Aus dem Institut fiir Tropenmedizin der Universitiit Tiibingen
Direktor: Professor Dr. J. Knobloch

Sektion Humanparasitologie
Leiter: Professor Dr. P. G. Kremsner

Die Entwicklung einer Antikorperantwort auf ein
Merozoitenoberflichen-Antigen - MSP-1 - von Plasmodium
Salciparum wihrend und nach einer Malaria tropica

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultit
der Eberhard Karls Universitit
zu Tiibingen

vorgelegt von
Carsten Kohler
aus Haan / Rheinland

2004



Dekan: Professor Dr. C. D. Claussen

1. Berichterstatter:  Professor Dr. P. G. Kremsner
2. Berichterstatter:  Professor Dr. F. W. Schmahl



»Es ist Gottes Ehre, eine Sache zu verbergen;

aber der Konige Ehre ist es, eine Sache zu erforschen.

Spriiche 25,2

Meinen lieben Eltern
Renate & Klaus Kohler
und meinem Bruder
Guido



Inhaltsverzeichnis, Seite 1

1 =3 | 10 4
11 Epidemiologie und historische Aspekte der Malaria 4
1.2 Definition der Malaria und Klassifizierung der Erreger 7
1.3 Bekimpfungsstrategien der Malaria 8
14 Vektoren und Malariatransmission 10
1.5 Malariatransmission in Lambaréné, Gabun 11
1.6 Plasmodium falciparum-Malaria — Atiologie, Pathogenese und Immunitiit..........cceevereerece 13
1.6.1 Lebenszyklus von Plasmodium falCiparum.................cccoceveeveenienneininnienceneenieeieneennens 13
1.6.2 Erythrozytire Zell-Invasion bei Plasmodium falciparum ..................ccccccoveevuvecuiecuenvuennnens 14
1.6.3 Pathophysiologisches Krankheitsbild bei Malaria tropica.........cccceceevvereenienuiesiieciennennnens 17
1.7 Allgemeine Immunitiit bei Malaria 19
1.7.1 Immunstatus Und Malaria........coccceorieiiiiiiii et 19
1.7.2 Humorale Immunitit und Malaria .........ccocoveeriiniiiiiniinieeceeeeee e 22
1.8 Impfstoffentwicklung bei Malaria tropica 25
1.9 Merozoite-Surface-Protein-1 (MSP-1) 28
1.10 Humorale Immunitit und MSP-1 30
1.11 Zielsetzung der Arbeit 33
2 MATERIAL UND METHODEN........cccciisssssssssssssss s 34
2.1 Untersuchungsmaterial 34
2.11 Herkunft der Blutplasmaproben; 1/95C Studie ..........cccocvevieiieniiiiniiiienieieeieeeeeeeeeens 34
2.1.2 Entnahme der Blutplasmaproben ...........c..ccocceoiiiiiiiiiiiinienieecece e 37
2.13 Aufbereitung der Blutplasmaproben ..........c..ccocoecieiieiiiniinieiicceee e 38
2.2 Verwendetes Antigen 39
2.3 Antikorpermessung mit der ELISA-Methode 40
2.3.1 Prinzip des ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent ASSay) ......c..cceeerveereeneenienuenuennens 40
232 Durchfithrung des ELISA ... c..cooiiiiiiiieeeeetetesee ettt s 42
233 Verlaufskurzbeschreibung der ASSays.......c..ccceevueriiirienieniieiieeeeeeeee e 50



Inhaltsverzeichnis, Seite 2

24 Arbeitsmaterialien 51
24.1 ATDEIESZEIALE ..cuveentieiiiiiieieierteee ettt ettt ettt ettt e et sb e s bt e b e e beesbesatesaeesbee e enee 51
242 Reagenzgefiflie und Dosierhilfen..........coocoiiiniiiiiiiiiniiniiicccc e 52
2423 ChEeMIKALIEIL ..eeuveeiiieiiiiteiteceee ettt ettt et st bt e b e e e 53

2.5 Statistische Auswertung 56

2.6 Vergleichende Parameter 57

3  ERGEBNISSE .........coo s 58

3.1 IgG-Antikorperproduktion gegen MSP-1,, 58
3.1.1 PLOTIIE ..ottt ettt ettt e be sttt e st et b et e b e reeseeseentenbensensenneeneas 58
3.1.2 AUSWETTE ..ottt ettt ettt et et et e s te et e estesa et e b e seeseeseeseessensessesesseeseensassansansensensens 61
3.1.3 TZG-1 1 TZG-3 RALIO ittt ettt ettt ettt e e saeenseenseenseeneeeneens 63

3.2 MSP-1,-spezifische IgG-Antikorperantwort und Incidence density rate.........cceceeveerurenne 65

33 MSP-1,o-spezifische IgG-Antikorperantwort und Zeit bis zur ersten Reinfektion.............. 68

34 MSP-1,o-spezifische IgG-Antikorperantwort und Alter 69

3.5 MSP-1,o-spezifische IgG-Antikorperantwort und Geschlecht, ABO-Blutgruppe,

Sichelzellgen-Trigerschaft, NOS-2- und MBL-Mutation und Parasitimie........ccccceeeeresenneee 75
4  DISKUSSION ......miiiiiiiisiiissmmns s rrnsssssssssss s s sss s s s e nmmnnns 76
4.1 IgG-Antikorperproduktion und MSP-1,9 78
4.2 Zusammenhang der MSP-1,-spezifischen IgG-Antikorperantwort mit der Incidence

density rate und Zeit bis zur ersten Reinfektion 84
4.3 Verlauf der MSP-1,,-spezifischen IgG-Antikorperantwort mit dem Alter ..........ccceceerurenneee 87

44 Zusammenhang der MSP-1,,-spezifischen IgG-Antikorperantwort mit Geschlecht, AB0-

Blutgruppe, Sichelzellgen-Trigerschaft, MBL- und NOS-2-Mutation und Parasitéimie..... 92

4.5 Schlussfolgerung 93

5 ZUSAMMENFASSUNG........cccsrmmrirmnmmssnnsrsssssnnssssssssssssssssssssssnsssssasssasanes 98



Inhaltsverzeichnis, Seite 3

10

11

12

VERZEICHNIS DER IM TEXT VERWENDETEN ABKURZUNGEN ....... 100
LITERATURVERZEICHNIS ...t s ssssss s nensnnes 102
VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN..........ccounimmmnmmmnnnnnssnsnnssssnanes 128
VERZEICHNIS DER TABELLEN .......cccoiiitrntrree e sanes 129
ANHANG ...t s s s s e e am s e e e e nm e e e e ann 130
DANKSAGUNG.......coiiiiimmerrnnisnssrmnsssss s rrssssss s s ssss s s esssssss s s ssssasss s nensanes 135

LEBENSLAUF ...t nnsss s s ss s s sss s s sessss s s sanenans 136



Einleitung, Seite 4

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und historische Aspekte der Malaria

Die Malaria stellt weltweit eines der bedeutendsten und komplexesten
Gesundheitsprobleme der Menschheit dar.

War die Malaria frither extrem weit auf der Erde verbreitet, so ist die Krankheit heute
hauptsichlich auf die armen tropischen Regionen von Afrika, Asien und Lateinamerika
beschriankt. Dennoch leben nach Schitzung der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
40% der Weltbevolkerung — das sind iiber 2,3 Milliarden Menschen - in Malaria-
Risikogebieten. Damit ist die Malaria heute eine der groBten akut- und
praventivmedizinischen Herausforderungen in den tropischen Landern.

100 Lander und Gebiete gehoren heute weltweit zum Malariarisikogebiet, von denen 92
die Ubertragung der lebensgefihrlich verlaufenden Malaria tropica - Erreger:
Plasmodium falciparum - aufweisen.

Die Inzidenz der Malaria betrdgt nach Schitzung der WHO weltweit ca. 300 — 500
Millionen klinische Félle pro Jahr, von denen mehr als 1 Millionen tédlich verlaufen.
Allein iiber 700.000 Kinder unter 5 Jahren versterben jdhrlich an der Malaria allein oder
in Zusammenhang mit anderen Krankheiten. Dabei haben junge Kinder aus dem
tropischen Afrika - besonders in den medizinisch schlecht versorgten Gebieten - den
grofiten Anteil an den Malariakindertoten.

1994 bewohnten nur 7 % der Bevolkerung des afrikanischen Kontinents Malaria-freie
Gebiete. 74 % der Bevolkerung lebte in hochendemischen Gebieten, in denen eine das
ganze Jahr iiber andauernde hohe Transmission stattfindet und vor allem Plasmodium
falciparum iibertragen wird. Die WHO schitzt, dass iiber 90% der weltweit auftretenden
totalen Malariainzidenz im tropischen Afrika vorkommt. Davon treten mindestens 140
Millionen klinische Malariafélle bei Kindern unter fiinf Jahren auf.

Ungefihr 3000 Menschen versterben tiglich an der Malaria. Alle 40 Sekunden verliert
ein Kind sein Leben durch Malaria [Butler, 1997; WHO, 2001].
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Plasmodium falciparum ist der vorherrschende Malariaparasit im tropischen Afrika,
dem Amazonasgebiet, Stidost-Asien und Ozeanien. Er ist die Hauptursache fiir die
schwer verlaufende Malaria und die damit verbundene Mortalitit, die vor allem Kinder,
nicht-immune Erwachsene und schwangere Frauen betrifft.

AuBerhalb des tropischen Afrikas versterben hauptsichlich nicht-immune Einwanderer
in endemischen Gebieten. Wihrend Epidemien sind alle Altersgruppen gleich betroffen.
Die anderen drei humanpathogenen Malariaerreger — Plasmodium vivax, Plasmodium

ovale und Plasmodium malariae - tragen zur Malariamortalitit praktisch nicht bei.

