Feeder-Zellen und bei Vorhandensein von 

reduzierenden anaeroben Bedingungen. 

 

1.5. Einfluss einzelner Wirkstoffe auf das Wachstum der E. 

multilocularis-Larve: 

 

Neben ABZ und MBZ (Eckert and Pohlenz, 1976) (Schantz et al., 1982) (Kern, 

1983) (Jura et al., 1998) gibt es einige Substanzen, die in vitro und in vivo eine 

gute Wirkung auf E. multilocularis zeigten. Der Einfluss der untersuchten 

Substanzen auf E. multilocularis-Larven wurde mittels biochemischer, 

lichtmikroskpoischer,  elektronenmikroskopischer und bildgebender Verfahren 

beurteilt. 

ABZ hat eine unzureichende Lipophilie und damit auch nur geringe Penetration in 

das Gewebe. Es zeigt keinen parasitoziden Effekt auf Metazestoden in vitro 

(Lacey, 1990). Auch Mebendazol wirkt lediglich parasitostisch. Es konnte im 

Verlauf beobachtet werden, dass es beim Absetzen einer Behandlung mit 

Benzimidazolen zu einer Progression der E. multilocularis Infektion kam (Ammann 

et al., 1990). In bis 97% der Fälle kann eine Reduktion des Metazestoden unter 

Therapie mit Benzimidazolen erreicht werden (Reuter et al., 2000). Eine 

vollständige Remission kann jedoch nicht erreicht werden. 

In vitro zeigte sich eine gute Wirkung von Amphotericin B auf 

Metazestodengewebe (Reuter et al., 2003). Auch im Heilversuch beim Menschen 

ließ Amphotericin B eine gute Wirkung auf das Parasitenwachstum vermuten 

(Reuter et al., 2003).   

Nitazoxanid (NTX) konnte eine Wirksamkeit in vitro gegen E. multilocularis 

nachweisen (Stettler et al., 2003), (Reuter et al., 2006). Metazestodegewebe 

wurde mit NTX, ein Breitspektrum-Antibiotikum aus der Klasse der Thiazolide, 

behandelt (Stettler et al., 2003). Es wurden biochemische, lichtmikroskopische und 
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elektronenmikroskopische Verfahren zur Bewertung des Einflusses der benutzten 

Substanzen verwendet. NTX zeigte im Vergleich zu äquivalenten Konzentrationen 

von ABZ einen früheren Wirkungseintritt. Außerdem war NTX in vitro parasitozid 

im Vergleich zu ABZ (Reuter et al., 2006). Tizoxanid und Tizoxanid-glucose, 

Metabolite von NTX, wurden in vitro gegen E. multilocularis untersucht (Stettler et 

al., 2003). Der Effekt der Metabolite war im Wesentlichen identisch zum Effekt von 

NTX. ABZSO und Albendazol Sulfon (ABZSN), Metabolite von ABZ, entfalteten 

gegen Metazestoden in vitro den gleichen Effekt (Ingold et al., 1999). Weil ABZ 

und MBZ parasitostatisch sind und nicht in jedem Fall effektiv gegen E. 

multilocularis wirken, wurde durch Modifikation von Metaboliten von ABZ versucht, 

eine bessere Alternative zu finden. Es wurde in der vorliegenden Arbeit durch die 

Hemmung des Abbaus von ABZ und seiner Metaboliten bei der Kombination mit 

anderen Substanzen versucht, einen besseren und längeren schädigenden Effekt 

von ABZ auf Vesikel von E. multilcoularis zu erreichen. Die Hemmung des Abbaus 

erfolgte u. a. durch Hemmung von Metabolismusenzyme (CYP-Enzyme). 

Durch die von Stettler et al. 2001 entwickelte biochemische Messung der EmAP 

Aktivität konnte der Effekt der untersuchten Substanzen objektiviert werden. Diese 

biochemische Messung von EmAP erfolgt mittels ELISA. Die EmAP ist ein 

wichtiger Bestandteil der Metazestodenmembran. Durch Kontakt des ELISA 

Reagenz mit freier EmAP kommt es zu einer Farbreaktion, die optisch gemessen 

werden kann.  

Man konnte eine erhöhte Aktivität von E. multilocularis spezifischer alkalischer 

Phosphatase der Mediumüberstände beobachten, wenn eine verstärkte 

Schädigung von Metazestodengewebe eingetreten war. Die Werte der 

beobachteten alkalischen Phosphatase der mit Albendazol Sulfoxid (ABZSO) 

behandelten Metazestoden stiegen langsamer an als die der mit NTX behandelten 

Metazestoden, was eine langsamere Schädigung der Metazestoden mit ABZSO 

als mit NTX andeutet.  

Weiterhin erkannte man eine Zerstörung der Laminarschicht im Falle von 

Nitazoxanid als auch die fortschreitende Ablösung von der Keimschicht. Diese 

wurde mittels Lichtmikroskopie und Elektronenmikroskopie verifiziert. Stettler et al. 

2003 applizierten Metazestodengewebe in Mäuse, welche in vitro für 14 Tage mit 

NTX behandelt wurden. Die Mäuse zeigten kein erneutes Wachstum an 
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Metazestodengewebe, was auf den parasitoziden Effekt von NTX in vitro 

zurückzuführen ist.  

Methiazole, ein Benzimidazolderivat, wurde zur Behandlung von E-multilcularis-

Vesikel in vitro untersucht. Ein kompletter Zerfall der Vesikel wurde nach 18 bis 21 

Tagen, je nach benutzter Konzentration, beobachtet. Dennoch ließ sich ein 

erneutes Wachstum von Vesikeln nach Abbruch der Behandlung nachweisen 

(Reuter et al., 2006).  

Itraconazole ist ein systemisch wirkendes Antimykotikum und wird bei 

Pilzerkrankungen u.a. Aspergillose und Candidose eigngesetzt. Die 

Verstoffwechslung erfolgt über Cytochrom CYP3A4. Ebenfalls hat es sich in vitro 

als wirksam gegen E-multilocularis-Vesikel erwiesen (Reuter et al., 2006).  

 

Die Kernspintomographie eröffnet einen neuen interessanten Ansatz bei der 

Beobachtung des Wachstums von Metazestoden in vivo. Die Metazestoden 

wurden zu Beginn der Versuchsreihe mit Zytostatika (Vincristin, Navelbine und 

Methotrexat) in vitro behandelt. Anschließend wurde das Gewebe Mäusen 

appliziert. Unter Kernspintomographie-Kontrolle wurde schließlich das 

Metazestodenwachstum untersucht. Bei Metazestodengewebe, das mit Vincristin 

und Navelbine in vitro vorbehandelt worden war, konnte kernspintomographisch 

keine Hemmung des Metazestodenwachstums beobachtet werden. Bei dem 

Metazestodengewebe, das mit Methotrexat in vitro behandelt worden war, zeigte 

sich eventuell sogar eine Beschleunigung des Parasitenwachstums  (Hübner et al., 

2010). 

 

1.6. Kombinierter Einfluss von Wirkstoffen auf E. 

multilocularis: 

 

Es gibt einige Kombinationen von Substanzen, die eine synergistische Wirkung 

gegen Larven und /oder Vesikel von E. multilocularis zeigten.  

Taylor et al. testeten sowohl PZQ als auch ABZ in vivo gegen E. multilocularis 

(Taylor et al., 1988). Dabei wurde die Gewichtsänderung der Parasitengewebe der 

infizierten Mäuse beurteilt. PZQ zeigte erst in sehr hoher Dosierung (500mg/kg) 
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einen signifikanten Gewichtsverlust gegenüber den unbehandelten Mäusen. 

Jedoch war die Gewichtsänderung der Parasitengewebe bei ABZ schon in viel 

niedrigerer Dosierung (10-50mg/kg) signifikanter als bei PZQ. Eine Kombination 

beider Substanzen gleicher Konzentration (50mg/kg ABZ+500mg/kg PZQ) war 

nicht effektiver als die Wirkung der Einzelsubstanzen. 

In Mausversuch wurde die Kombination von NTX und ABZ untersucht (Stettler et 

al., 2004). Es wurden dabei die Spiegel, als Messparameter, der Metaboliten von 

NTX und ABZ bestimmt. Metabolite sind Zwischenprodukte, welche in einem 

enzmyatischen, biochemischen Stoffwechselvorgang entstehen. In diesem 

Versuch wurden drei Messreihen durchgeführt. Die ersten zwei waren für Mäuse, 

die mit Metazestodengewebe infiziert waren, und die nachfolgende Behandlung 

mit ABZ, NTX und ABZ in Kombination mit NTX zu unterschiedlichen Zeitpunkten. 

Im ersten Experiment fing die Behandlung direkt nach der Infektion an. Im zweiten 

Experiment erst zwei Monate nach der Infektion. Im dritten Experiment wurde NTX 

als Monosubstanz 2 Monate nach der Infektion an Mäusen getestet. Die 

Erfassung der Auswirkungen erfolgte per Licht- und Elektronenmikroskop. Die 

Spiegel der verschiedenen Metaboliten ABZSO (Metabolit von ABZ), Tizoxanid 

und Tizaxonid-Glucose (Metabolite von NTX) wurden bestimmt. Die stärkste 

Wirkung wurde auf Metazestoden der Mäuse, die 2 Monate nach der Infektion mit 

ABZ und NTX in Kombination behandelt wurden, erzielt. Eine direkte Behandlung 

nach der Infektion zeigte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur 

Negativkontrolle. Stettler et al. führten die verstärkte Schädigung auf 

Metazestoden in vivo wahrscheinlich auf den Metabolimus beider Substanzen 

(ABZ und NTX) über gleiche Enzyme oder Enzymkomplexe zurück. NTX hat 

vermutlich eine stärkere Affinität und wird stärker zu den Zwischenprodukten 

Tizoxanid und Tizaxonid-Glucose metabolisiert. Gleichzeitig bleibt die 

Konzentration der anderen Substanz (ABZ) bzw. ihrer Metaboliten (ABZSO) 

länger erhöht. Die Erhöhung des Metaboliten ABZSO lag bei etwa um das 

vierfache der Monotherapie. Diese Interaktion von ABZ und NTX um das gleiche 

Enzym verstärkte die schädigende Wirkung von ABZ auf das 

Metazestodengewebe. Bei der Kombination dieser zwei Substanzen in vitro  

zeigte sich sogar ein parasitozider Effekt. Dieser Effekt bestätigte sich bei der 

nachfolgenden Injektion des behandelten Gewebes intraperitoneal in Mäuse. 

Dabei fand man kein Wachstum von Metazestodengewebe (Reuter et al., 2006). 
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Eine antagonistische Wirkung von Substanzkombinationen gegen E. 

multilocularis-Vesikel wurde ebenfalls beobachtet. So zeigte die gleichzeitige 

Gabe von ABZ und Amphotericin B eine antagonistische Wirkung, eine 

sequenzielle Gabe jedoch eine synergistische Wirkung (Reuter et al., 2010).  

