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Antimykotische Eigenschaften von Bifonazol (Mycospor®)

in vitro und in vivo

Antimycotic properties of bifonazol (Mycospor?®) in vitro and in vivo

M. PLEMPEL, Wuppertal *)

Zusammenfassung

Die experimentellen Eigenschaften von Bifonazol, einem
neuen, halogenfreien Imidazolantimykotikum zur topischen
Therapie von Dermatomykosen, werden dargestellt.

Die hohe antimykotische Potenz des Wirkstoffes und seine
lange Hautverweildauer im Infekt-Protektionstest bei Meer-
schweinchen erméglichten bei Dermatomykosen eine Ver-
kiirzung der Therapiedauer auf ca. 2—3 Wochen bei nur ei-
ner Applikation pro Tag.

Summary

The experimental properties of bifonazol are described, this
compound is a new, halogen-free imidazole antimycotic
agent for the local therapy of dermatomycoses.

Infection-protection tests carried out on guinea pigs show
that the active substance has a high potency and remains
on the skin for a long time. As a result the treatment of der-
matomycoses can be reduced to approximately 2 — 3 weeks
with only one application per day.

A. Einleitung

Die seit 1971 im Handel verfugbaren Antimykotika aus der Azol-
klasse haben die Therapiesituation bei Dermatomykosen und vul-
vovaginalen SproBpilzinfektionen wesentlich verbessert. Bei den
verschiedenen Tinea-Formen, Candidosen der Haut und Schleim-
haute und der Pityriasis versicolor kénnen z. B. mit Glotrimazol Hei-
lungsquoten bis 85% erreicht werden. Dazu sind — bei téglich
2- 3maliger Applikation — Therapiezeiten von 4 —6 Wochen erfor-
derlich. Die Therapie stellt also recht hohe Anforderungen an die
Mitarbeit der Patienten. Ist die Compliance mangelhaft, kommt es
héufiger zu Rezidiven oder Therapieversagern. Die beiden Gom-
pliance-abhéngigen Faktoren Therapiedauer und Applikationshéu-
figkeit schienen uns geeignete Ansatzpunkte far eine Verbesse-
rung der lokalen antimykotischen Therapie zu sein.

Tab. 1: Forschungsziele far ein neues Lokalantimykotikum

1. Allgemeine Eigenschaften eines neuen Praparates:
a) breites Wirkungsspekirum
b) gonstige Resistenzsituation
¢) gute Haut- und Schleimhautvertraglichkeit

. Zusatzliche Eigenschaften als Auswahlparameter
d) verstarkte Fungizidie
) lange Hautverweildauer
f) Wirkungsspitzen bel Problemkeimen und Probleminfektionen —
z. B. Torulopsis glabrata oder Tinea capitis

ha

. Daraus resultierende klinische Vortelle:
g) kiirzere Therapiedauar
h) reduzierte Applikationshaufigkeit pro Tag
i) geringere Rezidivhaufigkeit

(<]

In der Tab. 1 sind die Wirkstoff-Eigenschaften zusammengestellt,
die nach unserer experimentellen Erfahrung notwendig sind, um
die Ziele Therapiezeitverkirzung und Reduzierung der Applika-
tionshaufigkeit bei Haut- und Schleimhautmykosen zu erreichen.

*) M. Plempel, Inst. f. Chemotheraple, Bayer AG, Pharma-Forschungszentrum, Postfach
101708, D-5600 Wuppertal 1

B. Allgemeine Angaben zum Bifonazol

Der Wirkstoff, ein halogenfreles Azolderivat, mit der chemischen
Bezeichnung 1-[a-(Biphenyl)-benzyllimidazole und dem Molekular-
gewicht 310,4 wurde von E. REGEL im Bayer Pharma-Forschungs-
zentrum Wuppertal synthetisiert. Es bildet farblose, geruchs- und
geschmackslose Kristalle. Die Strukturformel ist in Abb. 1 wieder-
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Abb. 1: Strukturformel von Bifonazol

Bifonazol ist mit einer Loslichkeit von 1 meg/m| praktisch unloslich
in Wasser und mit 25 — 40 ml/g I6slich in Benzol, Methanol und Ace-
ton. Die sehr geringe Wasserldslichkeit des Praparates muB bei
Wirksamkeitsbestimmungen in vitro beriicksichtigt werden.

Der Wirkstoff ist in L&sung unter schwach sauren bis schwach
alkalischen Bedingungen stabil, wahrend in stark saurem und
stark alkalischem Milieu langsame Zersetzung erfolgt. Bifonazol-
Lésungen sind lichtempfindlich.