Schon zu antiker Zeit war der Zusammenhang von Malaria und stehenden Gewissern
bekannt, ohne jedoch die Rolle der Miicken als Ubertriger zu kennen. Die Infektion
wurde vielmehr auf die verseuchten ,,schlechten* Ausdiinstungen der Siimpfe, die ihre
Ursache in verwesenden, verfaulenden organischen Materialien hitten, zuriickgefiihrt
und in Italienisch ,,mala aria® = schlechte Luft genannt. Allerdings vermutete der
romische Schriftsteller Marcus Terentius Varro bereits vor iiber 2 000 Jahren in seinem
Werk ,,De re rustica®, dass kleinste Organismen die Malaria verursachen konnten
[Schimitscheck und Werner, 1985].

Auf das 16. Jahrhundert vor Christus datieren die ersten klinischen Beschreibungen, die
im Papyrus Ebers aus Agypten iiberliefert wurden [Ebbell, 1937].

Hippokrates (460-377 v. Chr.) widmete dem dreitdgigen und viertagigen Fieber
ausfiithrliche Beschreibungen [Withington, 1909]. Auch Galen (129-199 n. Chr.) und
seine Schiiler beschiftigten sich eingehend mit dem Krankheitsbild.

1879 wurde von den Italienern Klebs und Tomasi-Crudeli die Behauptung aufgestellt,
sie hitten ein stibchen-formiges Agens, den Bacillus malariae, aus der Luft und dem
Schlamm Malaria-verseuchter Siimpfe isoliert [Manson-Bahr, 1963].

Die neuzeitliche Malariaforschung begann mit der mikroskopischen Auffindung der

Plasmodien im menschlichen Blut durch Laveran im Jahre 1880. Der franzosische
Kolonialarzt entdeckte mit Hilfe eines einfachen Mikroskops Plasmodium falciparum-
Stadien im Blut eines algerischen Soldaten. Dabei sah er in Blutausstrichen ohne
Differentialfirbung bewegliche Elemente, die er als Malariaparasiten erkannte und
beschrieb [Laveran, 1881; Laveran, 1884]. Laveran erhielt dafiir 1907 den Nobelpreis.

Neben dem Mikroskop war die spiter von Giemsa - Tropeninstitut Hamburg -
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entwickelte Firbung eine technische Grundvoraussetzung zur Erkennung der
Plasmodien-Stadien. Sir Ronald Ross, ein nach Indien abgeordneter englischer
Mediziner beschrieb 1898 nach zahlreich durchgefiihrten Versuchen den vollstindigen
Entwicklungszyklus der Vogelmalaria und bestitigte damit die von dem Englénder
Patrick Manson — der vorher den Erreger der Filariose Wuchereria bancrofti entdeckt
hatte — zuvor aufgestellte Moskito-Theorie der Malaria. Er konnte zeigen, dass
weibliche Anophelen die Ubertr'ager der menschlichen Malaria sind [Ross, 1897a; Ross,
1897b]. 1902 erhielt Ross fiir diese Entdeckung den Nobelpreis [Manson-Bahr, 1963].
Camillo Golgi unterschied die klinischen Stadien der verschiedenen Malariaformen
[Golgi, 1885]. Von Angello Celli, Professor fiir Hygiene an der Universitit Rom,
stammt die Bezeichnung ,,Plasmodium®. Giovanni Battista Grassi beobachtete 1898
gemeinsam mit Bignami und Bastinelli den vollstindigen Entwicklungszyklus der
menschlichen Malaria in der Miicke [Schimitscheck und Werner, 1985]. Wihrend eines
langeren Aufenthalts in Ostafrika erkannte Robert Koch erstmals durch Beobachtung
der Malaria bei Einheimischen und Europdern die Immunititsverhéltnisse gegeniiber
der Infektion [Garnham, 1967]. 1943 entdeckte Murdow und Reichenow die
exoerythrozytdre Schizogonie in den Endothelzellen des Kanarienvogels. 1948 fanden
Shortt und Garnham die entsprechenden Stadien humanpathogener Plasmodien in der
Leber des Menschen [Donges, 1988].

1976 gelang es Trager und Jensen an der Rockefeller Universitidt in New York erstmals
Plasmodium falciparum in vitro fortlaufend zu kultivieren [Trager und Jensen, 1976].
Damit war die Voraussetzung zur Malariaforschung geschaffen, zumal sich lediglich
nur zwei siidamerikanische Affenarten — Saimiri sciureus und Aotus trivirgatus — als
Tiermodelle fiir die menschliche Plasmodium falciparum-Malaria eignen. Dabei miissen
sie kiinstlich durch Injektion von asexuellen Blutstadien infiziert werden, da der

natiirliche Infektionsweg tiber Sporozoitenstadien nicht moglich ist [Gysin et al., 1980].



Einleitung, Seite 7

1.2 Definition der Malaria und Klassifizierung der Erreger

,Die Malaria ist eine akute, tropentypische durch Protozoen der Gattung Plasmodium
hervorgerufene Infektionskrankheit* [Kretschmer et al., 1996].

Die Gattung Plasmodium gehort zum Unterstamm der Apicomplexa. Apicomplexa sind
obligate Endoparasiten von Wirbellosen und Wirbeltieren, die meist intrazellulér
parasitieren. Charakteristisch ist 1hr namengebender apikaler Organellenkomplex,
bestehend u.a. aus Conoid, Rhoptrien und Micronemen. Apicomplexa weisen in ihrem

Lebenszyklus einen Generationswechsel von ungeschlechtlicher Schizogonie,

geschlechtlicher Gamogonie und ungeschlechtlicher Sporogonie auf. Zu den
Apikomplexa gehoren neben den Erregern der Malaria u.a. auch die Erreger der
Toxoplasmose, der Cryptosporidiose, der Kokzidiose und der Babesiose.

Die Gattung Plasmodium gehort innerhalb der Apicomplexa zur Klasse der

Haematozea — tierische Blutparasiten, die sich durch einen obligaten Wirtswechsel

zwischen blutsaugenden Arthropoden und Wirbeltieren auszeichnen. Innerhalb der
Haematozea wird Plasmodium der Ordnung der Haemosporida — Sporozoen, die im
Blut parasitieren - zugeordnet, die nur eine einzige Familie, die Familie der
Plasmodiidae, umfaft.

Innerhalb der Familie der Plasmodiidae bilden blutsaugende Dipteren den sogenannten

Endwirt, d.h. der Wirt, in dem die geschlechtliche Vermehrung des Parasiten stattfindet.
Als Zwischenwirte werden Reptilien, Vogel und Sdugetiere genutzt.

Die Gattung Plasmodium wird in vier Untergattungen mit mehr als 170 Arten unterteilt.
Alle Arten sind recht wirtsspezifisch.

Humanpathogen sind lediglich vier Arten, die unterschiedliche Symptome beim

infizierten Menschen hervorrufen konnen:

- Plasmodium falciparum, Erreger der Malaria tropica
- Plasmodium malariae, Erreger der Malaria quartana

- Plasmodium ovale und Plasmodium vivax, Erreger der Malaria tertiana.
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In seltenen Fillen konnen auch einige tierpathogene Plasmodienarten im Menschen
parasitieren.

Als Endwirt und Ubertriiger dienen fiir diese vier Arten die blutsaugenden, weiblichen
Stechmiicken der Gattung Anopheles [Lucius und Loos-Frank, 1997].

Neben der durch die Anopheles iibertragenen Malaria besteht auch die Moglichkeit an
einer Malaria durch Transfusionen [Schunkert und Handt, 1988; Wernsdorfer, 1988],
Transplantationen [Anonymus, 1990], sowie durch diaplazentare Ubertragung
parasitierter Erythrozyten — sogenannte konnatale Infektion - zu erkranken [MacLeod,

1988].

1.3 Bekidmpfungsstrategien der Malaria

Lange Zeit gab es keine effizienten Medikamente gegen die Infektion. Die
wahrscheinlich dlteste Chemotherapie geht auf den chinesischen Arzt Ge Hong zuriick,
der 340 nach Christus die Fiebertherapie mit einem aus der Heilpflanze Quinghao
(Artemisia annua) zubereiteten Tee beschreibt [Anonym, 1992]. Erst im 20. Jahrhundert
wurden Extrakte aus Artemisia annua zur Malariatherapie wiederentdeckt und stellen
heute die am schnellsten wirksamen Schizontizide dar [Looareesuwan, 1985, White,
1994]. Im frithen 17. Jahrhundert war die Einfiihrung der Chinarinde aus Peru und die
Extraktion des Chinins aus der Rinde des Baumes Chinchona officinalis (Fieberrinde)
Meilensteine bei der europédischen Behandlung von Malaria. 1820 konnte von Pelletier
und Caventou das Chinin erstmals aufgereinigt werden, so dass eine genaue Dosierung
des Alkaloids moglich wurde. 1924 wurde das erste synthetische Malaria-Medikament
durch den deutschen Chemiker Schulemann synthetisiert [Lucius und Loos-Frank,
1997].

In Elberfeld synthetisierten Andersag und Mitarbeiter in der Firma Bayer die ersten
4-Aminochinoline, zu denen u.a. Chloroquin und Amodiaquin gehoren. Die
zunehmende Resistenzen gegen die bis dahin bekannten Wirkstoffe fiihrten zur

Entwicklung neuer Wirkstoffe auf der Basis der Chinolin-Molekiile. 1971 wurde das
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Mefloquin synthetisiert [Ohnmacht et al., 1971], 1972 das Halofantrin [Colwell et al.,
1972]. Die bereits erwihnte Wiederentdeckung der Quinghaosu-Derivate fiihrte zur

Synthese von Arteether, Artesunate, Artemisinin und anderen Abkommlingen [Kyle

Webster und Lehnert, 1994].