 

1.7. Tabellarische Zusammenfassung: Effekte getesteter 

Substanzen auf E. multilocularis in vitro/vivo: 

 

Tabelle 1: Effekte getesteter Substanzen auf Echinococcus multilocularis: 

Substanz 
Effekt auf E. multilocularis-

Larven 
Quelle 

Vincristin und 

Navelbine 

Metazestodenwachstum nach 

Reinfektion des in vitro 

behandelten Gewebes 

Hübner et al. 2010 

Methotrexat 

Eventuell beschleunigtes 

Wachstum nach Reeinfektion des 

in vitro behandelten Gewebes 

Hübner et al. 2010 

Amphotericin B 

plus Albendazol 

Nach gleichzeitiger Gabe 

antagonistische Wirkung, nach 

sequenzieller Gabe  synergistische 

Wirkung 

Reuter et al. 2010 

Ivermectin Kein schädigender Effekt Reuter et al. 2006 

Methimazole Schädigender Effekt Reuter et al. 2006 

Itraconazole Schädigender Effekt Reuter et al. 2006 

Artemether Kein schädigender Effekt Reuter et al. 2006 

Caspofungin Kein schädigender Effekt Reuter et al. 2006 

Miltefosine Kein schädigender Effekt Reuter et al. 2006 

Nitazoxanid plus 

Albendazol 

Parasitozider Effekt, Kein 

Metazesotdenwachstum nach 

Reinfektion des in vitro 

behandelten Gewebes 

Reuter et al. 2006 

Amphotericin B Schädigender Effekt Reuter et al. 2003 

Nitazoxanid Schädigender Effekt Stettler et al. 2003 
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1.8. Kurzcharekteristika der verwendeten 

Anthelminthika: 

 

ABZ, ein Benzimidazol, wurde bei SmithKline Animal Health Laboratories 1972 

entwickelt und wird weltweit als Anthelminthikum genutzt. Es hemmt durch 

spezifische Bindung an β-Tubulin die Polymerasiation von Mikrotubuli. Galtier et. 

al 1986 und Souhaili-El Amri 1987 beschrieben, dass ABZ in Leberzellen von 

Schafen durch das Enzym Flavinmonooxidase und Cytochrom-P450-Enzym 

(CYP) sulfoxidiert wird. Nach dieser Sulfoxidation folgt eine irreversible 

Sulfonierung mit der Bildung des inaktiven Zwischenproduktes Albendazol Sulfon 

(ABZSN) (Galtier et al., 1991). Dieser Sulfonierungsschritt erfolgt durch CYP1A1/2 

(Souhaili-El Amri et al., 1988), (Delatour et al., 1991), (Asteinza et al., 2000). 2000 

wurde CYP3A4 als das Hauptenzym zur Bildung vom aktiven Metabolit ABZSO 

durch Sulfoxidation bei Menschen beschrieben (Rawden et al., 2000).  

Die anthelmintische Aktivität von PZQ wurde erstmals 1972 gemeinsam bei Merk 

AG und Bayer AG nachgewiesen. PZQ hat eine sehr starke Wirkung auf alle 

Schistosomenspezies (Klasse der Trematoden zugeordnet) und verschiedensten 

Cestoden. Die anthelminthische Wirkung beruht auf einer Schädigung des 

Teguments. In vitro können bereits bei sehr geringen Konzentrationen fokale 

Vakuolisierung und damit Desintegration bestimmter Stellen des Teguments 

beobachtet werden (Becker et al., 1980a) (Becker et al., 1980b). Das 

Anthelminthikum PZQ wird ebenfalls zum größten Teil über CYP3A4-Enzym zum 

inaktiven Metabolit verstoffwechselt.   

Ivermectin (IVM) wurde von Merck 1975 entwickelt und primär in der 

Veterinärmedizin gegen Parasiten eingesetzt. IVM hat seine antiparasitäre 

Wirkung durch die hohe Affinität zu Glutamat gesteuerten Chloridkanäle (Duce 

and Scott, 1985), (Cully et al., 1994), (Arena et al., 1995), (Cheeseman et al., 

2001). Die erste Anwendung von IVM in der Humanmedizin war 1987 gegen 

Onchozerkiasis. Später wurde die Anwendung auch auf Metazestoden von 

E. granulosus bei Schafen ausgeweitet (Hokelek et al., 2002). IVM ist eine 

Substanz, die über CYP3A4-Ezym bei Menschen metabolisiert wird.  
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Ritonavir (RTV) ist kein Anthelminthikum und wurde von Abbott Firma 1992 

entwickelt. RTV wird zur Therapie der HIV Infektion eingesetzt. Es ist einer der 

wichtigsten CYP-Inhibitoren, was der Grund für die Untersuchung in Kombination 

mit anderen Substanzen war. Die hauptsächliche Hemmung wird auf CYP3A4 und 

CYP2D6 ausgeübt. Eine klinische Beobachtung stammt von Zingg (2004), der bei 

einem Patienten mit HIV und E. multilocularis infiziert war, RTV und ABZ 

zusammen verabreichte. Er beobachtete ein langsameres Fortschreiten der 

Echinokokkose. Viele Berichte bei Immunsupprimierten Patienten beschrieben ein 

schnelleres Fortschreiten des E. multilocularis (Grüner, unveröffentlicht).  

 

1.8.1. Metabolismus: 
 

Medikamente werden über verschiedene Wege in ihre Zwischenprodukte 

verstoffwechselt und aus dem Körper ausgeschieden. Dabei spielen CYP-Enzyme 

sowie ABC-Transporter (ATP Binding cassette) die Hauptrolle. Hinzu kommt, dass 

eine Überlappung zwischen Substraten von P-Glykoproteine (P-gp)  und CYP-

Enzyme (3A4) festzustellen ist (Wacher et al., 1995). 

 

A: Cytochrom-P450-Enzym (CYP): 

CYP sind Hämproteine, welche enzymatische Aktivität besitzen. Sie kommen in 

allen Formen des Lebens vor. Beim Menschen wurden 60 verschieden CYPs 

gefunden. CYPs spielen eine wichtige Rolle bei der Verstoffwechselung 

wasserunlöslicher Stoffe durch Oxidation, damit sie dadurch besser wasserlöslich 

werden und schneller aus dem Körper ausgeschieden werden können. 

 

B: P-Glykoproteine (P-gp): 

P-gp sind wichtige Effluxmembrantransporter (ABC Transporter). Sie bestehen 

aus zwei ähnlichen Komponenten. Diese P-gp sind besonders an der luminalen 

Membran von proximalen Tubuluszellen, Epitelzellen des Intestinaltraktes, der 

kanalikuläre Membran der Hepatozyten und der endothelialen Membran von 

Kapillaren wie z.B. der Bluthinrschranke expremiert (Thiebaut et al., 1987), 

(Sugawara et al., 1988), (Cordon-Cardo et al., 1989), (Cordon-Cardo et al., 1990). 

Diese Proteine sind für die Sekretion von Substanzen zuständig, sodass sie für 

eine verminderte Aufnahme von Substanzen im Gastrointestinaltrakt (Van 
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Asperen et al., 1998), (Schellens et al., 2000), (Benet and Cummins, 2001), 

reduzierten Transport über die Bluthirnschranke (Schinkel et al., 1996), (Lankas et 

al., 1997) und verstärkte Elimination über das biliäre und renale System (Schinkel 

et al., 1997) (Hunter and Hirst, 1997), (Van Asperen et al., 1998), (Smit et al., 

1998) verantwortlich sind. Dadurch sind sie unter anderem fähig, Kompenenten 

wie Zytostatika aus der Zelle zu transportieren (Germann, 1996), (Shapiro and 

Ling, 1998),  (Litman et al., 2001), (Matheny et al., 2001), (Borst and Elferink, 

2002). Dieser Mechanismus ist die Ursache der Multiresistenz der 

Säugertieretumorzellen (Juliano and Ling, 1976). Dadurch wird die Konzentration 

von Zytostatika in Tumorzellen erniedrigt. Verschiedene weitere Medikamente sind 

Substrate dieser P-gp wie z.B. HIV-Proteaseinhibitoren, kardiovaskuläre 

Medikamente, Steroide und antiparasitäre Substanzen (Shapiro and Ling, 1998), 

(Litman et al., 2001), (Matheny et al., 2001).  

Verschiedene präklinische und klinische Studien zeigten den Beitrag der P-gp bei 

der Erniedrigung der oralen Bioverfügbarkeit von Medikamenten (Van Asperen et 

al., 1998), (Schellens et al., 2000) (Matheny et al., 2001). Gerade im Intestinaltrakt 

erfolgt eine verminderte Resorption ins Blut durch das Zurückpumpen der schon in 

die Darmzelle aufgenommenen Substanz. 

Durch den Effekt auf die Bluthirnschranke können diese P-gp die Neurotoxizität 

bestimmter Medikamente wie z.B. IVM erniedrigen (Schinkel et al., 1996), 

(Matheny et al., 2001), aber auf der anderen Seite auch die Wirksamkeit anderer 

Medikamente wie z.B. HIV-Protease-inhibitoren verschlechtern (Matheny et al., 

2001), (Borst and Elferink, 2002). Damit spielen P-gp eine wichtige Rolle bei 

Substratinteraktionen (Yu, 1999), (Matheny et al., 2001).  

 

C: Multidrugresistanceproteine (MRP): 

Zweite große Gruppe der ABC-Familie sind die MRP-Transporter. Es sind bis jetzt 

8 Untertypen bekannt. Das MRP2 wurde ursprünglich als kanalikulärer, 

multispezifischer Anionenmembrantransporter identifiziert (Borst and Elferink, 

2002). Diese befinden sich an der luminalen Membran von Epithelzellen der 

Leber, Niere und Intestinaltrakt (König et al., 1999), (Litman et al., 2001), (Borst 

and Elferink, 2002). MRP2 spielt eine große Rolle beim Transport von 

glukeronidiertem Bilurubin in die Galle und bei weiteren biliären, intestinalen und 
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renalen Transporten verschiedener Komponenten (König et al., 1999), (Borst and 

Elferink, 2002). 

 

1.8.2. HepG2-Zellen und Metabolismus von Substanzen in vitro: 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiendenen Anthelminthika in 

Anwesenheit von HepG2-Zellen in vitro als Feeder-Zellen untersucht. Dabei 

handelt es sich um eine gut differenzierte humane Hepatom-Zelllinie, die wie 

Hepatozyten eine Polarisierung aufweisen (Knowles et al., 1980), (Javitt, 1990). 