C. Experimentelle Eigenschaften von Bifonazol

Aus 15jahriger Erfahrung mit Azol-Wirkstoffen ist uns bekannt, daf
in-vitro-Wirkungen von Azolderivaten auf Pilze nur unbefriedigend
mit ihrer In-vivo-Wirksamkeit am infizierten Versuchstier oder am
Patienten korrelieren, da die minimalen Hemmkonzentrationen der
Azole in vitro von folgenden Faktoren stark beeinfluBt werden:

1. GréBe des Keiminokulums pro ml Substrat

2. Zusammensetzung des Nahrsubstrates

3. Bebratungszeit

4. physiologischer Zustand der Pilzzellen

5. mehrstindige Lag-Phase bis zum Wirkungseintritt
6. Wasserldslichkeit des Wirkstoffes.
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Tab. 2: Abhangigkeit der MHK-Werte von Bifonazol bei C. albicans von Nahrsubstrat und
Keiminokulum

Testbedingungen MHK von Bifonazol bei Cand. albicans in meg/ml

a) Sabouraud-Medium

85103 KeimefmI 2-16
1x107 Kelme/m| >64 - 128
b) Kimmig-Madium
5x%10% Keime/m| 0,125
=16 -32

1% 107 Keime/ml

Tab. 3: Antimykotisches Wirkungsspektrum und Wirkungsintensitat in vitro

Pilz-Species Durchschnittliche MHK-Werte in mcg/mi bei
Bifonazol Clotrimazol Miconazol
Dermatophyten <0,25-2 0,062-1 0,062—-4
Candida albicans 0.5-4 <0,25-1 05-2
andere Candida-Arten 0,56 -16 0,5-4 05-10
Torulopsis glabrata <0,25 1-4-16 1-4-32
Aspergillus fumigatus 05-2 0,062 -1 0,062-2
andere Aspergillus-Arten 0,5-4 05-4 05-8
Chromomyceten 0.1-05 1-2 05-2
biphasische Pilze 0,062-1 0,062 -1 0,062 - 0,5

In der Tab. 2 ist als Beispiel fur das Ausmab der Abhangigkeit der
In-vitro-Wirkung von Bifonazol auf Candida albicans von den Test-
bedingungen in vitro die Beeinflussung der MHK-Werte durch Ino-
kulumgréBe und N&hrsubstrat dargestellt.

Zur Zeit gibt es noch keine voll befriedigende Erkldrung zu einigen
dieser Wirkungsabhéngigkeiten der Azole in vitro.

Die in Tab. 3 dargestellten und unter konventionellen Testbedin-
gungen ermittelten In-vitro-Wirkungen von Bifonazol im Vergleich
zu Clotrimazol und Miconazol massen far alle 3 Praparate unter
diesen Einschrankungen bewertet werden.

Unter diesen konventionellen Testbedingungen zeigt Bifonazol das
azoltypisch breite Wirkungsspektrum und eine Wirkungsintensitat,
die etwa zwischen der von Clotrimazol und Miconazol liegt. Gegen-
Uber Pityrosporum-Arten und Corynebakterien wirkt Bifonazol mit
0,5-2 mcg/ml, Staphylokokken und Streptokokken zeigen MHK-
Werte zwischen 2 und 16 mcg/ml.

In einem gewissen Gegensatz zu diesem fir Azol-Wirkstoffe nor-
malen Verhalten in vitro steht die sehr gute In-vivo-Wirksamkeit
von Mycospor®-Creme und Lésung am Modell der experimentellen

Meerschweinchen-Trichophytie durch T. mentagrophytes: Die Abb.
2 und 3 zeigen den kurativen Effekt einer 0,1%igen Bifonazol-Cre-
me im Vergleich zu einem unbehandelten Kontrolitier am 12, Tag
p.i. Bifonazol wurde in diesem Versuch nur imal — am 3. Tag p.i.
— appliziert.

Vergleichbar gute Ergebnisse konnten wir in diesem Versuchsmo-
dell bisher nur mit 1%iger Clotrimazol-Creme und der 2%igen
Miconazolnitrat-Creme erreichen. Systematische Untersuchungen
mit 0,05—-0,1-0,5 und 1%igen Formulierungen von Bifonazol an
insgesamt 140 Trichophyton-infizierten Meerschweinchen ergaben
eine klare Uberlegenheit von Bifonazol-Creme und -L&sung im Ver-
gleich zu anderen Azol-Derivaten, die — Im Falle von Clotrimazol
— den Faktor 5— 10 betrug. Auffallend war die nach nur 1maliger
Wirkstoffapplikation am 3. Tag p.i. sehr geringe Rezidivquote der
Bifonazol-behandelten Tiere mit ca. 3%.