1956 wurde von der WHO eine groBflachige Kampagne mit dem Ziel der Ausrottung
der Malaria gestartet. Dabei wurde der Vektor Anopheles mit Insektiziden -
hauptsdchlich DDT - und parallel dazu die Parasiten im Menschen mit
chemotherapeutischen Mitteln — hauptsédchlich Chloroquin — bekdmpft. Die anfangs
erfolgreiche Kampagne brachte jedoch nicht den erhofften langfristigen Erfolg
[Wernsdorfer, 1980]. Neben Schwierigkeiten bei der praktischen Durchfithrung kam es
zu zunehmenden Resistenzen der Vektoren gegeniiber den eingesetzten Insektiziden
und der Parasiten gegeniiber den Chemotherapeutika [Brown, 1971]. In groflen Teilen
Nord-Amerikas, Siid-Europas, der ehemaligen Sowjetunion und in einigen Gebieten
Asiens und Siid-Amerikas zeigte diese Initiative Erfolg. Hier wurde die Transmission
gestoppt und die Malaria eradiziert. In Lateinamerika und den meisten asiatischen
Lindern variierten jedoch die Ergebnisse, so dass die Krankheit dort weiter persistierte.
In Afrika wurde aufgrund der Vielzdhligkeit der afrikanischen Staaten und der damit
verbundenen logistischen Probleme der Malariakontrolle nie eine groBangelegte
Eradikation versucht.

Die Hoffnung auf eine globale Eradikation der Malaria wurde 1969 endgiiltig fallen
gelassen. Es zeigte sich, dass dieses Ziel mit der Verwendung einer einzigen
Bekdmpfungsstrategie nicht moglich ist. Heute ist Konsens, dass zur Erlangung einer
moglichst hohen Effektivitit die Kontrollprogramme an die lokalen Gegebenheiten
angepalt, die gesamte Gemeinschaft vor Ort mit einbezogen und der Gesundheitsdienst

in die Entwicklung mit hineingenommen werden muss. [Malarianetwork, 1999]

Die Malariasituation wird heute zudem weltweit dadurch kompliziert, dass neben dem
Auftreten von Insektizidresistenzen der Ubertriiger eine FErschwerung der
antiplasmodialen =~ Chemotherapie durch zunehmende Privalenzen resistenter
Plasmodium falciparum-Stimme auftritt. Dadurch erfolgt die Reduzierung der

Wirksamkeit fast aller bekannter Malariamedikamente [White, 1992]. Es ist davon
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auszugehen, dass dieses Phidnomen trotz einer erfolgreichen Weiterentwicklung von
Chemotherapeutika durch Kombinationstherapien in den letzten Jahren [Kremsner et
al., 1994; Kremsner et al., 1995] weiterhin bestehen bleibt. Dabei selektioniert der
Medikamentendruck die resistenten Stimme und fiihrt damit zu einer Verbreitung ihrer
genetisch verankerten Resistenz [Wernsdorfer und Payne, 1991]. Zudem tritt eine
Erschwerung der Kontrolle der Malaria in diesen Regionen durch inadidquate
Gesundheitsstrukturen und arme soziookonomische Bedingungen auf. Insgesamt ist die
Ausbreitung resistenter Populationen eines Parasiten jedoch nicht nur ein Ergebnis des
Medikamentendrucks, sondern auch der Wirt-Parasiten-Interaktion und des
Vektorverhaltens. Zusitzlich kann sie durch spezifische ©Okologische Faktoren
beeinfluBBt werden [Wernsdorfer, 1991].

Eine frithe Diagnose und eine daraufhin unmittelbar erfolgende addquate Behandlung
besitzen somit oberste Prioritit bei der Verhinderung der Mortalitit [WHO, 1997;
Malarianetwork, 1999].

Der seit Anfang der 70er Jahre in dem Versuch einer Impfstoff-Entwicklung gelegte
Schwerpunkt im Kampf gegen die Malaria gewinnt daher heute immer groflere
Bedeutung [Cox, 1974, Gabaldon, 1969, Wernsdorfer, 1981, WHO 1969]. Die dabei
von der WHO unterstiitzte Strategie besteht in der Identifizierung und Isolierung von
Parasitenantigene, die eine Immunantwort hervorrufen kénnen, sowie deren Testung auf

mogliche Ausbildung einer induzierten protektiven Immunitit.

1.4 Vektoren und Malariatransmission

Die Ubertriger der Malariaerreger, die Miicken der Gattung Anopheles, gehoren zur
Familie der Culicidae, die weltweit 3 450 Stechmiickenarten beinhaltet. Von den drei
Unterfamilien sind nur die der Anophelinae und der Culicinae haematophag.

Innerhalb der 422 Arten der Gattung Anopheles fungieren lediglich 70 als Vektoren,
von denen wiederum nur ungefihr 40 wirklich wichtige Ubertriiger — bedingt u.a. durch

deren Anthropophagie, PopulationsgroBe, Uberlebensrate — sind [Lucius und Loos-
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Frank, 1997]. Die verschiedenen Vektoren unterscheiden sich teilweise erheblich
beziiglich ihres Erndhrungs- und Fortpflanzungsverhaltens, ihres Biotops und ihrer
Vulnerabilitidt gegeniiber Insektiziden. Anopheles gambiae, neben Anopheles funestus
und Anopheles arabiensis pradominant im tropischen Afrika, stellt dabei den
effektivsten Malariavektor dar [White, 1996].

Die Endemizitit der Infektion wird durch Ermittlung der Parasitentrdgerraten bei
Kindern von zwei bis neun Jahren in vier Auspriagungen unterteilt. Definiert sind
Hypo-, Meso-, Hyper- und Holoendemizitit durch eine 0-10%ige, 10-50%ige,
50-75%ige und >75%ige Parasitentrigerrate [Wernsdorfer und McGregor, 1988]. In
hypo- und mesoendemischen Gebieten wird in der Regel eine saisonal stark
differierende Malariatransmission gemessen - ,instabile Malaria®, in hyper- und
holoendemischen Gebieten dagegen kommt eine meist zu allen Jahreszeiten gleich

starke Transmission vor - ,,stabile Malaria“.

1.5 Malariatransmission in Lambaréné, Gabun

Gabun liegt geographisch im westlichen Teil Zentralafrikas zwischen dem 2. siidlichen
und dem 2. nordlichen Breitengrad. Die nérdliche Grenze bildet Aquatorial Guinea und
Kamerun. Siidlich und 6stlich grenzt Gabun an die Republik Kongo. Im Westen wird
Gabun vom Golf von Guinea begrenzt — sieche Anhang, Abbildung 10-1. Auf 268 000
km? leben ca. 1 Millionen Menschen. Offizielle Landessprache ist Franzosisch

[Weltalmanach, 1997].

Das 1913 von seinem Namensgeber erbaute Albert-Schweitzer-Hospital, in dessen
Umgebung die in dieser Studie verwendeten Blutproben gesammelt wurden, ist
ca. 2 km vom Stadtzentrum Lambarénés entfernt. Lambaréné, ein regionales Zentrum
mit ca. 15.000 Einwohnern, liegt ca. 50 km siidlich des Aquators am FluB Ogooué in

der Provinz Moyen-Ogooué — ungefihr 180 km siidostlich der Hauptstadt Libreville.
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Das Albert-Schweitzer-Hospital selbst hat ca. 300 Betten und beherbergt ca. 120
gabunesische Angestellte mit ihren Familien. Insgesamt bildet das Hospitalgeldnde, das
auch das Forschungslabor beherbergt, einen eigenen dorfihnlichen Charakter [Wildling
et al., 1995].

Die Durchschnittstemperatur liegt in Lambaréné gleichbleibend bei ca. 27 °C. Das
tropische Klima beinhaltet zudem hohe Luftfeuchtigkeit mit Werten im Bereich von 80-
90%. Die Niederschlagsmenge zwischen 1 600 und 3 000 mm/Jahr verteilt sich auf
zwei Regenzeiten von Januar bis Mai und Oktober bis Dezember. Trockenzeit ist von
Juni bis September mit einem durchschnittlichen Niederschlag von 35 mm/Monat.
Tropischer Regenwald bedeckt ca. 75% des Landes. Dabei ist die urspriingliche
Vegetation neben partial vorkommenden Feuchtsavannengebieten teilweise durch
landwirtschaftliche Nutzfldchen ersetzt worden [Wildling et al., 1995].
Epidemiologische Daten zur Malariatransmission wurden in Lambaréné und Umgebung
im Jahr 1992 erhoben. Die an drei Orten in der Bevolkerung erhobenen Daten weisen

das untersuchte Gebiet als ein hyperendemisches Malariagebiet aus. Alle Orte zeigten

ein stark vermehrtes Vorkommen von Plasmodium falciparum gegeniiber Plasmodium
malariae und Plasmodium ovale auf. Ca. 90% der Malariafille wurde durch
Plasmodium falciparum verursacht. Nur bei 5% der Fille waren Plasmodium malariae
und Plasmodium ovale Ursache einer Malaria. Als Hauptvektoren wurden Anopheles
gambiae und Anopheles moucheti identifiziert. Die Privalenz der Malaria zeigte nur
unwesentliche Verdnderungen im Verlauf des Jahres — sogenannte ,,stabile Malaria“,
wobei die hochsten Transmissionsraten in der kurzen Regenzeit von Oktober bis
Dezember lagen [Wildling et al., 1995; Sylla et al., 2000]. Dabei kann die in dieser
Region  bestehende  hohe  Kindersterblichkeit neben  Pneumonien  und
Durchfallerkrankungen hauptsidchlich auf die Malaria zuriickgefiihrt werden.
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Anfilligkeit der Kinder fiir Plasmodium
falciparum-Infektionen sowie die Unterschiede in der Infektionsrate und dem
Schweregrad der Infektion nicht durch die Hohe der Exposition zu infizierten

Anophelen erklart werden kann [Sylla et al., 2001].
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1.6  Plasmodium falciparum-Malaria — Atiologie, Pathogenese und Immunit:it

1.6.1 Lebenszyklus von Plasmodium falciparum

Der Lebenszyklus von Plasmodium falciparum verldauft in zwei Phasen: einer
geschlechtlichen in der weiblichen Anopheles-Miicke — Sporogonie - und einer
ungeschlechtlichen in Leber und Blut des Menschen — Schizogonie.