Sie bilden wie in vivo CYP-Enzyme (Westerink and Schoonen, 2007). Weiter sind 

die verwendeten Leberzellen in der Lage Strukturen zu bilden, die den 

Gallekanälchen der Hepatozyten entsprechen. Diese Strukturen befinden sich 

zwischen den Zellen, werden Pseudokanalikuli genannt und sind durch „tight-

junctions“ abgedichtet. Sie stellen sich als runde Strukturen mit Microvilli dar (Chiu 

et al., 1990), (Sormunen et al., 1993). Die apikale Membran der Pseudocanaliculi 

enthält unter anderem Aktin, Villin, spezifische apikale Proteine und ABC-

Transporter wie z.B. den oben beschriebenen MRP2 (Cantz et al., 2000) oder P-

gp (Lee and Piquette-Miller, 2001). Der in vivo bekannte Metabolismus wie z.B. 

die Verstoffwechselung von Phospholipiden, Cholesterin und Gallensalzen, 

Sekretion von hepatischen Proteinen sowie die für Hepatozyten typische 

Sekretionswege sind in HepG2-Zellen vorhanden (Bouma et al., 1989),  (Axelson 

et al., 1991), (Gibbons et al., 1994), (Cooper et al., 1994), (Westermann et al., 

1996). Diese Pseudokanalikuli sind wie auch der Golgiapperat dazu fähig 

Gallesäure zu speichern. Somit sind die in vivo vorhandenen Effluxtransporter und 

CYP-Enzyme, welche für den Metabolismus von Substanzen notwendig sind, 

auch in vitro (HepG2-Zellen) vorhanden. In Bezug auf diese Arbeit ist das wichtig, 

weil Effluxtransporter und CYP-Enzyme eine erhebliche Rolle bei Interaktionen 

von Substanzkombinationen auf Vesikel von E. multilocularis spielen.  

 

1.9. Zielsetzung: 

 

Nebenwirkungen von Benzimidazolen wie Hepatotoxizität, Cholestase, Alopezie, 

Zytopenie und gastrointestinale Symptome können ein Grund zum Abbruch der 
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Behandlung alveolärer Echinokokkose beim Menschen sein (Ammann and Eckert, 

1996), (Reuter et al., 1998). Außerdem führten Benzimidazole in beschriebenen 

Fällen zum Tode (Opatrny et al., 2005). Der parasitostatische Effekt dieser 

Substanzen ermöglicht ein erneutes Wachstum der E. multilocularis nach 

Abbsetzen der Therapie (Ammann et al., 1990) (Reuter et al., 2004). Eine 

alternative Therapie und Reduzierung der Dosierung verwendeter Benzimidazole 

sind aus diesen Gründen sinnvoll. Mit einer Kombinationstherapie kann die Dosis 

der Einzelsubstanzen reduziert und eine bessere Wirkung bei vermutlich 

geringerer Nebenwirkung erzielt werden. 

Ziel der vorliegenden Studie ist es, der Effekt von Wirkstoffen auf das 

Larvenwachstum des E. multilocularis im Kultursystem zu untersuchen. Dies 

erfolgte durch mikroskopische und makroskopische Beobachtung der Intaktheit 

bzw. Schädigung und der Bestimmung der Anzahl an Vesikel in einem bestimmten 

Zeitraum und unter Behandlung mit verschieden Pharmaka. Folgende 

Anthelminthika wurden dabei getestet: Albendazol, Ivermectin und Praziquantel. 

Es wurden unterschiedliche Dosierungen verwendet, um die geringste notwendige 

Dosis zu finden. Des Weiteren wurde der Metabolismus der Substanzen im 

Kultursystem mit Hepatozyten gezielt moduliert und die damit verbundene 

Veränderung der Wirksamkeit beurteilt. 
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2. Material und Methodik: 

 

 

2.1. Gewinnung von Echinococcus Metazestoden 

(Larvengewebe): 

 

Es wurde Parasitengewebe eines Patienten verwendet. Dieses Material wurde in 

kleine Blöcke zerkleinert und mongolischen Wüstenrennmäusen (Meriones 

unguiculatus) mittels einer Kanüle intraperitoneal injiziert.  

Nach 6 bis 8 Wochen wurden die Versuchstiere getötet. Leber und Peritoneum der 

Versuchstiere waren nach dieser Zeit voller Metazestodengewebe. Dieses 

Metazestodengewebe wurde unter sterilen Bedingungen aus dem Peritoneum 

herausgelöst und in kleine Stücke geschnitten. Diese Metazestodenblöcke wurden 

dann nach dreimaligem Waschen mit Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS, 

Biochrom) unter sterilen Bedingungen auf Kulturflaschen verteilt. 

 

2.2. Kultivierung der Vesikel: 

 

HepG2-Zellen sind von humanen Leberzellen abgeleitete Zelllinien und liefern 

notwendige Wachstumsfaktoren für die Metazestoden. Als Medium wurde 

Dulbeco's Modified Eagels Medium (Biochrom AG, Berlin) verwendet, dem 10%-

iges fetales Kälberserum (FCS, PAA Laboratories, Linz, Österreich), (Hemphill und 

Gottstein, 1995), 5%-iges Penicillin/Streptomycin (P/S) und 0.55%-iges 

Moxifloxacin (Avalox) zugesetzt wurde. P/S und Moxifloxacin dienen der 

Prophylaxe einer bakteriellen Kontamination. Jura konnte zeigen, dass die 

HepG2-Zellen für das Wachstum der In-vitro-Kulturen wichtig sind, da sie 

möglicherweise essentielle Zytokine produzieren (Jura et al., 1998). 

Nachdem die Gewebeblöcke gleichmäßig auf die Kulturflaschen verteilt wurden, 

wurde Medium hinzugefügt. Anfänglich wurden 200 ml Medium in die Flaschen 

gegeben. Aufgrund des starken Wachstums wurde das Medium zweimal pro 

Woche gewechselt, um eine ausreichende Versorgung sicherzustellen. Nach etwa 
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einer Woche bildeten sich auf der Oberfläche der Gewebeblöcke neue Vesikel, 

innerhalb von 2 bis 5 Wochen nahmen sie an Größe und Anzahl zu und bildeten 

Schwestervesikel, die sich vom Gewebeblock lösten. Diese schwammen frei im 

Medium und nahmen ebenfalls weiter an Größe zu.  

Die freien Vesikel wurden dann zur Durchführung der Versuchsreihen 

entnommen. Die Kulturflaschen wurden unter sterilen Bedingungen bei 37ºC, 5% 

CO2-Anteil und 90% Sättigung im Brutschrank kultiviert. Aus ungeklärten Gründen 

verloren einige Vesikel an Größe und Turgor. Möglicherweise wurden sie beim 

Wechseln des Mediums beschädigt. Diese wurden nicht in die Versuchsreihen 

aufgenommen.  

 

2.3. Überblick über das benutzte Kulturmodell: 

 

Das von uns benutzte in vitro Kultursystem wies im Gegensatz zum oben 

beschriebenen System von Jura (Seite 6) Unterschiede auf. In unserem in vitro 

Modell wurden ausschließlich humane Leberzellen benutzt. Diese humanen 

Leberzellen wurden im Gegensatz zu Jura nicht in Kollagen eingebettet. Das in 

dieser Arbeit verwendete System ist in Anlehnung an das von Hemphill et al. 1995 

beschriebene Modell zur in vitro Untersuchung des Larvengewebes gut  für die 

hier durchgeführten Messungen geeignet. Da die Laminarschicht eine 

mechanische Barriere für Arzneistoffe darstellt, kann der Effekt eines Pharmakons 

direkt anhand seiner Wirkung auf die Hauptbarriere bewertet werden. Der Verlauf 

der Vesikel und des Metazestodengewebes wurde in unserem System quantitativ 

und lichtmikroskopisch beurteilt. Die Arbeitsgruppe von Hemphill setzte zusätzlich 

zum Lichtmikroskop ein Elektronenmikroskop und biochemische Messung von 

EMAP zur genaueren Beurteilung ein. Hemphill konnte zusätzlich nachweisen, 

dass Metazestoden und Vesikel in Anwesenheit von FCS metabolisch aktiver sind 

als ohne. FCS wurde in unserem in vitro Modell sowie im Modell von Jura benutzt.  

 

2.4. Versuchsdurchführung: 

 

Vor Beginn eines Versuches wurden Versuchsflaschen HepG2-Zellen 

angezüchtet. Dies dauerte 3-5 Tage, bis eine ausreichende Menge vorhanden 
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war. Danach konnten Vesikel aus der Kultivierung überführt werden. In jede 

Flasche wurden 5 Vesikel gegeben. Hierbei musste sorgfältig auf Unversehrtheit 

der Vesikel geachtet werden. Bei der Überführung beschädigte Vesikel wurden 

umgehend entfernt und durch intakte ersetzt. Für die unterschiedlichen 

Konzentrationen der getesteten Substanzen wurden jeweils 2 Ansätze verwendet. 

Die Negativkontrolle wurde nur mit Dimethylsulfoxid (DMSO) behandelt. Die 

Konzentration an DMSO war genauso hoch wie bei den anderen Vesikeln, die mit 

den verschiedenen Substanzen behandelt wurden. Hier erfolgte der 

Medienwechsel (50 ml Medium) 3-mal wöchentlich unter sterilen Bedingungen. 

Beim Wechsel war einmaliges Waschen mit PBS erforderlich, um zerstörte 

HepG2-Zellen zu entfernen und um die Durchlässigkeit der Laminarschicht für das 

Medium beurteilen zu können. Die Bewertung der Vesikel erfolgte täglich über 

einen Zeitraum von 21 Tagen.  

Die Vesikel wurden makroskopisch und mikroskopisch bewertet. Eine 

Verlaufsbeobachtung erfolgte während des Versuches täglich. Die Bewertung der 

Vesikel geschah anhand einer Skala von 1 bis 5. Mit 1 wurden Vesikel 

gekennzeichnet, die vollständig intakt waren, mit 5 solche, die sehr stark 

geschädigt waren. Eine vollkommene Schädigung konnte anhand einer 

durchsichtigen Laminarschicht bzw. einer geschrumpften inneren Keimschicht von 

verschiedenen Bewertern einfach bewertet werden. Bei der täglichen 

Beobachtung der Vesikel wurde der Durchschnitt der 5 Vesikel jeder Flasche 

genommen.  
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Tabelle 2: Skalenwerte und ihre Beschreibung. 

Skalenwert Beschreibung Abbildung 

1(0%-ige 

Schädiung) 

 

Vesikel vollkommen intakt, normaler 

Turgor, glatte Oberfläche. 

 

 

Abbildung 2: Skalenwert {1}. 

2 (25%-ige 

Schädigung) 

Die Vesikel haben den gleichen 

Turgor wie normale intakte Vesikel. 

Ein Unterscheidungskriterium bei 

diesem Stadium war nur das in die 

Vesikel eingedrungene rote Medium, 

dies war jedoch nur beim 

Medienwechsel und beim Waschen 

mit PBS zu beobachten. 
 

Abbildung 3: Skalenwert {2}. 

3 (50%-ige 

Schädigung) 

Der Turgor der Vesikel ist vermindert, 

die Oberfläche ist nicht mehr glatt und 

es fallen erste kleine Risse und 

Unregelmäßigkeiten auf. 

 

Abbildung 4: Skalenwert {3}. 

4 (75%-ige 

Schädigung) 

Der Turgor nimmt mehr und mehr ab 

und die Vesikel beginnen stark zu 

schrumpfen. In diesem Stadium wird 

die Laminarschicht an verschiedenen 

Stellen der Oberfläche durchsichtig. 

 

Abbildung 5: Skalenwert {4. 
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5 (100%-ige 

Schädigung) 

 

Die Laminarschicht ist noch intakt, 

aber fast vollständig durchsichtig, die 

Keimschicht im Inneren ist 

eingefallen. Dies ist Ausdruck einer 

sehr starken Schädigung der Vesikel. 