Unter Testbedingungen, die der sehr geringen Wasserldslichkeit
des Praparates und seinen Wirkungsmechanismus-bedingten, spe-
ziellen antimykotischen Eigenschaften angepaBt waren, konnte
die antimykotische Potenz des Praparates auch in vitro demon-
striert werden:

1. Wirkung von Bifonazol auf rasch proliferierende Dermatophyten

Werden Dermatophyten in Kimmig-Nahriésung in Schittelkulturen
gezlchtet, zeigen z. B. Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum
und M.canis eine rasche Proliferation. In Wirkstoff-freien Kontroll-
kulturen kénnen bei T. mentagrophytes innerhalb von 3 Tagen My-
celtrockengewichte von =330 mg erreicht werden. Bei Zusatz von
3 -6 Nanogramm (0,003 - 0,006 mcg) Bifonazol pro ml Nahrsub-
strat wurden nach 3 Tagen nur noch Myceltrockengewichte von
6 —7 mg gemessen (=2% der Kontrolle), beim Clotrimazol mit 6 ng
— unter identischen Versuchsbedingungen — 51 mg (=15% der
Kontrolle). In den Abb. 4 und § ist dieser Versuch mit Bifonazol dar-
gestellt.

2. Fungizide Wirkung auf Dermatophyten

Bifonazol wirkt auf proliferierende Mycelien — jedoch nicht auf
Mikro- und Makrokonidien — von Dermatophyten, speziell Trich.
mentagrophytes und Trich. rubrum, in Kimmig-Medium mit Konzen-
trationen =5 mcg/ml und einer Einwirkungszeit von =6 Std. fungi-
zid. Beim Clotrimazol sind unter gleichen Versuchsbedingungen
fungizide Effekte erst mit Konzentrationen >10-20 mcg/ml und
einer Einwirkungszeit von =12 Std. nachweisbar.

Abb. 2: Meerschweinchen-Trichophytie durch Trichophyton mentagrophytes. Unbehan-
deltes Kontrolltier am 12. Tag p.i.
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Abb. 3: Meerschweinchen-Trichophytie durch Trichophyton mentagrophytes. 1x am
3.Tag p.l. mit 0,1%:iger Bifonazol-Creme behandeltes Tier am 12. Tag p.i.
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Abb. 4: Trich. mentagrophytes-Schattelkultur nach 96stindiger Bebritung. Keimeinsaat:
1% 108ml, Myceltrockengewicht: 336 mg

3. Wirkung in ,subinhibitorischen“ Konzentrationen

Eine bel Imidazol-Antimykotika allgemeine Eigenschaft, die Ver-
langsamung des Keimwachstums und der Keimvermehrung in Kon-
zentrationen unterhalb der minimalen Hemmkonzentration ist
beim Bifonazol stark ausgepragt: Bei Dermatophyten wird das

Abb. & ,Halbseiten'-Versuch zur Partlalhemmwirkung von Bifonazol bel TllchophyTon
tonsurans. (MHK 100%: 2 mcg/ml). Linke Seite: Wirkstoff-treie Kontrolle; rachte Seite:
Wachstumshemmung durch 0,1 meg Bitonazoliml Agar

Abb. 5: Trich. mentagrophytes-Schilttelkultur mit Zusatz von 3 Manogramm Bifonazol
nach 98stindiger Bebritung, Keimeinsaat: 1x 105/ml, Myceltrockengewicht: B-7 mg
(=2% der Kontrolle)

Keimwachstum durch Bifonazol-Konzentrationen, die um die Fak-
toren 10 — 20 unter der MHK der Keime liegen, auf etwa 5§ — 15% der
Wirkstoff-freien Kontrollkulturen reduziert. In der Abb. 6 ist dies am
Beispiel von T. tonsurans dargestellt.

Diese stark wachstumsverlangsamende Wirkung von subinhibitori-
schen Bifonazol-Konzentrationen bei Dermatophyten dirfte —
speziell in den tieferen Schichten der Haut — von therapeutischer
Relevanz sein.

4. Wirkung auf die Mycel-Bildung von C. albicans

Kultiviert man Candida albicans in Eagle-Medium, das als morpho-
genen Faktor fetales Kalberserum enthélt, so bilden 70% der ino-
kulierten Candida-SproBzellen Mycelien (Abb. 7).

Setzt man dem Eagle-Medium Bifonazol in Konzentrationen ab
0,062 meg/ml zu, wird die Mycelbildung von C. albicans véllig unter-
drickt und man findet nur verklumpte und gequollene SproBzellen
(Tab. 4).

Dieses Ergebnis ist wichtig und interessant, da Mycelien von C. al-
bicans als die invasive Infektionsform des Erregers betrachtet wer-
den, SproBzellen dagegen als Kontaminationsform.

5. Virulenzabschwédchung von C. albicans durch Vorbehandlung
mit Bifonazol

Setzt man C. albicans-Sprobzellen in flissigem Kimmig-Medium
12 — 24 Stunden lang der Einwirkung von Bifonazol in Konzentratio-
nen von 0,5 —4 meg/ml aus, filtriert die Keime dann ab und wascht
sie wiederholt mit phys. NaCl-Lésung, so sind sie beim Ubertragen
auf Petrischalen mit Kimmig-Agar noch subkulturfahig, zeigen
aber deutliche, Wirkstoff-bedingte Zellwandschaden (Abb. 8).