Das fiir den Menschen infektiose Stadium im Lebenszyklus der Plasmodien, die
sogenannten Sporozoiten, werden mit dem Stich der weiblichen Anopheles-Miicke
wihrend deren Blutmahlzeit mit dem Speichel in subkutane Kapillaren des Menschen
injiziert. In der Regel werden nur etwa 8-15, manchmal aber auch 100 Sporozoiten
injiziert [Rosenburg und Wirtz, 1990]. Die Sporozoiten sind nach 30 Minuten aus der
Blutbahn verschwunden, dringen in die Leberparenchymzellen ein und vermehren sich
dort innerhalb einer parasitophoren Vakuole asexuell, indem sie durch Teilung zu

Leberschizonten heranreifen - praerythrozytire Schizogonie. Nach sechs oder mehr

Tagen kommt es zur symptomlosen Ruptur der die Gewebsschizonten beinhaltenden
Hepatozyten. Dabei werden sogenannte Merozoiten — bei Plasmodium falciparum bis
zu 40.000 [Mehlhorn und Piekarski, 1998] - in die Blutbahn ausgeschwemmt, die dann
aktiv innerhalb von Sekunden in Erythrozyten eindringen. In den befallenen
Erythrozyten — Mehrfachbefall ist hdufig - bilden sich intraerythrozytire asexuelle
mononukledre Erregerformen, sogenannte Trophozoiten, die oft als ,,Ringform*
bezeichnet werden. Darauf kommt es erneut zu Wachstum und zur Vermehrung durch
Teilung, der sogenannten erythrozytiren Schizogonie: nach einer Phase des
Wachstums bilden die Trophozoiten Mehrkernstadien, die als multinukleire
erythrozytidre Schizonten bezeichnet werden und 16 (8-24) Merozoiten beinhalten
[Pschyrembel, 1998]. Sind diese ausgereift, rupturieren die Schizonten bergenden
Erythrozyten. Die dabei freiwerdenden Merozoiten befallen sofort wieder neue
Erythrozyten, in denen sich derselbe Zyklus wiederholt. Die Zeitspanne des
erythrozytiren Zyklus ist erregerspezifisch und betrdgt bei Plasmodium falciparum etwa

48 Stunden.



Einleitung, Seite 14

Nach mehreren Zyklen der erythrozytdaren Schizogonie kénnen sich in der sogenannten
Gametogonie durch bisher unbekannte Mechanismen aus einige Merozoiten
intraerythrozytiar geschlechtlich differenzierte Formen - sogenannte Mikro- und
Makrogametozyten — entwickeln, die uninukledr bleiben. Bei Plasmodium falciparum
betrdgt die Dauer ungefdhr 10 Tage. Dieser Entwicklungsschritt ist unter ungiinstigen
Bedingungen fiir den Parasiten - wie zum Beispiel bei einer antiparasitdren
Chemotherapie - verstiarkt zu beobachten. Die Geschlechtsstadien kénnen nun von der
weiblichen Anopheles-Miicke bei einer Blutmahlzeit am infizierten Menschen aus
dessen Blutbahn aufgenommen werden. Induziert durch die physiologischen
Verhiltnisse im Darm der Miicke, erfolgt die Ausreifung der Gametozyten -
Gamogonie - und die dann folgende Verschmelzung der Gameten zur Zygote. Es
beginnt die geschlechtliche Vermehrung, bei der sich die Zygote zum Ookineten
entwickelt, der sich in der Darmwand der Miicke als Oozyste meiotisch teilt und bis zu
10 000 haploide Sporozoiten bildet — Sporogonie. In einer infizierten Anopheles
konnen dabei mehr als 100 Oozysten auftreten [Lucius und Loos-Frank, 1997]. Die
Dauer der Sporogonie betrdgt je nach Temperatur und Feuchtigkeit der Umgebung ein
bis vier Wochen, wobei hohere Temperaturen die Entwicklung beschleunigen. Die
Sporozoiten wandern durch die Himolymphe in die Speicheldriisen der Miicke ein und
konnen so bei einer erneuten Blutmahlzeit der Miicke iiber den Speichel einen weiteren
Menschen infizieren. Der beschriebene Infektionszyklus beginnt von neuem — siche

Anhang, Abbildung 10-2.

1.6.2 Erythrozytire Zell-Invasion bei Plasmodium falciparum

Innerhalb der vielen Stadien die der Malariaparasit wihrend seines komplexen
Lebenszyklus annimmt, miissen drei Stadien Wirtszellen invadieren: der Ookinet, der

Sporozoit und der Merozoit.
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Jedes der drei invasiven Stadien des Parasiten weist eine ihm eigene Zielzell-Spezifitit
auf - wahrscheinlich bestimmt durch spezifische Rezeptor-Ligand Interaktionen.

Dabei erscheint die Invasion als ein aktiver Prozess, bei dem der Parasit ein Aktin-
basiertes Motilitits-System benutzt um in die Zielzellen einzudringen [Vanderberg et
al., 1990; Ward et al., 1994]. Auch wenn sich die drei invasiven Stadien des Parasiten
gegenseitig morphologisch und biochemisch unterscheiden, weisen sie konservierte
apikale Strukturen auf: Micronemen und Rhoptrien. Diese scheinen zusammen mit
weiteren parasitdren Organellen, wie den Dichten Granula, fiir die Wirtszellinvasion
erforderlich zu sein. Eine vollstidndige funktionelle Aufkldrung steht allerdings noch aus

[Torii und Aikawa, 1998].

Die erythrozytire Invasion des Parasiten verlduft in mehreren Phasen: initiale
Erkennung und Adhésion, Reorientierung und Invasion.

Nach Freisetzung der 1,5 um langen und 1 um breiten Merozoiten [Torii und Aikawa,
1998] durch eine 2,5 um groBe Offnung aus den Schizonten [Winograd et al., 1999],
verbringen diese nur wenige Sekunden als extrazellulire Stadien im Serum. Die
Merozoiten befinden sich gleich in engem Kontakt zu ihren Zielzellen, den
Erythrozyten. Zufillige Beriihrungen des Merozoiten und der Erythrozyten fithren zu
einer initialen Erkennung und Adhision an irgendeinem Punkt der
Wirtszelloberfliche durch den Parasiten. Dabei wird die initiale Erkennung womdoglich
durch Ladungsunterschiede auf der Oberfldche zwischen Merozoiten und Erythrozyten
ausgelost [Fujioka und Aikawa, 1999].

Wihrend der darauf folgenden Reorientierungsphase scheint die Interaktion zwischen
der Erythrozytenmembran und der Merozoitenoberflache von sehr geringer Affinitit zu
sein, da die Adhéasion reversibel ist. Der Vorgang der Reorientierung besteht solange
aus einem sich wiederholenden Ablauf von Adhision, Dissoziation und Re-Adhision,
bis die Orientierung des Merozoiten zur Erythrozytenmembran in der Weise erfolgt ist,
dass eine Anheftung des apikalen Endes des Merozoiten an der Erythrozytenoberflidche
vorliegt [Bradley et al., 1990; Ward et al., 1994]. Auch wenn die Funktion der
Oberfldchenhiille mit ihren Oberfldchenproteinen immer noch nicht vollstindig
verstanden wird, scheint sie eine wichtige Rolle in der Rezeptor-Ligand-Interaktion der

initialen Erkennung und Adhidsion zu spielen. Bisher konnten sechs Merozoiten-
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Oberfliachenproteine, sogenannte Merozoite-Surface-Proteins (MSPs) charakterisiert
werden [Holder, 1994; Marshall et al., 1997; McColl et al., 1994; Oeuvray et al., 1994;
Trucco et al., 2001; Wu et al., 1999]. Ein moglicher spezifischer Kandidat in der
Rezeptor-Ligand-Interaktion fiir die initialen Adhésion und Reorientierungsphase ist
dabei MSP-1 [Holder et al., 1985; Miller et al., 1993].