 

 

Abbildung 6: Skalenwert {5}. 

 

2.5. Spiegelmessung ABZ und ABZSO bei Kombination mit 

RTV: 

 

Mit 400 µl des Zellkulturmediums wurde eine Proteinfällung mittels 400 µl 

Acetonitril vorgenommen. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert und die 

Überstände in das HPLC-System (Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 

injiziert. Im HPLC-System erfolgte eine isokratische Auftrennung der Analyte mit 

einem Phosphatpuffer auf einer Reversed Phase ChromIchraphiesäulesäule. Die 

Detektion der Analyte erfolgte über einen Ultraviolett-Detektor. 

 

2.6. Störfaktoren: 

 

In allen Versuchen achteten wir darauf, die Größe der Bläschen möglichst gleich 

zu wählen. Dieses Vorgehen beruhte auf der Überlegung, dass die Größe der 

Bläschen möglicherweise einen Einfluss auf die Wirkung der Medikamente hat, da 

durch eine größere Oberfläche auch mehr Kontakt zum Wirkstoff besteht. Diese 

Überlegung konnte nach langem Beobachten subjektiv bestätigt werden. Es zeigte 

sich, dass größere Vesikel schneller geschädigt wurden. 

Die Vesikel des Metazestodengewebes reagieren sehr sensibel auf physikalische 

Reize, sodass beim Pipettieren und Anlegen der Vesikel in die Substanzflaschen 

große Vorsicht geboten ist, um die Intaktheit der Vesikel zu erhalten. Aus diesem 

Grund wurden die Vesikel direkt nach dem Anlegen Intaktheit überprüft. Vor jedem 
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Wechsel des Mediums wurden der Zustand der Vesikel erfasst, um nach erfolgtem 

Medienwechsel überprüfen zu können, ob der Grad der Schädigung noch gleich 

war. 

Die mikroskopische und makroskopische Kontrolle und Bewertung der Vesikel 

während des Versuchs war eher eine subjektive Methode. Die vollständige 

Schädigung der Vesikel (5 auf dem Skalensystem) war allerdings eindeutig und 

auch von unabhängigen Beobachtern nicht mit anderen Schädigungsgraden 

verwechselbar. Somit war der Endpunkt des Versuches objektiv definiert. 

Eine weitere mögliche Fehlerursache ist die nicht immer exakt gleiche lokale 

Verteilung der HepG2-Zellen in den Flaschen und der möglicherweise daraus 

resultierenden Unterschiede der Enzymaktivität in den verschiedenen Flaschen. 

In verschiedenen Publikationen zeigten die von uns verwendeten HepG2-Zellen 

im Bezug auf ihre Ionenkanäle und andere Transportsysteme eine gute 

Vergleichbarkeit mit menschlichen Hepatozyten. Hinsichtlich des Blutkreislaufes 

mit seinen verschiedenen Komponenten wie Elektrolyte, Glucose und 

Aminosäuren unterschieden sich jedoch die Versuchsbedingungen von der In-

vivo-Situation. Die Konzentration von Elektrolyten und Glucose spielt insofern eine 

Rolle, dass einige der getesteten Medikamente ihre Wirkung teilweise aufgrund 

des osmotischen Drucks entfalten. Aus diesem Grund können die Ergebnisse 

nicht 1:1 auf In-vivo-Bedingungen übertragen werden. 

Ein weiterer Unterschied zu In-vivo-Bedingungen ist die Abwesenheit einer 

Immunabwehr im In-vitro-Versuch. In vivo ist diese jedoch von Bedeutung. Obwohl 

nachgewiesen ist, dass die HepG2-Zellen fast alle CYP-Enzyme der normalen 

Leberzellen enthalten, ist ihre Aktivität in vitro nachweislich geringer. Somit ist der 

Metabolismus der unterschiedlichen Substanzen in vitro langsamer. 
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2.7. Prüfung verschiedener Substanzen gegen 

Echinococcous multilocularis: 

 

Albendazol: 

Albendazole (ABZ) wurde für die bei der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in 

Pulverform erworben und bei Raumtemperatur aufbewahrt. ABZ wurde in 

unterschiedlichen Konzentrationen von 0,01 µg/ml bis 10 µg/ml getestet. ABZ 

gehört zu den Benzimidazolcarbamaten und wird aus 4-n-propylthio-o-

phenylendiamin und Carboxymethylcyanamid hergestellt. Es besteht aus einem 

Imidazolring, welcher an einen Benzolring gebunden ist (Van den Bossche et al. , 

1982). 

 

Ivermectin: 

Ivermectin (IVM) ist ein Makrolid aus der Gruppe der Avermectine. Es wurde bei 

der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in Pulverform erworben und im 

Kühlschrank bei 8ºC aufbewahrt. Die getesteten Konzentrationen lagen zwischen 

0,1 µg/ml und 10 µg/ml.  IVM ist ein semisynthetisches Derivat des Avermectins B1 

und enthält ein Gemisch aus 80% 22,23-Dihydroavermectin B1a und 20% 22,23-

Dihydroavermectin B1b (Campbell, 1985),  (Goudie et al., 1993). 

 

Praziquantel: 

Praziquantel (PZQ) wurde ebenfalls bei der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) in 

Pulverform erworben und im Kühlschrank bei 8ºC aufbewahrt. Es wurden 

Konzentrationen zwischen 0.1 µg/ml und 10 µg/ml getestet. PZQ entsteht in einer 

vierstufigen Synthese aus Isochinolon (Andrews et al., 1983). Der chemische 

Name lautet 2-(cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7,11b-hexahydro-4H-pyrazino[2,1-

a]isoquinolin-4-on, (C19H24N2O2). 

 

Beeinflussung des Metabolismus von Anthelminthika durch den Protease-

inhibitor RTV: 

Ritonavir (RTV) ist ein Proteaseinhibitor. Es wurde die Reinform des 

Medikamentes (ohne Hilfsstoffe) verwendet, welche bei der Firma Molekula in 
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Pulverform erhältlich war und im Kühlschrank bei 8ºC aufbewahrt wurde. Die 

verwendeten  Konzentrationen lagen zwischen 1 µg/ml und 10 µg/ml. 

RTV ist ein Medikament zur Therapie von HIV-Infektionen. Die Dosierung bei der 

HIV-Therapie liegt im Bereich von 100 – 200 mg/d. Unter der Annahme, dass die 

Bioverfügbarkeit 60 – 80 % beträgt, ergibt sich für die durchgeführten Versuche 

eine Konzentration von etwa 1 µg/ml. 

Die oben genannten Substanzen wurden mit DMSO vermengt. Es wurde darauf 

geachtet, dass die Konzentration des DMSO im gesamten Medium 1% nicht 

überschreitet, um eine toxische Wirkung auf die Hepatozyten und Vesikel zu 

vermeiden.  
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3. Ergebnisse: 

 

 

3.1. Wirkung von Albendazol auf Vesikel ohne Feeder-

Zellen: 

 

Zunächst wurde ABZ in den Konzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml, 1 µg/ml und 

10 µg/ml ohne HepG2-Zellen getestet, um die Notwendigkeit dieser Zellen in den 

folgenden Versuchen beurteilen zu können. 

Es zeigte sich, dass selbst bei der Negativkontrolle, in der sich kein Medikament 

befand, schon nach 12-13 Tagen eine 50% Schädigung der  Vesikel erreicht 

wurde und erreichte eine 90% Schädigung nach etwa 21 Tagen. Bei den 

Konzentrationen 0,1 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml  wurde eine 50% Schädigung 

der Vesikel nach ca. 3-4 Tagen erreicht und nach 8 Tagen bei der Konzentration 

0.01 µg/ml.   

 

HepG2-Zellen sind daher für das Wachstum der Vesikel erforderlich.  

 

Abbildung 7: Wirkung der verschiedenen Konzentrationen Albendazol (ABZ)  auf Vesikel von Echinococcus multilocularis 

ohne Feeder Zellen. 
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3.2. Wirkung von ABZ mit Feeder-Zellen: 

 

In diesem Versuch wurde ABZ als alleinige Substanz verwendet. Es wurden die 

Konzentrationen 1 µg/ml und 10 µg/ml getestet, und zum Vergleich gab es eine 

Negativkontrolle. 

 

Wie man der Grafik (Abb. 8) entnehmen kann, zeigte sich bei einer Konzentration 

von 10 µg/ml ABZ bereits nach etwa 2 Tagen die erste Veränderung, an den 

Tagen 5-6 wurde die 50%-Schädigung der Vesikel erreicht.  

Bei einer Konzentration von 1 µg/ml ergab sich eine Schädigung von 50% nach 9-

10 Tagen  

 

Innerhalb von 21 Tagen führten beide Konzentrationen zu einer starken 

Schädigung der Vesikel, die Konzentration von 1 µg/ml wirkte jedoch zeitlich um 3 

Tage versetzt. 

 

In einem weiteren Versuch wurde die Wirkung bei geringeren Konzentrationen von 

ABZ (0,01 µg/ml und 0,1 µg/ml) geprüft. Die Konzentrationen von 1 µg/ml und 10 

µg/ml wurden als Referenz mitgeprüft. In den Konzentrationen von 1 µg/ml und 

 

Abbildung 8: Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen von Albendazol (ABZ) auf Vesikel von Echinococcus 

multilocularis im Kultursystem  mit Feeder-Zellen. 
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10 µg/ml zeigte sich eine nahezu gleiche Wirkung wie in dem vorausgehenden 

durchgeführten Versuch (Abb. 9). 

Bei 0,01 µg/ml ABZ zeigte sich, wie bei der Negativkontrolle, keine Wirkung. Bei 

0,1 µg/ml ABZ konnte nach 12 Tagen die 50%-ige Schädigung erreicht werden. 

Bei 0,1 µg/ml entfaltete sich die Wirkung jedoch noch protrahierter als bei 1 µg/ml 

ABZ. 

Reuter et al. 2006 untersuchten die Konzentrationen 10 und 1 µg/ml ABZ. Für ABZ 

wurden bisher keine Daten für niedrige Konzentrationen (0.1 und 0.01 µg/ml) 

publiziert. Während Jura et al. 1998  folgende niedrige Konzentrationen 0,01 µM 

(0,003 µg/ml), 0,1 µM (0,03 µg/ml), 1 µM (0,3 µg/ml), 10 µM (3 µg/ml) MBZ 

getestet haben, wurde ABZ von Jura nicht geprüft. 

 

3.3. Beeinflussung des Metabolismus von ABZ: 

 

RTV wurde in einer Konzentration von 1 µg/ml getestet. Zudem wurde die 

Kombination von 0,01 µg/ml ABZ mit 1 µg/ml RTV, sowie 0,1 µg/ml ABZ mit 1 

µg/ml RTV geprüft.  

Wie zu erwarten, zeigt RTV als spezifisches HIV-Medikament keine schädigende 

Wirkung auf die Vesikel (Abb. 10).  

Abbildung 9: Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen Albendazol (ABZ) auf Vesikel von Echinococcus multilocularis. 