Injiziert man 10° dieser vorbehandelten und geschédigten, aber
noch kulturfahigen Keime iv. bei Mausen, so kommt es nicht mehr
zur Infektion, die Mause zeigen keinerlei Krankheitssymptome,
wahrend Kontrolltiere nach iv.-Infektion mit der gleichen Keimzahl
unbehandelter Candida-Zellen 5—6 Tage p.i. an einer Nierencandi-
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Tab. 4: Wirkung von Bifonazol auf die Pseudomycel-Bildung von Candida albicans in
Eagle-Madium

Wirkstotf-Konzentration Marphologie der Candida-Zellen in Eagle-Medium

in mogiml

0 (Kontrolle) ca. 7T0% Pseudomycel

0,031 ca. 30% Pseudomycel, 70% SproBzellen

0,062 fast ausschlieBlich SproBzallen einzeln noch
elongiert

0,125 Sprofzellen

0,25 wenige verklumpte SproBzelien

dose sterben. Wir fihren diese Virulenzabschwachung Bifonazol-
vorbehandelter Candida-Zellen auf eine durch die Zellwandschadi-
gung bedingte Unfahigkeit zur Adhdsion an die Zelloberflachen
des Makroorganismus zurlick, wodurch die Keime ihre Infektiositat
verlieren.

6. pH-Abhédngigkeit der Bifonazol-Wirkung

Bifonazol hat — im Gegensatz zum Clotrimazol, das bei pH-Werten
zwischen 3 und 8 eine uniforme antimykotische Wirkung zeigt —
ein ausgepragtes Wirkungsoptimum im pH-Bereich zwischen 6,7
und 7,4. Bel saurem und alkalischem pH sind bei Dermatophyten
und Hefen zur Keimhemmung bis 10mal hohere Wirkstoffkonzen-
trationen erforderlich. Diese pH-Abhangigkeit der Wirkung mag
eine der Ursachen fir die unterschiedliche In-vitro-Wirksamkeit
von Bifonazol in verschiedenen Néhrsubstraten sein.

7. Resistenzverhéltnisse

Die Resistenzsituation ist beim Bifonazol Azol-typisch glnstig: die
Primarresistenzquote humanpathogener Pilze mit MHK-Werten
=32 mca/ml betragt, bezogen auf >1.000 geprofte Dermatophy-
ten-, Hefen- und Aspergillus-Stamme, > 0,5%.

Sekundéare Resistenzentwicklungen konnten weder im Passagever-
fahren noch mit Gradienten-Platten beobachtet werden.
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Abb. 7: Mycelbildung von Candida albicans in Eagle-Me-
dium

Abb. 8: Candida albicans SproBzellen unter dem EinfluB
von 4 meg Bifonazolim| Substrat. Typische Zellwandscha-
digung

8. Hautverweildauer im Tierexperiment

Bei Infekt-Protektionsversuchen mit Mycospor®-Creme am Modell
der Meerschweinchen-Trichophytie durch Trich. mentagrophytes
konnte die Hautverweildauer von Bifonazol nach topischer Appli-
kation von 0,5 ml der 1% igen Formulierung auf eine Hautoberfla-
che von ca. 3x 3 cm mit 50 — 60 Std., die der Mycospor-Lésung auf
=36 — <48 Std. bestimmt werden. Unter gleichen Versuchsbedin-
gungen zeigte Clotrimazol — als Canesten®-Creme und Lésung an-
gewandt — eine Hautverweildauer von 36 bzw. 24 — 30 Std.

D. SchluBifolgerungen aus den experimentellen Eigen-
schaften von Bifonazol

Die dargestellten experimentell antimykotischen Eigenschaften
von Bifonazol, besonders die Uiberzeugende therapeutische Wir-
kung nach topischer Applikation im Tierexperiment, der fungizide
Wirkungstyp bei Dermatophyten und die verldngerte Hautverweil-
dauer im Infekt-Protektionstest erméglichten uns den Vorschlag,
vom bisher Giblichen Therapie- und Dosierungsschema bei Derma-
tomykosen abzuweichen. Statt, wie bisher Ublich, bei einer Thera-
piedauer von 4 -6 Wochen ein Antimykotikum taglich 2 —3mal zu
applizieren, kann Bifonazol taglich nur 1mal und nur fiir 2—-3 Wo-
chen angewandt werden.

Die bisherigen Ergebnisse sowohl| der klinischen Prifungen als
auch der Mycospor®-Verschreibung in der Praxis haben unsere ex-
perimentellen Befunde und die daraus abgeleiteten Therapievor-
schlage bestatigt.
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