Im Anschluss an die Reorientierungsphase erfolgt mit dem angehefteten apikalen Ende
voraus die aktiv orientierte Invasion. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigen, dass sich ein ringformiger Kontaktpunkt zwischen dem Erythrozyten und dem
Merozoiten bildet, der wihrend der Invasion erhalten bleibt. Beim Eindringen des
Merozoiten in den Erythrozyten dellt dieser die Erythrozytenmembran zuerst ein und
liegt schlieBlich im Inneren in einer dicht abschlieBenden Vakuole, deren Membran
somit die Erythrozytenmembran darstellt. Da ein reifer Erythrozyt keine Moglichkeit
zur Endozytose besitzt [Zweig und Singer, 1979] muss dieser Invasionsprozess vom
Parasit gesteuert werden. Die Organellen des vorderen Zellpols werden wihrend des
Penetrationsvorgangs entleert, Proteine aus den Rhoptrien in die Vakuolenmembran
eingebaut und erythrozytidre Proteine aus der Vakuolenmembran ausgebaut [Sinnis und
Sim, 1997]. Am Ende dieses Invasionsprozesses schlieit sich der Erythrozyt hinter dem
Eindringling. Wihrend dieses Vorgangs wird die wungefihr 20 pm dicke
Oberflichenhiille des Merozoiten fast vollstindig abgelegt und verbleibt aulerhalb des
Erythrozyten [Mehlhorn und Piekarski, 1998; Torii und Aikawa, 1998;Warrell, 1990].
Fiir die Adhision und die Penetration selbst werden Proteine und Proteasen von innen
tiber Vesikel bzw. von den Rhoptrien nach auflen auf die Parasitenoberfliche
transportiert. Diese Systeme sind sehr spezifisch. Mdoglicherweise liegt auch hierin
begriindet, dass die einzelnen Plasmodium-Arten bevorzugt unterschiedlich alte
Erythrozyten befallen [Mehlhorn und Piekarski, 1998]. Insgesamt haben
mikroskopische Beobachtungen und biochemische Studien gezeigt, dass die
Mikronemen Proteine beinhalten, die fiir die Invasion der Erythrozyten erforderlich sind
- u.a. Erythrocyte-binding-antigen (EBA-175) [Adams et al., 1992; Sim et al., 1994;
Sim, 1995], Duffy-bindende Proteine bei Plasmodium vivax und Plasmodium knowlesi
[Sinnis und Sim, 1997]. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Inhalt der
Rhoptrien - u.a. High-molecular-weight-proteins (Rhop-H), Low-molecular-weight-

proteins (Rhop-L) [Sam-Yellowe, 1996], Apical-membrane-antigen-1 (AMA-1)
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[Triglia et al., 2000] - und der Dichten Granula - u.a. Ring-infected-erythrocyte-surface-
antigen (RESA) [Aikawa und Atkinson, 1990] - wihrend der Invasion ausgeschiittet
werden.

Wihrend Merozoiten von Plasmodium vivax und Plasmodium knowlesi fiir die Invasion
durch ihre selektiv an Duffy-positive Blutzellen bindenden Rezeptoren auf ein
Glykoprotein der Duffy-Blutgruppe angewiesen sind [Adams et al., 1990; Galinski et
al., 1992], bendtigen die Merozoiten von Plasmodium falciparum wahrscheinlich als
Rezeptoren die sialinsdurehaltigen  Glykophorine A und B auf der
Erythrozytenoberfliche [Hadley et al., 1986; Lingelbach, 1994]. Erythrozyten, die
genetisch glykophorindefizient sind, werden sehr selten befallen. Ebenso kann eine
enzymatische Behandlung der Zielerythrozyten, die das Glykoprotein abbauen, die
parasitidre Invasion hemmen [Bradley et al., 1990]. Es bleibt aber davon auszugehen,
dass verschiedene Wirtzelloberflichen-Determinanten beim Adhésionsprozess von

Bedeutung sind.

1.6.3 Pathophysiologisches Krankheitsbild bei Malaria tropica

Die klinischen Symptome der Malaria werden durch die Vermehrung der asexuellen
Stadien in den Erythrozyten, durch deren Zerstorung und durch Freigabe von pyrogenen
Stoffen  hervorgerufen. Leberformen und Gametozyten spielen fiir die
Krankheitserscheinung keine Rolle.

Die Inkubationszeit der Malaria tropica, d.h. die Zeit zwischen der Inokulation der
Sporozoiten und dem Auftreten der ersten klinischen Krankheitszeichen, betragt
durchschnittlich 12 (8-15) Tage, eventuell auch ldnger. Dabei ist die Abhingigkeit von
Immunstatus, Chemoprophylaxe und subtherapeutisch dosierter Chemotherapie zu
beachten. Besonders unter dem EinfluB einer Chemoprophylaxe kann die
Inkubationszeit verlangert sein und Wochen bis Monate betragen [Kretschmer et al.,

1996; Lang, 2000].
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Der Beginn der Malaria tropica ist uncharakteristisch variabel und besteht oft aus
Abgeschlagenheit, Kopf- und Gliederschmerzen sowie allgemeinem Unwohlsein. Auch
die eigentlichen Malariasymptome, wie Schiittelfrost und Fieber, sind so unspezifisch,
dass klinisch zwar der Verdacht, nicht jedoch die sichere Diagnose einer Malaria
gestellt werden kann [Philipps et al., 1996]. Dennoch ist Fieber das auffilligste und
wichtigste Zeichen der Malaria. Dabei reicht das Erscheinungsbild des Fieberverlaufs
von subfebrilen Temperaturen bis zu langandauernden hochfieberhaften Verlaufen. Das
Fieber wird neben starken Kopf-, Glieder- und Bauchschmerzen auch hiufig von
weiteren Symptomen wie Durchfall, Ubelkeit und Erbrechen begleitet. Die hieraus
resultierende Dehydratation fiihrt gelegentlich zu orthostatischen Blutdruckabfillen.

Bei der korperlichen Untersuchung besteht oft eine Spleno-, seltener eine
Hepatomegalie, manchmal ein Ikterus. Hohes Fieber ist meist von Tachykardie und
Tachypnoe begleitet.

An Laborparametern imponieren hédufig eine normochrome normozytire Anidmie, eine
Leukopenie sowie eine Thrombozytopenie. Als Zeichen der Hidmolyse sind oft die
Laktatdehydrogenase, das freie Himoglobin und das indirekte Bilirubin erhéht und das
Haptoglobin erniedrigt [Graninger et al., 1992]. Zudem sind hdufig das C-reaktive
Protein und Laktat erhoht und der Blutzucker im Serum erniedrigt. Desweiteren konnen
eine metabolische Azidose, sowie ein akutes Lungen- und Nierenversagen auftreten
[English und Marsh, 1997]. Marsh et al. haben die Komplikationen der Malaria bei
afrikanischen Kindern untersucht [Marsh et al., 1995] und fanden heraus, dass
insbesondere tiefes Koma bei zerebraler Malaria, respiratorische Insuffizienz sowie
Hypoglykidmie mit einer ungiinstigen Prognose assoziiert sind.

Nicht selten werden generalisierte epileptische Anfille bei an Malaria erkrankten
Kinder beobachtet.

Die sichere Diagnose kann allerdings erst durch den Nachweis der Parasiten im
Blutausstrich, dem sogenannten ,.Dicken Tropfen* [Kremsner et al., 1988], gestellt

werden.

Bei Plasmodium falciparum-Malaria kommt es im Gegensatz zu den anderen
Malariaformen oft zu sehr hoher Parasitimie, so dass in extremen Fillen bis zu 50% der

Erythrozyten infiziert sind. Daher konnen sich bei der nicht rechtzeitig therapierten
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Malaria tropica durch die rasch zunehmenden Parasitendichte die oben beschriebenen
zahlreichen Organkomplikationen ausbilden. Neben der Immunantwort wird vor allen
Dingen die Pathogenitidt der Parasiten fiir die Schwere der Malaria verantwortlich
gemacht. Als Parasiteneigenschaften, die wesentlich zur Pathogenitit beitragen, werden
dabei die Zytoadhidrenzphinomene wie Sequestration und Rosettenbildung angesehen
[Scholander et al., 1996; Wahlgren et al., 1994].

Schon zu Beginn der 60er Jahre konnte gezeigt werden, dass zur Kontrolle der
Blutparasitimie und moglicher klinischer Symptome Antikorper gegen die asexuellen
Blutstadien-Antigen von Plasmodium falciparum von Bedeutung sind: eine Injektion
von Antikorpern immuner Erwachsener in nicht immune Kinder vermochte diese vor
Malaria zu schiitzen [Cohen et al., 1961]. Damit konnte die bedeutende Rolle der
humoralen Antwort bei der Entwicklung von Immunitidt gegen Malaria nachgewiesen

und die prinzipielle Moglichkeit einer Malaria-Vakzine demonstriert werden.

1.7 Allgemeine Immunitiit bei Malaria

1.7.1 Immunstatus und Malaria

Die klinische Auspriagung der Malaria kann in Abhédngigkeit vom Immunstatus des
Wirtes gegeniiber der Plasmodienart sehr unterschiedlich ausfallen. Den hochsten
Immunititsgrad besitzen junge Erwachsene, die in einem hyper- bis holoendemischen
Gebiet mit stabiler Malaria aufgewachsen sind. Allerdings wird auch bei ihnen keine
vollstindige sterile Immunitit erreicht, sondern nur eine Teilimmunitit, die im
deutschsprachigen Raum auch als Semi-Immunitiit bezeichnet wird [Kretschmer et al.,
1996]. Davon abhingig, reicht die klinische Ausprigung der Malaria von
asymptomatisch, d.h. langfristige konstante Beschwerdefreiheit bei gleichzeitig
mikroskopischem Parasitennachweis, iiber mild bis hin zu schwerer und komplizierter,

fast ausschlieBlich durch Plasmodium falciparum verursachter, Malaria.
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Dabei definiert die WHO den Begriff der ,,Severe or complicated malaria“ nach den
folgenden Kiriterien: neben dem Nachweis von asexuellen Parasiten von Plasmodium
falciparum im Blutausstrich, muss desweiteren mindestens eines der nachfolgenden
Symptome auftreten: schwere Andmie (Hb <5 g/dl), auf keine andere Ursache
zuriickzufithrende Bewusstseinseinstriibung bis zum Koma (zerebrale Malaria), schwere
Hypoglykdmie (<40 mg/dl), akutes Nierenversagen (Kreatinin >3 mg/dl),
Hyperparasitimie ( >250.000 /ul Blut), metabolische Azidose (pH <7,2), sowie akutes
Lungenodem, disseminierte intravasale Gerinnung, Schock, schweres Erbrechen,
Dehydratation und Hypovoldmie, Himoglubinurie und Ikterus [WHO,1990].