  Seite 28 

Wie in vorherigen Versuchen gezeigt wurde, wurde bei einer Konzentration von 

0,1 µg/ml ABZ nach etwa 12 Tagen eine 50%-ige schädigende Wirkung erreicht.  

Während die Kombination von 0,01 µg/ml ABZ mit 1 µg/ml RTV keine 

schädigende Wirkung bis zum Versuchsende nach 21 Tage erreichte, führte die 

Kombination von 0,1 µg/ml ABZ mit 1 µg/ml RTV schon nach 3 Tagen zu einer 

50%-igen Schädigung und erreichte die etwa 80%-ige Schädigung (Skalenwert 4-

5, siehe Tabelle 2)  nach 3 Tagen. 

 

Die Kombination von 0,1 µg/ml ABZ mit 1 µg/ml RTV verursachte die stärkste 

Schädigung der Vesikel. Innerhalb von drei Tagen betrug die Schädigung etwa 

80%, was einer praktisch 100% Schädigung der Vesikel entspricht. Diese Wirkung 

war mit den Einzelsubstanzen nicht zu erreichen. 

In einem weiteren Versuch wurde nun RTV in einer Konzentration von 10 µg/ml 

getestet.  

Auch bei einer Konzentration von 10 µg/ml zeigte RTV keine Schädigung der 

Metazestoden. In Kombination mit ABZ zeigte sich ein ähnliches Ergebnis, wie 

oben beschrieben, und somit einen stärkeren schädigenden Effekt. 

Wie zu erwarten, hat RTV keinen schädigenden Effekt auf Vesikel von 

E. multilocularis in vitro. Die Kombination mit ABZ zeigt den stärksten 

schädigenden Effekt mit einer 100%-igen Schädigung nach 3 Tagen. Somit wird 

bestätigt, dass  RTV den Metabolismus von ABZ durch die HepG2-Zellen 

Abbildung 10: Einfluss von Ritonavir (RTV) auf den Metabolismus von Albendazol (ABZ) in der Vesikel von Echinococcus 

multilocularis. 



  Seite 29 

verändert und damit den suffizienten Spiegel von ABZ verursacht, wodurch eine 

maximale Schädigung der Vesikel erreicht wird. Leider konnte die ABZSO Spiegel 

aus dem Kultursystem nicht verläßlich bestimmt werden, um diese Hypothese 

weiter abzusichern. 

 

3.4. Einfluss von Praziquantel im Kultursystem: 

 

Es wurden zwei Konzentrationen von 0,1 µg/ml und 1 µg/ml PZQ untersucht. 

 

PZQ zeigte in den oben genannten Konzentrationen keine Wirkung auf Vesikel 

von E. multilocularis. 

 

In einem weiteren Versuch wurde auch PZQ in der Konzentration von 10 µg/ml 

untersucht. Es gab auch bei dieser hohen Konzentration keine Wirkung auf 

Vesikel von E. mutlilocularis. 

PZQ zeigt daher keine Wirkung auf Vesikel E. multilocularis in vitro. 

 

 

Abbildung 11: Wirkung von Praziquantel (PZQ) auf Vesikel von Echinococcus multilocularis. 
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3.5. Kombination von ABZ und PZQ in unterschiedlichen 

Konzentrationen: 

 

PZQ wird zum größten Teil über CYP3A4 metabolisiert. ABZ wird über dieses 

Enzym zum aktiven ABZSO metabolisiert, was mögliche Auswirkungen im 

Kultursystem hat.  

Im ersten Experiment wurden ABZ und PZQ in den Konzentrationen 0,01 µg/ml 

ABZ mit  0,1 µg/ml PZQ und  0,1 µg/ml ABZ mit  0,1 µg/ml PZQ untersucht. 

Bei der Kombination von 0,1 µg/ml ABZ mit 0,1 µg/ml PZQ konnte eine sehr starke 

und schnelle Wirkung beobachtet werden. Nach 3 Tagen wurde eine 50%-ige 

Schädigung erreicht. Nach 4 Tagen waren die Vesikel zu 100% (Skalenwert 5) 

geschädigt. Die Kombination von 0.01 µg/ml ABZ mit 1 µg/ml PZQ zeigte 

hingegen keine Wirkung und verhielt sich damit wie die Negativkontrolle.   

Abbildung 12: Wirkung von Albendazol (ABZ) und Praziquantel (PZQ) im in vitro Kultursystem der Vesikel von 

Echinococcus multilocularis. 

 

Des Weiteren zeigte die Kombination von 0,1 µg/ml ABZ mit 10 µg/ml PZQ eine 

schädigende Wirkung. Auch diese Wirkung konnte mit den Einzelsubstanzen nicht 

erreicht werden. Somit beeinflusst sich der Metabolismus von ABZ durch PZQ 

gegenseitig, dass im Kultursystem verfügbare ABZ-Metaboliten eine starke 

schädigende Wirkung der Vesikel erzielen können. 
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Nun wurde wiederum untersucht, ob eine pharmakologische Beeinflussung der 

CYP-Enzyme durch RTV zu einer veränderten Wirkung von PZQ auf die Bläschen 

führen könnte. 

Es wurden die Kombinationen von 1 µg/ml  RTV mit  0,1 µg/ml PZQ und 1 µg/ml 

RTV mit 1 µg/ml PZQ getestet. Die Kombination von 0,1 µg/ml bzw. 1 µg/ml PZQ 

mit 1 µg/ml RTV zeigte keine Schädigung der Vesikel (Abb. 13). 

 

In einem weiteren Versuch wurde eine 10-mal höhere Konzentration von RTV 

eingesetzt. Es wurden folgende Kombinationen geprüft: 10 µg/ml RTV mit 0,1 

µg/ml bzw. 1 µg/ml PZQ. Bei der Kombination von 10 µg/ml RTV mit 0.1 µg/ml 

bzw. 1 µg/ml PZQ konnte keine schädigende Wirkung auf Vesikel von 

E. multilocularis gezeigt werden. 

Genau wie die Einzelsubstanzen zeigt die Kombination von RTV mit PZQ keine 

schädigende Wirkung auf Vesikel von E. multilocularis. Das würde bedeuten, dass 

die stärkste Wirkung der obengenanten Kombinationen von ABZ mit RTV bzw. 

ABZ mit PZQ durch ABZ entsteht. Die zwei Substanzen RTV und PZQ haben über 

die Wirkung an der Isoform 3A4 des CYP-Enzyms den Metabolismus von ABZ 

dahingehend verändert, dass ABZ-Metabolite eventuell höher und länger im 

Medium vorhanden waren. Somit konnten kleinste Konzentrationen von ABZ bei 

Kombination mit RTV bzw. PZQ eine sehr starke schädigende Wirkung zeigen.  

Abbildung 13: Prüfung von Praziquantel (PZQ) in Anwesendheit eines Proteaseinhibitors Ritonavir (RTV) auf Vesikel von 

Echinococcus multilocularis. 
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3.6. Einfluss von Ivermectin im Kultursystem: 
 

In diesem Versuch wurden die Konzentrationen 0,1 µg/ml, 1 µg/ml und 10 µg/ml 

IVM geprüft. ABZ wurde in der Konzentration 1 µg/ml mitgetestet. IVM zeigte in 

den Konzentrationen von 0,1 µg/ml und 1 µg/ml keine Wirkung. Wie in der 

Negativkontrolle blieben die Vesikel vollkommen unbeschädigt. In der 

Konzentration von 10 µg/ml zeigte sich hingegen eine nach 2 Tagen beginnende 

Wirkung. Allerdings gingen bei dieser Konzentration auch zunehmend HepG2-

Zellen zugrunde, so dass eine Aussage für diese Konzentration nicht getroffen 

werden kann. 

 

Abbildung 14: Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen von Ivermectin (IVM) und Albendazol (ABZ) auf 

Echinococcus multilocularis. 

  

Die Bewertung von IVM in einer Konzentration von 10 µg/ml gegen die 

Metazestoden in vitro ist durch das Absterben der HepG2-Zellen nicht möglich. 

Somit zeigt IVM keine Wirkung auf die Vesikel im Kultursystem. 
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3.7. Kombination von 0,1 µg/ml ABZ mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von IVM: 

 

Nun wurden verschiedene Kombinationsmöglichkeiten von ABZ mit IVM im 

Vergleich zu IVM allein geprüft. Dabei wurden die Konzentrationen 1 µg/ml, 2 

µg/ml, 5 µg/ml und 10 µg/ml IVM jeweils mit 0,1 µg/ml ABZ kombiniert.  

Wie im vorausgehenden Experiment zeigte IVM in den Konzentrationen 1 µg/ml 

und 2 µg/ml keine Wirkung, die Vesikel blieben vollständig intakt. Bei 5 µg/ml 

zeigte sich nach ca. 14 Tagen eine etwa 50%-ige Schädigung der Vesikel. Bei 10 

µg/ml sind zunehmend HepG2-Zellen abgestorben, sodass die Prüfung mit 5 

µg/ml und 10 µg/ml nicht verwertbar sind.   

Sowohl die Kombination von 1 µg/ml als auch 2 µg/ml IVM mit 0,1 µg/ml ABZ 

zeigten nach 2-3 Tagen eine erste Schädigung. Die 50%-ige Schädigung zeigte 

sich bei 1 µg/ml IVM mit 0,1 µg/ml ABZ nach ca. 5-6 Tagen. Bei 2 µg/ml IVM mit  

0,1 µg/ml ABZ trat diese Wirkung nach 4-5 Tagen ebenfalls ein. 

Die Kombination von 5 µg/ml und 10 µg/ml IVM mit 0,1 µg/ml ABZ war aus oben 

genanntem Grund ebenfalls nicht verwertbar.  

 

Die Kombination von IVM in den Konzentrationen 1 µg/ml und 2 µg/ml mit 0,1 

µg/ml ABZ zeigte einen markanten schädigenden Effekt als IVM einzeln. Während 

Abbildung 14: Wirkung verschiedener Konzentrationen von Ivermectin (IVM) in Kombination mit 0,1 µg/ml Albendazol 

(ABZ) im Vergleich zu Ivermectin auf Vesikel von Echinococcus multilocularis. 
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1 µg/ml und 2 µg/ml IVM alleine keine Wirkung zeigten, zeigten  5 µg/ml und 10 

µg/ml eine Wirkung, die auf die gleichzeitig abgestorbenen HepG2-Zellen 

zurückzuführen ist, wodurch der Versuch nicht weiter in Betracht gezogen werden 

kann.  

Somit wird der Metabolismus von ABZ durch IVM so verändert, dass eine 

Konzentration an ABZ von 0,1 µg/ml eine sehr effektive Wirkung auf Vesikel von 

E. multilcularis in kurzer Zeit erzielt. 

In einem weiteren Experiment wurde wiederum die Blockade des CYP-Enzyms mit 

RTV induziert. In diesem Versuch wurde RTV in der Konzentration von 1 µg/ml in 

Kombination mit 1 µg/ml IVM untersucht. RTV in der Konzentration von 1 µg/ml 

verändert die Vesikelmorphologie nicht (Abb. 16). 