Die klinische Ausprigung der Malaria unterliegt hauptsidchlich dem Einfluss von
Parasiten-Virulenz-Faktoren einerseits und Wirtsimmunitétsfaktoren andererseits.
Komplizierte Verlaufsformen der Malaria und Todesfille sind fast ausschlie8lich auf
Plasmodium falciparum-Infektion bei nicht-immunen Patienten zuriickzufiihren. Dabei
sind die schwere Andmie und die zerebrale Malaria besonders gefiirchtet. Die zerebrale
Malaria reicht von zunehmender Benommenheit bis zum tiefen Koma und hat selbst bei
addquater Therapie eine Letalitit von deutlich tiber 10% [WHO, 1990].

Als Nicht-immune werden Kleinkinder in hyper- oder holoendemischen Gebieten
zwischen sechs Monaten und 6 Jahren, Schwangere, sowie Personen aus hypo- und
nicht-endemischen Gebieten — u.a. Einwanderer, Tropenreisende, Wanderarbeiter —
bezeichnet. Bis zum Alter von sechs Monaten sind Neugeborene und Siuglinge von
teilimmunen Miittern womoglich durch miitterliche Antikorper relativ geschiitzt
[Haworth, 1988]. Klinisch relevant ist allein die gegen die Krankheit verursachenden
ungeschlechtlichen Blutstadien gerichtete Immunitét.

Im Kindesalter von etwa fiinf Jahren kann sich in Gebieten mit intensiver Transmission
und héufiger Malaria bereits eine sogenannte Anti-Krankheitsimmunitéit ausbilden
[Brinkmann und Brinkmann, 1991]. Trotz hoher Parasitimie manifestiert sich zwar ein
Krankheitsverlauf mit oft stark beeintrachtigtem Allgemeinbefinden und hohem Fieber,
jedoch bleiben Organkomplikationen aus. Letal endende Krankheitsverldufe bilden in
diesem Alter die Ausnahme. Auch die Schulkinder in Endemiegebieten weisen diese
Anti-Krankheitsimmunitét auf.

Semi-Immunitiit bildet sich bei Bewohnern Malaria-endemischer Gebiete mit hoher

Transmission durch wiederholte Infektionen bei langjdhriger Exposition. Sie schrinkt
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die Parasitenreplikation ein und vermag sowohl vor ausgeprigten Malariasymptomen
als auch vor lebensbedrohlichen Komplikationen zu schiitzen [Brown et al., 1986].
Erwachsene in Endemiegebieten stellen somit oft symptomlose Triger von Plasmodien
dar. Dabei ist die sich im Laufe von Jahren entwickelnde Semi-Immunitit spezies-,
stadien- und wahrscheinlich sogar isolat- und parasitenstammspezifisch [Kretschmer et
al., 1996].

Bei Verlassen des Endemiegebietes verliert sich diese Semi-Immunitit nach Monaten
bis Jahren, und der zuvor Semi-immune kann bei Riickkehr an einer schweren

Verlaufsform der Malaria erkranken. Wihrend einer Schwangerschaft kann aufgrund

einer schwangerschaftsbedingten Immunsuppression die Semi-Immunitét beeintrichtigt
sein. Es kann zur Sequestration der Parasiten in der Plazenta, sowie zu negativen
Auswirkungen auf das Geburtsgewicht und den miitterlichen Gesundheitszustand
kommen [Bray und Sinden, 1979; Looareesuwan et al., 1985].

Verinderungen des Immunsystems durch eine HIV-1-Infektion fithren moglicherweise

zu haufigeren Malariaattacken [ Whitworth, 2000].

Die Mechanismen, die zu einer verminderten Malaria-Anfilligkeit beitragen, sind
vielfdltig. Neben genetischen Adaptationen der Wirtspopulation unter dem
Selektionsdruck der Parasiteninfektion - u.a. Héamoglobinopathien
(Sichelzellhdmoglobin, a- und [-Thalassdmie), Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase-
Mangel, eine Mutation im Promotor der Stickstoffmonoxid-Synthase-2 (NOS2-mParéney
[Kun et al., 1998a] - kommt es zu einer Ausbildung von humoraler und zellvermittelter
Immunitit.

Dabei dient die durch Malaria beim Wirt ausgeloste Immunantwort zwar der Kontrolle
der Vermehrung und letztlich der Elimination der Parasiten, trigt wahrscheinlich aber

auch maBigeblich zur Pathologie der Erkrankung bei [Clark et al., 1997].

Bei Nichtimmunen wirken wihrend einer Auseinandersetzung mit einer Plasmodium

falciparum-Infektion lediglich die unspezifischen Abwehrmechanismen: das
Komplementsystem, natiirliche Killerzellen, C-reaktives Protein der
Akutphasenantwort, sowie geringgradig Zytokine wie Interleukin-2 und Gamma-
Interferon. Vor allem wirken aktivierte Makrophagen und neutrophile Granulozyten -

auch iiber antikérperunabhingige Mechanismen. Besonders bei nichtimmunen jungen
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Kindern, in denen sich noch keine effektiv erworbenen Immunantworten entwickelt
haben, wird auch das Mannose-bindende Lektin (MBL) als Schutzfaktor diskutiert
[Luty et al, 1998]. Von der Wirksamkeit all dieser Faktoren hidngt es ab, ob ein
Nichtimmuner die ersten Tage der klinisch manifesten Infektion iiberlebt [Kwiatkowski,
1992]. Dabei ist die unspezifische Immunabwehr einerseits antiparasitir wirksam, kann
aber andererseits bei iiberschieender Aktivierung in vulnerablen Organen wie Gehirn
und Niere zu Organkomplikationen fiihren.

Semi-Immune haben dagegen antiparasitire Inmunmechanismen ausgebildet, die gegen

alle Parasitenstadien wirken und die Parasitenreplikation einschrinken.

Bei der humoralen, d.h. durch Antikérper vermittelten, Immunitit wird eine
spezifische Antikorperbildung im Verlauf einer Plasmodieninfektion durch
verschiedene Plasmodienantigene — Antigene die auf der Oberfliche freilebender
Parasitenstadien (Sporozoiten, Merozoiten) und auf infizierten Erythrozyten lokalisiert
sind sowie an Molekiilen, die an der Invasion der Wirtszellen beteiligt sind - provoziert.
Es konnte gezeigt werden, dass die Ubertragung von Immunglobulinen von Semi-
Immunen auf Nicht-Immune Malariakranke zu einer deutlichen Reduzierung der
Parasitdmie fiihrt, wobei eine endgiiltige Parasitenelimination allerdings nicht erreicht

wird [Sabchareon et al., 1991].

1.7.2 Humorale Immunitit und Malaria

Das menschliche Immunsystem produziert nach Kontakt des Organismus mit einem
Antigen sogenannte Immunglobulin-Proteine, die von B-Lymphozyten des
Immunsystems gebildet und als sogenannte AntikOrper in Serum, Gewebsfliissigkeit
und Korpersekreten oder als Antigenrezeptoren auf der Zellmembran von
B-Lymphozyten vorkommen. Wihrend ein Teil des Antikorpers — der sogenannte
Fab-Teil - an das Antigen bindet, reagiert der andere Teil des Antikorpers — der

sogenannte Fc-Teil - mit den anderen Zellen des Immunsystems. So besitzen
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Neutrophile, Makrophagen und andere mononukledre Phagozyten Fc-Rezeptoren an
ihrer Oberfldche.

Die Antikorper — deren Grundstruktur aus zwei identisch schweren, sogenannten
,H(heavy)-Ketten*, und zwei identisch leichten, sogenannten ,L(light)- Ketten®,
gebildet wird — sieche Anhang, Abbildung 10-3, werden aufgrund der unterschiedlichen
Struktur ihrer schweren Kette in fiinf Klassen eingeteilt: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM.
IgA wird dabei nochmals in zwei, IgG in vier Subklassen unterteilt.

IgM wird von B-Zellen des Immunsystems im nicht aktivierten Zustand zusammen mit
IgD transmembranir als Antigen-Rezeptor auf der Zelloberfldche exprimiert. Kommt es
zum primidren Kontakt mit einem Antigen, so wird IgM als erste Antikorperklasse
ausgeschiittet, wobei diese aber nicht die Plazentaschranke iiberwinden kann.

Eine starke IgM-Produktion der Plasmazelle — aktivierte B-Zelle - kennzeichnet somit
den primidre Kontakt mit einem Antigen. Durch u.a. T-Zell-vermittelte Signale kommt
es nachfolgend zum sogenannten ,Isotypen-switch“, indem die B-Zelle unter
Beibehaltung der Sperzifitit durch Transkription einer anderen schweren Kette die
produzierte Immunglobulinklasse @ndert.

So erreicht IgG nach sekundérer Stimulation besonders hohe Titer. Dabei tritt IgG beim
Menschen durch die Plazenta und vermitteln damit dem Neugeborenen ein hohes
Ausmal} passiver Immunitit. Auch die intestinale Resorption von IgG aus der
Muttermilch kann diesen Effekt verstirken.