 

Allerdings zeigte bei den Kombinationen der oben genannten Konzentrationen 

keine Wirkung. 

 

In einem weiteren Versuch wurde RTV in einer höheren Konzentration von 10 

µg/ml mit 1 µg/ml IVM kombiniert. Es zeigte sich, wie bei der RTV-Monosubstanz, 

keine Wirkung.  

Genau wie die Einzelsubstanzen zeigt IVM mit RTV keine schädigende Wirkung 

auf Vesikel von E. multilocularis. Das würde bedeuten, dass die starke Wirkung 

Abbildung 15: Effekt der Kombinationsbehandlung von Ritonavir (RTV) in einer niedrigen Konzentration mit Ivermectin 

(IVM). 
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der oben genannten Kombinationen von ABZ mit IVM von ABZ selbst 

hervorgerufen wird. IVM und RTV verändern über die Wirkung auf CYP-Enzym 

den Metabolismus von ABZ , sodass die kleinste Konzentration an ABZ eine 

starke schädigende Wirkung zeigt. 

Nachdem sich herausstellte, dass eine Konzentration von 0,01 µg/ml ABZ in 

Anwesenheit von HepG2-Zellen keine Wirkung zeigte, wurde es nun in diese 

Konzentration mit 1 µg/ml, 2 µg/ml, 5 µg/ml und 10 µg/ml IVM kombiniert. Als 

Referenz wurde wiederum ABZ in der Konzentration von 0,01 µg/ml getestet.  

 

Bei der Kombination von 1 µg/ml und 2 µg/ml µg/ml IVM mit 0,01 µg/ml ABZ zeigte 

sich keine Wirkung. Wie bei der Negativkontrolle waren die Vesikel vollständig 

unbeschädigt. Es zeigt sich also, dass die Kombination mit einer solchen geringen 

Konzentration von ABZ keine schädigende Wirkung ergibt. 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Wirkung verschiedener Konzentrationen von Ivermectin (IVM) in Kombination mit 0,01 µg/ml Albendazol 

(ABZ) auf Vesikel von Echinococcus multilocularis. 
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3.8. Zusammenfassung der Ergebnisse der untersuchten 

Substanzen und deren Kombinationen: 

 

Tabelle 3: Zusammenfassung der geprüften Substanzen und ihrer Wirkungen. 

Substanzen Wirkung 

Albendazol ohne HepG2 

Zellen 

Zunehmende Schädigung der Vesikel bei allen 

Konzentrationen und sogar ohne Pharmakon. 

Albendazol mit HepG2-Zellen 

50%-ige Schädigung: Bei 10 µg/ml ist am 5-6 

Tag, 1 µg/ml am 8-10 Tag, 0,1 µg/ml am 12 Tag 

erreicht.  0,01 µg/ml zeigt keinen Effekt. 

Ritonavir als Proteaseinhibitor 
Keine schädigende Wirkung auf Vesikel von 

Echinococcus multilocularis. 

Ritonavir + Albendazol 

Sehr starke schädigende Wirkung auf Vesikel 

von Echinococcus  multilocularis. 50%-ige 

Schädigung ist am 3 Tag erreicht. 

Praziquantel und Ivermectin, 

jeweils getrennt 

Keine schädigende Wirkung auf Vesikel von 

Echinococcus multilocularis. 

Albendazol + Praziquantel 

Sehr starke schädigende Wirkung auf Vesikel 

von Echinococcus  multilocularis. 50%-ige 

Schädigung ist am 3 Tag erreicht. 

Ritonavir + Praziquantel 
Keine schädigende Wirkung auf Vesikel von 

Echinococcus multilocularis. 

Albendazol + Ivermectin 

Sehr starke schädigende Wirkung auf Vesikel 

von Echinococcus multilocularis 50%-ige 

Schädigung ist je nach Konzentration am 4-6 

Tag erreicht. 

Ritonavir + Ivermectin 
Keine schädigende Wirkung auf Vesikel von 

Echinococcus  multilocularis. 

 

1. HepG2-Zellen sind erforderlich für das Wachstum der Vesikel von 

Echinococcus multilocularis in vitro. 

2. Der Metabolismus von Albendazol  wird durch die Kombination mit dem 

Proteaseinhibitor Ritonavir als „Baby dose“-Dosierung verändert. In der 
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Kombinationstherapie  wirken selbst kleine Konzentrationen ABZ 

wesentlich  stärker schädigend als hohe Konzentrationen ABZ-

Monosubstanz. 

3. Die Kombination von ABZ mit Anthelminthika wie PZQ und IVM in niedriger 

Konzentration „Baby dose“ schädigt die Vesikel von E. multilocularis  in 

vitro stärker als ABZ Monosubstanz. Die Kombination der Anthlemithika 

PZQ und IVM mit dem Proteaseinhibitor RTV wirkt nicht schädigend auf 

Vesikel von E. multilocularis. Bei der Kombination ABZ mit PZQ und ABZ 

mit IVM wird die Hauptwirkung somit durch ABZ erzielt. 
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4. Diskussion: 

 

 

4.1. Wirkung von ABZ verschiedener Konzentration bei 

An-/Abwesenheit von Feeder-Zellen: 

 

Bei Fehlen jeglicher Prüfsubstanzen kommt es zu einer raschen 

Vesikelschädigung, wenn keine Feeder-Zellen (HepG2-Zellen) vorhanden sind 

(Abb. 7). Auch bei der Negativkontrolle wurde stets eine Schädigung der Vesikel 

beobachtet. Diese Beobachtung deckt sich mit der von Jura et. al. (Jura et al., 

1996). 

Dies lässt vermuten, dass, wie jeder Organismus, auch die Metazestode von 

E. multilocularis Wachstumsfaktoren von Zellen eines möglichen Zwischenwirtes 

benötigt (Hemphill and Gottstein, 1995), (Jura et al., 1996), (Spiliotis et al., 2004). 

Wie schon oben beschrieben, befällt der E. multilocularis hauptsächlich die Leber, 

da er hier die besten Wachstumsfaktoren vorfindet, die sein Überleben 

garantieren. Die HepG2-Zellen stellen die Quelle dieser Wachstumsfaktoren dar. 

Sie garantieren den Metazestoden bzw. Vesikeln im vitro-System ihre Intaktheit. 

Wie in Abb. 8,9  gezeigt wurde, entfaltet eine niedrige Konzentration von 0,1 µg/ml 

ABZ bei Vorhandensein der Feeder-Zellen eine schwache Wirkung auf Vesikel 

von E. multilocularis. Die Wirkung einer solch niedrigen Konzentration wurde von 

Reuter et al. 2006 nicht untersucht. Jura et al., 1996 testeten nur niedrige 

Konzentrationen MBZ, wohingegen niedrige Konzentrationen ABZ nicht untersucht 

wurden. 

Dabei benutzten Jura et al. humane und murine Leberzellen als Feeder-Zellen, die 

in Kollagen eingebettet waren. Der Einfluss von MBZ wurde per Lichtmikroskop 

beobachtet. In der Arbeitsgruppe der Universität Ulm (Prof. Kern und Prof. Reuter) 

wurden nur humane Leberzellen benutzt. In den verschiedenen Versuchen der 

vorliegenden Arbeit wurden die Vesikel makroskopisch und mikroskopisch 

bewertet. Dieses geschah täglich anhand einer Skala (1-5). Reuter et al. 2006 
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bewerteten die  Vesikel anhand ihrer Anzahl. Vesikel, die an Turgor verloren 

haben, und solche, die zerfallen sind, wurden als geschädigt verwertet und damit 

nicht mehr dokumentiert. Es wurde die Prolifertion der Vesikel anhand ihrer Anzahl 

bzw. ihrer Größe beurteilt.   

Damit erfolgte in den verschiedenen Versuchen der Universitäten Ulm und 

Würzburg keine biochemische Messung (Bestimmung vom  EmAP). EmAP wurde 

von einer Berner Arbeitsgruppe in Vesikelflüßigkeit, Metazestodenextraktionen 

und Mediumüberstände zur Beurteilung der Kultivierung von Vesikel in vitro 

verwendet (Hemphill et al., 1995). 

 

4.2. Beeinflussung des Metabolismus von ABZ durch den 

Protease-Hemmer RTV: 

 

Die Kombination von ABZ mit RTV zeigte einen deutlichen Effekt im Vergleich zu 

den ABZ allein. RTV ist einer der wichtigsten CYP-Inhibitoren. Die hauptsächliche 

Hemmung wird auf CYP3A4 und CYP2D6 ausgeübt (Kumar et al., 1996), (Eagling 

et al., 1997). ABZ wird durch CYP3A4 und Flavinmonoxygenase zu ABZSO und 

durch CYP1A2 zu ABZSN metabolisiert (Rawden et al., 2000), (Galtier et al., 

1991). Damit würde eine Hemmung des CYP3A4-Enzyms durch RTV eine 

Verlangsamung des Abbaus von ABZ bedeuten und vermutlich über längere Zeit 

eine Erhöhung dessen Spiegels. In verschiedenen Tiermodellen wurde durch 

Gabe von ABZ mit einem CYP3A4-Enzym Hemmer wie z.B. Cyclosporin oder 

Ketoconazol eine Erhöhung der Plasmakonzentration an ABZ gefunden (Merino et 

al., 2003).  

RTV ist, wie ABZSO, ein Substrat von P-gp. Jedoch verursacht RTV zusätzlich 

eine Hemmung von P-gp und MRP2. Dies konnte in einem Versuch zur 

Untersuchung der Interaktion zwischen RTV und Cyclosporin A, welches auch ein 

Substrat von P-gp ist, und Methotrexat, welches ein MRP2-Substrat ist, festgestellt 

werden (Gutmann et al., 1999). Wie es schon oben beschrieben wurde, ist ABZSO 

Hauptsubstrat der MRP2 und P-gp-Transporter. Da diese Transpoter für die 

Clearance von Substraten eine große Rolle spielen, wird vermutlich durch die 

Hemmung der P-gp und MRP2-Transporter durch RTV, die Clearance und Abbau 
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von ABZ und ABZSO verlangsamt und damit auch die Konzentration von ABZSO 

länger erhöht.  

Durch diese verschiedenen Mechanismen bleibt eventuell die Konzentration an 

ABZSO für längere Zeit erhöht und wird langsamer verstoffwechselt. Gleichzeitig 

wird  die Clearance von ABZSO über P-gp und MRP2 ins Medium über die 

Pseudokanalikuli vermindert ausgeschieden. In vitro verrursachte ABZSO eine 

Erhöhung der EMAP in Mediumüberstände, und somit im Verlauf eine 

schädigende Wirkung auf Metazestoden von E. multilcoularis (Stettler et al., 

2003). 

Der Metabolismus von ABZ wird durch kleine Gaben von RTV so verändert, dass 

bereits niedrige Konzentrationen an ABZ einen starken Effekt auf E. multilocularis-

Vesikel zeigen (siehe Abb. 9,10). Auf der anderen Seite erfahren nicht alle CYP-

Enzyme durch RTV eine Hemmung (Yeh et al., 2006) (Vourvahis and Kashuba, 

2007). Es besteht u.a. eine Induktion des Enzyms CYP1A2 durch RTV. Dies 

würde eine Beschleunigung des Abbaus von ABZSO bedeuten, was über das 

gleiche CYP-Isoenzym zu ABZSN metabolisiert wird (Souhaili-El Amri et al., 

1988), (Galtier et al., 1991). Dies würde zu einem schnelleren Abfall von ABZSO 

und einer verminderten Wirkung der Kombination von ABZ mit RTV bedeuten. Der 

dadurch entstehende schwächende Effekt wurde scheinbar durch die  Hemmung 

von CYP-3A4 und P-gp bzw. MRP2-Transporter unterdürckt . 

Durch diese Kombination wurde die Wirkung von ABZ so verstärkt, dass sie den 

schädigenden Effekt einer 100-fach höher konzentrierten ABZ-Gabe übertraf (Abb. 

9, 10).  

In einem klinischen Fallbericht wurde eine verlangsamte Progression von E. 

multilocularis beabachtet. Dabei wurde ein HIV Patient, der mit E. multilocularis 

coinfiziert war, mit MBZ und RTV gleichzeitig behandelt (Zingg et al., 2004). Die 

weitere Progression von E. multilocularis konnte damals bei der Spiegelmessung 

mit einem zwanzigstel der Standardkonzentration an MBZ verhindert werden. 

Damit lässt sich beweisen, dass eine Kombination von ABZ mit RTV einen 

deutlich besseren schädigenden Effekt auf Vesikel von E. multilocularis in vitro 

hat. Das würde mit der Beobachtung von Zingg et al. übereinstimmen, die eine 

verlangsamte Progression von E. multilcoularis unter Benutzen der gleichen 
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Kombination (ABZ mit RTV) feststellten. Es bleibt weiterhin unklar, wie sich der 

Spiegelverlauf von ABZ und ABZSO verhält. Eine Bestimmung der Spiegel beider 

Substanzen wurde leider aus dem Kultursystem nicht verlässlich erfolgt.  

 

4.3. Einfluss von PZQ in der Kombination mit ABZ: 

 

In den oben beschriebenen Versuchen wurde PZQ verschiedener  Konzentration 

auf Vesikel von E. multilocularis  untersucht. Bemerkenswerterweise entfaltet PZQ 

keinen schädigenden Effekt. Patzschke et al. beschrieben 1979, dass PZQ fast 

komplett im Intestinaltrakt resorbiert wird. Andrew et al. 1983 stellten fest, dass 

PZQ einen sehr starken und schnellen Metabolismus bzw. first pass Effekt in der 

Leber durchläuft, was zum inaktiven Metaboliten führt. Dieser schnelle 

Metabolismus erfolgt in vitro bei Anwesenheit von Rattenleberzellen innerhalb 4 

Stunden (Meier and Blaschke, 2001). Das könnte der Grund dafür sein, dass PZQ 

in den getesteten Konzentrationen unwirksam war.  

Hingegen verursacht die Kombination von ABZ mit PZQ eine verstärkte 

Schädigung auf Vesikel von E. multilocularis. ABZ als Einzelsubstanz gleicher 

Konzentration wirkte deutlich langsamer und schwächer als die Kombination (Abb. 

9,12). PZQ wird hauptsächlisch durch CYP-Enzym rasch metabolisiert. R. Bertz 

und R. Granneman konnten 1997 zeigen, dass PZQ durch CYP metabolisiert wird, 

eine genaue Eingrenzung auf ein Isoenzym fand leider nicht statt. Eine Studie zur 

Untersuchung der Interaktion von Grapefruitsaft, der hauptsächlich CYP 3A4 

hemmt, legt die Vermutung nahe, dass PZQ über dieses Isoenzym metabolisiert 

wird (Castro et al., 2002), (Godawska-Matysik and Kieć-Kononowicz, 2006). Da 

ABZ zum größten Teil durch CYP3A4 metabolisiert wird, ist eine Konkurrenz 

zwischen PZQ und ABZ um dieses Enzym anzunehmen. Vermutlich wird PZQ 

stärker vom CYP3A4-Enzym metabolisiert und ABZ langsamer. Dadurch wurden 

sehr geringe Konzentrationen von ABZ so verändert, dass diese zu einer längeren 

Wirkung von ABZ und ABZSO führten. Die Kombination ABZ mit PZQ wirkt stärker 

schädigend als ABZ allein. 

ABC-Transporter spielten wahrscheinlich dabei keine Rolle, da PZQ keine 

Wirkung auf P-gp bei der Untersuchung auf LLC-PK1 (renale Epithel Zelllinie) hat 

(Dupuy et al., 2010).  
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Eagling konnte bereits zeigen, dass RTV CYP-Enzyme hemmt. Hauptsächlich 

werden CYP3A4 und CYP2D9 gehemmt. PZQ wird, wie schon oben beschrieben, 

von CYP3A4 metabolisiert. Somit würden diese unterschiedlichen Abbauwege von 

RTV und PZQ über CYP-Enzyme zu einem verlangsamten Metabolismus von 

PZQ und vermutlich zu einem verbleibenden erhöhten Spiegel von PZQ führen, 

was trotzdem keine schädigende Wirkung auf die Vesikel der E. multilocularis 

entfaltete. Während RTV zusammen mit ABZ eine rasche Wirkung verrursachte, 

entfaltete RTV mit PZQ keine Wirkung. Dies lässt den Umkehrschluss zu, dass die 

starke Wirkung der Kombination ABZ mit PZQ hauptsächlich durch ABZ bedingt 

wird. Daraus lässt sich folgern, dass das Anthelminthikum PZQ und der 

Proteasehemmer RTV vor allem für die Verlangsamung des Metabolismus von 

ABZ verantwortlich sind. Die Wirkung dieser Kombinationen PZQ mit ABZ und 

RTV mit ABZ kommt allein durch ABZ und seinen Metabolit ABZSO zustande.  

In einer Arbeit wurde die Kombination von ABZ mit PZQ an gesunden Freiwilligen 

untersucht (Lima et al., 2011). Es zeigte sich eine sehr starke Erhöhung der 

Konzentration von ABZSO. (+) ABZSO-Enantiomer wurde um 264 % und der (–) 

ABZSO-Enantiomer um 358% erhöht. Es zeigte sich aber dabei nur eine geringe 

Erhöhung vom (–) PZQ-Enantiomer um 64,77 % und eine unveränderte Kinetik 

vom (+) PZQ-Enantiomer (Lima et al., 2011). Das verstärkt die Vermutung, dass 

die bei der vorliegenden Arbeit erzielte verstärkte schädigende Wirkung durch 

ABZ verrursacht wurde. 

 

4.4. Einfluss von IVM in der Kombination mit ABZ: 

 

IVM zeigte in den Konzentrationen von 1 und 2 µg/ml keine Wirkung. Die 

Konzentrationen von 5 und 10 µg/ml schädigten alle Vesikel sowie die Feeder-

Zellen. Aus diesem Grund ist die Verwendung einer hohen Konzentration IVM 

nicht aussagefähig, da die Feeder-Zellen zugrunde gehen (Abb. 14). Bray et al. 

1999 beschrieben keine Aufnahme von Glucose in Zellen unter Behandlung mit 

IVM. Dies könnte der Grund dafür sein, dass HepG2-Zellen mit diesen 

Konzentrationen zugrunde gegangen sind. Vermutlich stieg die Osmolarität im 

Medium unter der Gabe von IVM an, sodass die HepG2-Zellen an Turgor verloren 

haben, was die Ursache für Schädigung der Vesikel darstellen könnte. 
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Im Vergleich zur Behandlung mit IVM konnte durch die kombinierte Gabe von ABZ 

mit IVM eine deutliche Potenzierung des schädigenden Effektes auf Vesikel von 

E. multilocularis erreicht werden. Während 1 oder 2 µg/ml IVM keine Wirkung 

zeigten, konnte durch die Kombination mit 0,1 µg/ml ABZ eine schädigende 

Wirkung erreicht werden. Es entstand durch die Kombination eine bessere und 

schnellere schädigende Wirkung auf Vesikel der E. multilocularis als durch ABZ 

allein (Abb. 9,15). Die Zeit bis zu einer 50% Schädigung der Vesikel konnte bei 

einer Kombination von 1 µg/ml IVM mit 0,1 µg/ml ABZ um etwa 5-6 Tage im 

Vergleich zur Behandlung mit 0,1 µg/ml ABZ verkürzt werden. Trotz der sehr 

niedrigen Konzentration an ABZ erzielte man im Versuch mit dieser Kombination 

eine fast gleiche Wirksamkeit wie die 100-fache Konzentration (10 µg/ml) von 

ABZ.  

Zur Erklärung der stärkeren schädigenden Wirkung bei der Kombination von IVM 

und ABZ gibt es mehrere Hypothesen: Zum einen der Metabolismus durch CYP-

Enzyme zum anderen die Interaktion mit P-gp und MRP-Transportern sowie der 

osmotische Druck durch Glukose und Elektrolyte.  

Erstens wird IVM wiederum hauptsächlich durch das Enzym CYP3A4 bei 

Menschen metabolisiert (Zeng et al., 1998). Man kann annehmen, dass durch die 

Konkurrenz von ABZ und IVM um CYP3A4 auch eine verlangsamte 

Metabolisierung und Abbau von ABZ verursacht.  

Zweitens ist IVM ein Substrat von MRP1, MRP2 und P-gp (Didier and Loor, 1996), 

(Pouliot et al., 1997), (Lespine et al., 2006). Auf der anderen Seite ist ABZSO ein 

Substrat der P-gp und MRP 2 (Merino et al., 2003). Dies führt vermutlich 

wiederum zu einem verlangsamten Abbau und Abtransport von ABZSO. Molento 

et al. testete 2003 die Wirkung der Kombination von IVM mit Verapamil. Verapamil 

ist ein P-gp und CYP3A4-Hemmer. Es wurde gezeigt, dass die maximale IVM 

Konzentration bei der Kombination höher als die der Monotherapie war. Die 

vermutete Wirkung wurde damals hauptsächlich auf die Hemmung von P-gp im in 

vivo System zurückgeführt. Dies weist auf die Wichtigkeit von p-gp beim Abbau 

vom IVM hin. Auch in vitro konnte bei einer Kombination von IVM mit Azithromycin 

nachwiesen werden, dass P-gp eine große Rolle beim Metabolismus von IVM in 

vitro spielen (El-Tahtawy et al., 2008). Damit könnte vermutlich eine Konkurrenz 
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von IVM und ABZSO um die MRP-Transporter und die P-gp stattfinden, was die 

Konzentration von ABZSO vermutlich länger erhöht bzw. den Abbau von ABZSO 

verlangsamt. 