Das IgG im Fetus und im Neugeborenen stammt ausschlieBlich von der Mutter. Es
verschwindet, wenn der Sdugling im Alter von 9 Monaten beginnt eigenes IgG zu
synthetisieren. Mit 12 Monaten erreicht der Sdugling eine sechzigprozentige IgG-
Produktion des Erwachsenen-Serumspiegels.

IgG ist das Hauptimmunglobulin im normalen menschlichen Serum des Erwachsenen
und macht dabei 70-75% des gesamten Immunglobulinpools aus.

Sowohl IgG als auch IgM vermogen das Komplementsystem - eine komplexe Gruppe
von Entziindungsreaktionen vermittelnder Serumproteine - zu aktivieren. IgG zeigt
dabei eine wesentlich hohere Affinitdt zum Antigen als IgM.

Diese Aktivierung der Kaskade der Komplementenzyme ist einer der wichtigsten
Effektormechanismen von IgG-1- und IgG-3- Molekiilen, die die hochste Affinitét fiir

Fc-Rezeptoren innerhalb der IgG-Subklassen besitzen. IgG-2 scheint weniger effektiv
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bei der Aktivierung von Komplement zu sein, wihrend IgG-4, IgA, IgD und IgE in
dieser Hinsicht wirkungslos sind. IgG-Molekiile interagieren mit einer groen Zahl von
zellularen Fc-Rezeptoren. Damit fordern sie die Phagozytose - Neutrophile,
Makrophagen, Monozyten -, die antikOrperabhidngige Zytotoxizitit - NK-Zellen,
Monozyten - und die Plazentagiingigkeit - plazentaler Synzytiotrophoblast.

IgG diffundiert rascher als andere Immunglobuline in die extravaskulidren
Kompartimente des Korpers. Dabei neutralisiert IgG dort hauptsidchlich bakterielle
Toxine und erleichtert durch Anheftung an Mikroorganismen deren Phagozytose

[Kretschmer et al., 1996; Roitt, 1993; Roitt et al., 1995].

Abbildung 1-1:Klassifikation und Eigenschaften der IgG-Isotypen (nach Ferrante und Rzepczyk
1997)

Eigenschaften |IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
schwere Kette Vi Y2 Y3 Y4
Molekulargewicht (kDa) | 146 146 170 146
Disulfidbriickenanzahl | 9 4 13 2
zwischen den Ketten

Halbwertszeit (Tage) 23 23 8 23
Komplement-Fixierung stark schwach stark null
Bindung an den Fe- | gtark schwach stark schwach
Rezeptor

Plazenta-Transport ja nein ja ja
mittlere Konzentration 9 3 1 0,5

im Serum (mg/ml)

Antikorper gegen Polysaccharide — z.B. bakterielle Zellwandbestandteile — sind vor
allem vom Typ IgG-2, wihrend IgG-1 und IgG-3 hauptsichlich gegen Proteine gebildet
werden. Bei chronischen Infektionen - wie der Onchozerkose - dominiert dagegen

IgG-4 [Dafaalla, 1992].

Die Linge der Kontaktzeit der B-Zellen des Immunsystems mit dem Antigen bestimmt,
ob IgG-1 oder IgG-3 der vorherrschend produzierte Antikorper ist. Kurz nach Beginn

der Infektion werden noch beide Isotypen gleichermallen exprimiert, bevor es im
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weiteren Verlauf zu einem Wechsel von IgG-3 zu IgG-1 kommt. Unterbleibt jedoch
einWechsel zu IgG-1, so muss es zur Aufrechterhaltung der IgG-3-Produktion - bedingt
durch die wesentlich kiirzere Halbwertszeit von IgG-3 gegeniiber IgG-1 — siehe
Abbildung 1-1 - immer wieder zu einem Parasitenkontakt kommen [Ferrante und
Rzepczyk, 1997].

Schiitzende Immunitit bei Malaria scheint tiberwiegend mit Gamma-Immunglobulinen
assoziiert zu sein. Dabei bieten die zytophilen Subklassen IgG-1 und IgG-3 u.a.
moglicherweise Schutz vor schwerer Malaria [Bouharoun-Tayoun und Druilhe, 1992;
Ferrante und Rzepczyk, 1997; Taylor et al., 1998; Wahlgren et al., 1983].
Untersuchungen am Schizonten-Antigen ergaben, dass IgG-1 und IgG-3 - als die
zytophilen Isotypen - mit Protektion, und die nicht-zytophilen Isotypen IgG-2 und
IgG-4 mit schwerer Malaria korrelieren [Aribot, 1996; Bouharoun-Tayoun und Druilhe,

1992].

1.8 Impfstoffentwicklung bei Malaria tropica

Wihrend der letzten zwei Jahrzehnte sind grofe Forschungsanstrengungen zur
Identifizierung von Malaria-Antigene, die in den Schutz vor einer Malaria-Erkrankung
involviert sind, unternommen worden. Dabei wurde eine Aufkldrung der Mechanismen
angestrebt, mit denen das Immunsystem die Parasiten zu neutralisieren versucht. Eine

groBe Anzahl von Antigenen konnte dabei identifiziert werden:

1. Oberfldchenantigene bei Sporozoiten (z.B. CSP — Circumsporozoite protein)
2. Oberflichenantigene bei Merozoiten (z.B. Merozoite-Surface-Proteine (MSPs) )
3. Losliche Antigene, die beim Rupturieren von befallenen Wirtszellen oder

abgetoteten Parasiten freigesetzt werden
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4. Oberfldchenantigene, die in der Membran von befallenen Wirtszellen von Seiten des
Parasiten eingelagert werden (z.B. Plasmodium falciparum-Erythrozyte-Membrane-

Protein-1 (PfEMP-1)).

Heute werden 4 Hauptstrategien bei der Entwicklung eines Malaria-Impfstoffs verfolgt:

1. Blockierung des FEindringens und der Entwicklung der Sporozoiten in den
Hepatozyten - Anti-Infektions-Impfstoff -

2. Verhinderung der Invasion von Erythrozyten durch Merozoiten und Hemmung der
Entwicklung von Schizonten - Anti-Krankheits-Impfstoff -

3. Blockierung der ungiinstig Pathologie-induzierenden Effekte von Zytokinen,
Parasiten-Sequestration und -Adhésion - Krankheit-modifizierender-Impfstoff -

4. Entwicklung eines ,altruistischen Impfstoffs, der eine menschliche Moskito-
Transmission durch eine Immunisierung gegen die sexuellen Stadien oder Gameten

blockiert - Transmission-Blockierungs-Impfstoff .

Die Induktion passiver Immunitdt durch Gammaglobulinfraktionen sowie die Fahigkeit
polyklonaler und monoklonaler Antikorper, die Vermehrung der Blutstadien des
Parasiten in vitro zu inhibieren, stiitzen die Auffassung, dass zumindest unter
experimentellen Bedingungen eine durch eine humorale Immunantwort vermittelte
Immunitit erzielt werden kann. Wesentliche Voraussetzung fiir eine kausal begriindete
Identifizierung von Antigenen, die die Bildung protektiver oder inhibierender
Antikorper induzieren konnten, sind Kenntnisse iiber die Lokalisation und mogliche
Funktionen dieser Antigene. Eine Erkennung dieser Antigene sollte es dem Antikorper
ermoglichen, entweder freie Parasiten oder infizierte Wirtszellen zu opsonieren oder
spezifische, fiir den Parasiten essentielle Funktionen des Antigens zu inhibieren. Ein
grofles Interesse besteht daher an Antigenen, die auf der Oberfliche freilebender
Parasitenstadien — Sporozoiten, Merozoiten — und auf infizierten Erythrozyten — z.B.
PfEMP-1 [Ko6hler, 2000] - lokalisiert sind, sowie an Molekiilen, die an der Invasion der
Wirtszelle beteiligt sind.

In den asexuellen erythrozytiren Parasitenstadien ist die Zahl der Parasitenproteine, die

vom Wirt unter natiirlichen Infektionsbedingungen als immunogen erkannt werden,
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wesentlich hoher als in Sporozoiten oder Gamonten. Die Hohe der AntikOrpertiter
gegen Gesamtextrakte dieser Stadien korreliert jedoch nicht mit einer Immunitit, und
viele Antigene erythrozytirer Stadien werden auch von nichtimmunen Individuen
erkannt. Daher bestehen Bemiihungen aus der Vielzahl der Antigene solche zu
identifizieren, die die Bildung von moglicherweise fiir eine Immunitit relevanten
Antikorpern induzieren.

Dabei wird der anzustrebende effektive wirksame Impfstoff in einem Sub-Unit-
Impfstoff gesehen, der aus einem Cocktail der oben genannten Partialimpstoffe besteht
und somit alle Arme der Immunantwort gegen die verschiedenen Stadien des

Lebenszyklus zu einem Zeitpunkt stimulieren wiirde [Bathurst et al., 1993].