Drittens stellten Bray et al. 1999 fest, dass unter Behandlung mit IVM keine 

Aufnahme von Glucose in Zellen stattfindet. Tote et al. beschrieben 1990, dass 

der Transport von Glucose durch die Hemmung der Polymerisation von Tubuli 

durch ABZ erschwert ist. Somit könnte eventuell die Konzentration von Glucose 

außerhalb der HepG2 Zellen erhöht werden, was einen verstärkten osmotischen 

Druck im Kulturmedium der Vesikel aufbaut. Damit könnte ein verstärkter Verlust 

von Vesikelflüssigkeit durch den erhöhten osmotischen Druck entstehen. Dadurch 

erfolgt eine verstärkte Schrumpfung, was eine verstärkte Schädigung der Vesikel 

begünstigt. Arise et al. konnten 2009 bereits in vivo eine erhöhte 

Glucosekonzentration im Blut bei der Kombinationstherapie von ABZ und IVM 

nachweisen. 

Die Konkurrenz um CYP-Enzyme, MRP-2 und P-gp-Transporter bzw. der Aufbau 

eines erhöhten osmotischen Druckes im Medium sind in ihrer Summe vermutlich 

für den verstärkten schädigenden Effekt der Kombination von ABZ mit IVM 

ursächlich. Somit wird der Metabolismus von ABZ durch IVM so verändert, dass 

selbst eine niedrige Konzentration an ABZ eine sehr starke schädigende Wirkung 

auf Vesikel von E. multilcularis in kurzer Zeit erzielt. 

In vivo ist die verstärkte schädigende Wirkung von IVM in Kombination mit ABZ 

bereits bei anderen Erkrankungen wie z. B. Zystische Echinokokkose und 

Gastrointestinale Nematoden untersucht (Casado et al., 2002), (Alvarez et al., 

2008). Eine Kombination von IVM mit ABZ auf E. multilocularis-Larven in vivo ist 

noch nicht getestet worden.  

IVM kann in sehr hohen Konzentrationen ZNS Nebenwirkungen verursachen. Die 

Bioverfügbarkeit von IVM liegt bei etwa 50% (Ottesen and Campbell, 1994). Eine 

orale Dosis von IVM bis 120 mg wöchentlich wurde am Menschen getestet ohne 

relevante Unverträglichkeiten (Guzzo et al., 2002). Auch in einer Studie von 400 

Patienten, die mit bis 400 µg/kg täglich mit IVM behandelt wurden, waren die 

Nebenwirkungen sehr gering (Martin-Prevel et al., 1993).  
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Bei der Kombination von RTV mit IVM verschiedener Konzentrationen konnte kein 

schädigender Effekt auf Vesikel von E. multilocularis nachgewiesen werden. Abb. 

16 und 12 zeigen einen gleichen Kurvenverlauf der Kombination wie die 

Einzelsubstanzen. Da IVM mit ABZ bzw. RTV mit ABZ einen sehr starken 

schädigenden Effekt auf Vesikel von E. multilocularis entfalten und RTV mit IVM 

keinen schädigenden Effekt auf Vesikel hat, lässt dies wiederum den 

Umkehrschluss zu, dass die Hauptwirkung der Kombinationen durch ABZ geleistet 

wird. Die kleinen Dosen an IVM verändern nur den Metabolismus und die 

Clearance von ABZ und seiner Metaboliten, sodass es zur verstärkten 

schädigenden Wirkung auf Vesikel von E. multilocularis kommt.  

Im Grunde entspricht der verstärkte schädigende Effekt der Kombination ABZ mit 

IVM sowie ABZ mit PZQ dem gleichen Effekt wie bei der Kombination von ABZ mit 

NTX (Stettler et al., 2004). Es war nicht ganz klar, wie dieser verstärkte Effekt bei 

der Kombination ABZ mit NTX zustande kommt. Am ehsten war das durch den 

Metabolismus von ABZ und NTX über das gleiche Enzym oder Enzymkomplex 

verrursacht (Stettler et al., 2004). NTX wird dadurch stärker zu den Metaboliten 

Tizoxanid und Tizaxonid-Glucose verstoffwechselt und damit bleibt gleichzeitig die 

Konzentration der anderen Substanz (ABZ) bzw. ihrer Metaboliten (ABZSO) 

länger erhöht (Stettler et al., 2004). In Studien hat sich gezeigt, dass weder NTX 

noch sein Metabolit Tizoxanid eine Interaktion mit CYP-Enzymen hat (Rossingol, 

2009). Während vermutlich CYP-Eznyme bei der Kombination von ABZ mit NTX 

keine Rolle spielten, sind sie ein wichtiger Baustein bei der vorliegenden Arbeit. 

Leider konnten die ABZSO Spiegel aus dem Kultursystem nicht verlässlich 

bestimmt werden, um diese Hypothese weiter abzusichern. 

 

4.5. Einsatzpunkte untersuchter Kombinationen: 

 

Eine Substanzkombination wurde zum ersten Mal gegen Lepra, Tuberkulose und 

später auch HIV eingesetzt. Das Ziel der kombinierten Therapie ist einen 

summierenden Effekt mit einer niedrigeren Konzentration zu erzielen und damit 

gleichzeitig das Nebenwirkungspotenzial zu verringern. Auch der 

Resistenzenbildung durch eine Monotherapie soll vorgebeugt werden. 
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Wie aus den Versuchen zu entnehmen ist, konnte die in vitro applizierte Dosis von 

ABZ in der Kombination mit anderen Substanzen stark reduziert werden. Dies ist 

besonders wichtig bei Patienten, die Lebererkrankungen und Toxizität durch hohe 

Spiegel bei einer ABZ Therapie haben. Ein Todesfall im Zusammenhang mit der 

ABZ Therapie eines Patienten mit E. granulosus, der gleichzeitig eine 

Leberzirrhose Child B hatte, wurde beschrieben (Opatrny et al., 2005). Es wurde 

während der dritten Woche der Therapie mit ABZ eine Panzotyponie beobachtet, 

die anschließend zum Tode führte. Durch die Dosisreduktion an ABZ können 

solche lebensbedrohliche Nebenwirkungen vermieden werden. 

Die Kombinationstherapie von ABZ mit dem Protease-Inhibitor RTV könnte eine 

vielversprechende Maßnahme bei Patienten mit HIV Infektion und gleichzeitgier 

Infektion mit E. multilocularis darstellen. Sailer et al. berichteten 1997 von einem 

6-jährigen Mädchen mit einer HIV Infektion. Es wurde bei ihr eine schnell 

fortschreitende Infektion mit alveolärer Echinokokkose beobachtet. Obwohl 

Erfahrungen mit Koinzidenz von HIV und alveolärer Echinokokkose eine extreme 

Rarität ist, könnte die medikamentöse Kombination ABZ mit RTV bei nicht mit HIV 

infizierten Patienten eingesetzt werden. Vor allem in niedrigen Konzentrationen ist 

RTV gut verträglich. 

Attraktiver ist jedoch die Kombinationstherapie von Anthelminthika wie ABZ mit 

IVM oder mit PZQ. Dies könnte besonders in den Tropen bei Koinzidenz mehrerer 

Wurmspezies, u. a. den Echinokokken, bedeutend sein. 

Unter der Kombination von Anthelminthika IVM und PZQ mit ABZ sowie des 

Protease-inhibitors RTV mit ABZ könnte bei ausreichender Wirkung eine 

Dosisreduktion und damit eine Minimierung des Nebenwirkungspotenzials erzielt 

werden. Dies scheint auch ein vielversprechender Therapieansatz des 

E. multilocularis zu sein.  

Um diese Resultate abzusichern, sind weitere präklinische Untersuchungen der 

getesten Substanzen im Mausmodell notwendig. 
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5. Zusammenfassung: 

 

 

Die alveoläre Echinokokkose ist eine der gefährlichsten parasitären Erkrankungen. 

Süddeutschland ist ein Endemiegebiet für diese Erkrankung. Benzimidazole wie 

zum Beispiel Albendazol und Mebendazol sind Standardtherapeutika. Für die 

Therapie sind jedoch hohe Konzentrationen erforderlich, was mit einem 

vermehrten Auftreten von Nebenwirkungen verbunden ist. Da die Infektion eine 

lange Latenzzeit hat und die Erkrankung daher erst spät entdeckt wird, beginnt die 

medikamentöse Therapie der tumorartig invasiv wachsenden Herde spät. Bei 

einigen Patienten schlägt die Therapie in diesem Stadium nicht mehr an, sodass 

die Prognose verschlechtert und die Überlebenszeit verkürzt ist. 

Das Ziel unserer Versuche war es, verschiedene Medikamente sowohl alleine als 

auch in Kombination mit anderen Medikamenten zu testen, um alternative 

Therapien mit möglichst geringen Konzentrationen und damit eventuell geringen 

Nebenwirkungen zu finden.  

 

Methodik: 

In einem in vitro Modell wurde Metazestodengewebe angezüchtet und weiter 

kultiviert. Die Substanzen wurden in verschiedenen Konzentrationen und in 

Kombination mit anderen Wirkstoffen getestet. Es galt herauszufinden, ob die 

Konzentration der einzelnen Substanz in Kombination reduziert werden konnte, 

ohne dabei die Wirkung in vitro zu vermindern. Bei der Auswahl der getesteten 

Substanzen wurde ihren Metabolismus über Cytochrom-P450 Enzyme 

berücksichtigt. 

 

Ergebnisse: 

Albendazol war die einzige Substanz, die in sehr niedriger Konzentration noch 

eine Wirkung auf Vesikel von Echinococcus multilocularis zeigte. In Kombination 

mit Praziquantel war die Wirkung mit vollständiger Schädigung innerhalb von vier 

Tagen ablesbar. Auch die Kombination von dem Proteaseinhibitor Ritonavir mit 

Albendazol in niedrigster Konzentration war fast gleich effektiv wie die 

Kombination von Praziquantel mit Albendazol oder von Ivermectin mit Albendazol. 
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Die Wirkung, die so erreicht werden konnte, war stärker als die von Albendazol in 

100-facher höherer Konzentration. 

Metazestodengewebe und die entstehenden Vesikel von Echinococcus 

multilocularis  bleiben in vitro nur in Anwesenheit von Humanen Leberzellen intakt. 

 

Schlussfolgerung: 

Die Kombination der Anthelminthika Albendazol, einem Benzimidazolderivat, mit 

Ivermectin und Praziquantel könnte eine mögliche Alternative zur 

Standardtherapie sein. Es ist anzunehmen, dass Ivermectin und Praziquantel den 

Metabolismus von Albendazol verändern und damit die suffizienten Spiegel von 

Albendazol erzielen. Eine maximale Schädigung der Vesikel ist erreicht. Auch die 

Kombination von Albendazol mit dem Protease-inhibitor Ritonavir, ein Cyotchrom 

P450-Inhibitor, zeigte effektive Wirkung in vitro. Diese ausgeprägte schädigende 

Wirkung verschiedener Kombinationen auf Vesikel von Echinococcus 

multilocularis beruht  auf der Veränderung des Metabolismus von Albendazol 

durch Wirkung auf Cytochrom-P450 Enzyme sowie Efflextransporter P-

Glykoproteine und Multidrugresistanceproteine.  

Diese Resultate regen die Durchführung präklinischer Versuche in vivo (Maus) an, 

um die zeitliche Abfolge der Kombinationen festlegen zu können und damit eine 

Empfehlung zur Anwendung beim Menschen erwogen werden kann. 
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