Als ein gut geeigneter Sub-Unit-Impfstoff-Kandidat erscheint das Merozoite Surface
Protein-1, ein Oberflichenprotein der Merozoiten von Plasmodium falciparum
(PMSP-1) [Cooper 1993; Diggs et al., 1993]: dessen 19 kDa C-terminales
Prozessierungs-Produkt — MSP-1;9 - ist Ziel von das Parasitenwachstum inhibierenden
monoklonalen Antikdrpern [Chappel und Holder, 1993], die die Prozessierung des
Vorldufermolekiils inhibieren - ein Prozess der fiir die Merozoiteninvasion erforderlich
zu sein scheint [Blackman et al., 1994]. Epidemiologische Studien in Malaria-
endemischen Gebieten konnten zeigen, dass dort Plasmodium falciparum-MSP-1,9
seropositive Kinder signifikant hohere Schutzraten vor Malaria aufweisen als
seronegative Kinder [Branch et al., 1998; Egan et al., 1996]. Desweiteren induziert die
dquivalente Region von MSP-1 des Nagetier-Malaria-Parasiten Plasmodium yoelii hohe
protektive Immunitidt-Niveaus in Miusen [Daly und Long, 1993; Ling et al., 1994].
Dabei indiziert die Dynamik dieser Immunantwort einen durch Antikorper vermittelten

Schutz.
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1.9 Merozoite-Surface-Protein-1 (MSP-1)

Merozoite-Surface-Protein-1 (MSP-1), auch Merozoite-Surface-Antigen-1 (MSA-1)
genannt, gehort zu einer Gruppen von Proteinkomplexen, die auf der Oberfldache von
Merozoiten lokalisiert sind. Bisher wurden vier Plasmodium falciparum Merozoiten-
Oberflichenproteine ~ (MSPs), die  moglicherweise  alle  iiber  Glykosyl-
Phosphatidylinositol (GPI)-Anteile in der Membran des Merozoiten verankert sind
[Gerold et al., 1996], identifiziert und als MSP-1, -2, -4 und -5 benannt [Holder, 1994;
Marshall et al., 1997; Wu et al, 1999]. Ein fiinftes und sechstes identifiziertes Protein,
MSP-3 und MSP-634, sind 10sliche Proteine und werden in Teilen auf der
Merozoitenoberfliche gebunden [McColl et al., 1994; Oeuvray et al., 1994; Trucco et
al., 2001].

MSP-1 ist ein ~ 200 kDa groBles Glykoprotein, das in Grofle und Aminosidurensequenz
in verschiedenen Parasitenlinien differiert. Das Oberfldchenprotein ist hoch-polymorph.
Es besitzt Proteinsegmente, die zwischen den verschiedenen Stimmen von Plasmodium
falciparum unterschiedlich stark variieren. Analysen der MSP-1 Sequenzen in einer
groBen Anzahl von Plasmodium falciparum-Isolaten hat gezeigt, dass MSP-1
17 Doménen aufweist. Einige sind hoch konserviert (Dominen 1,3,5,12,17), andere
dimorph — MAD20- und K1/Wellcome-Typ - (Doménen 6 bis 11 und 13 bis 16) und
wieder andere variieren in breiter Form zwischen den verschiedenen Klonen (Doméinen
2 und 4) [Holder et al., 1999; Tanabe et al., 1987; Wahlgren und Perlmann, 1999].
MSP-1 wird wihrend der Schizogonie synthetisiert und auf der Oberfliche des sich
intrazelluldar entwickelnden Merozoiten exprimiert. Kurz vor oder wihrend der
Freisetzung der Merozoiten aus dem Schizonten wird dieses Protein erstmalig
proteolytisch gespalten, so dass ein Komplex aus vier Polypeptidfragmenten mit einem
Molekulargewicht von ~83 (MSP-1g3), 30 (MSP-13), 38 (MSP-135) und 42 kDa
(MSP-14;,) entsteht. Dabei enthalten diese vier Fragmente folgende Doménen: MSP-15g3
die Doménen 1 bis 7, MSP-15y die Doménen 8 und 9, MSP-155 die Dominen 10 bis 14
und MSP-14, die Doménen 15 bis 17. Auflerdem beinhaltet dieser neu gebildete
Komplex zwei weitere Proteine mit 22 kDa und 36 kDa, die von zwei anderen Genen

abstammen [Stafford et al., 1994; Trucco et al., 2001]. Der gesamte Komplex wird
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durch nicht-kovalente Verbindungen zwischen den einzelnen Untergruppen
zusammengehalten und mit der Merozoitenoberfliche durch das 42 kDa Fragment
verbunden, das iiber eine hydrophobe, C-terminal lokalisierte GPI-Ankersequenz in der
Membran des Merozoiten verankert ist [Holder und Freeman, 1984; Holder et al., 1987;
Lyon et al., 1986; McBride und Heidrich, 1987].

Wihrend oder kurz vor der Erythrozyteninvasion wird das 42 kDa Fragment von
MSP-1 (MSP-14,) in einem zweiten Prozess gespalten. Als Resultat verldsst der
gesamte Komplex mit dem vom N-terminalen Teil des MSP-14, stammenden 33 kDa
Fragment (MSP-133) die Merozoitenoberfliche. Auf dieser verbleibt nur ein schmales
GPI-verankertes und hoch konserviertes C-terminales Fragment (MSP-1y9), das aus
unter 100 Aminosduren besteht — die cysteinreiche Domine 17. MSP-1,9 wird somit auf
der Merozoitenoberfliche mit in den neu invadierten Erythrozyten genommen [Holder
et al., 1999].

MSP-1,9 enthélt zwei den epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF — epidermal growth
factor) dhnliche Dominen [Blackman et al., 1990; Blackman et al., 1991; Blackman und
Holder, 1992] und ist innerhalb und zwischen den Plasmodien-Spezies hoch konserviert
[Cooper, 1993]. Basierend auf bisher durchgefiihrte molekular-epidemiologische
Studien konnten 4 Allele der 19 kDa-Doméne identifiziert werden: K1/Wellcome-Typ
[Holder et al., 1985], PNG-MAD20-Typ [Tanabe et al., 1987], Uganda-PA-Typ [Chang
et al., 1988] und Indo-Typ [Kang und Long, 1995]. 1998 wurden drei weitere Allele in
Parasitenisolaten aus West-Kenia beschrieben [Qari et al., 1998]. Intragene
Rekombination zwischen den dimorphen MSP-1-Formen wird dabei als
Variabilititsmechansimus vorgeschlagen [Conway et al., 1991; Hughes, 1992; Kaneko
et al., 1997; Qari et al., 1998].

MSP-1 9 stellt damit ein bedeutendes Ziel zur Impfstoffentwicklung dar.
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1.10 Humorale Immunitit und MSP-1

Gegen Antigene der Merozoitenoberfliche gerichtete Antikorper konnen mit diesen
wihrend deren erythrozytirem Zyklus auf verschiedenen Wegen interferieren. Die
Antikorper haben die Moglichkeit durch die gedffnete Erythrozytenmembran wéhrend
der Merozoitenentlassung aus dem Schizonten in diesen einzuwandern um dort die
Merozoiten zu agglutinieren und dadurch deren Ausbreitung zu unterbinden [Lyon et
al., 1989]. Nach Austritt der Merozoiten aus den Schizonten kdonnen gegen spezielle
Isotypen gerichtete Antikorper die Parasitenelimination durch Komplement-abhéangige
Lyse oder durch zellulire Effektormechanismen, wie der Phagozytose oder der
Zelltotung durch monozytire Mediatoren, bewirken [Bouharoun-Tayoun et al., 1995].
Antikorper, die direkt gegen die Merozoitenoberfliache gerichtet sind, kénnen ebenso
die Invasion der Merozoiten in die Erythrozyten inhibieren, indem sie die Bindung der
Merozoiten an die Erythrozytenoberfliche und damit den essentiellen ersten Schritt im
Invasionsprozess blockieren. Antikorper gegen die Antigene der Merozoitenorganellen
werden fiir die Blockierung der Merozoiteninvasion durch Eingreifen in spitere Schritte

im Invasionsprozess verantwortlich gemacht.

MSP-1 wurde erstmals in Plasmodium yoelii identifiziert. Dabei induzierte es bei
Maiusen Schutz gegen Malaria, wenn diese mit dem nativen Antigen immunisiert
wurden [Holder und Freeman, 1981]. MSP-1 konnte nachfolgend in weiteren
Plasmodium-Spezies identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass dieses Antigen ein
Ziel fiir AntikOrper-vermittelte Neutralisation der Parasiten in Plasmodium chabaudi
[Boyle et al., 1982; Lew et al., 1989] und Plasmodium knowlesi [Epstein et al., 1981]
war. In einer groBen Anzahl von Studien wurde MSP-1 von Plasmodium falciparum mit
protektiver Immunitdt in Zusammenhang gebracht. In diesen Untersuchungen waren
seroepidemiologische Studien iiber natiirlich-erworbene Immunitit, Impfstoff-Studien
in nicht-humanen Primaten und in vitro-Studien mit Plasmodium falciparum-Kulturen

eingeschlossen [Holder, 1988; Holder 1996].
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Dabei musste zur Befidhigung des Merozoiten zur Invadierung des Erythrozyten vorher
die Spaltung von MSP-14; in ein 33 kDa und ein 19 kDa membranverankertes Fragment
erfolgen [Holder et al., 1992].

Der hohe Grad von Polymorphismen, den das Antigen zeigt, wird in Ubereinstimmung
mit dem durch die protektive Immunantwort hervorgerufenen Selektionsdruck gesehen
[Diggs et al., 1993]. Die humane Antikorperantwort auf MSP-1 scheint hauptsédchlich
gegen nicht-konservierte Regionen des Antigens gerichtet zu sein [Friih et al., 1991;
Miiller et al., 1989]. Dabei wurde bisher die Antikorperreaktion mit dem C-terminalen
EGF-dhnlichen Regionen von MSP-1,9 wahrscheinlich dahingehend unterschitzt, als
dass die korrekte Tertidr-Struktur des Antigens essentiell fiir dessen
Antikorpererkennung zu sein scheint [Egan et al., 1995; Egan et al. 1999]. Auch wenn
keine ersichtliche Korrelation zwischen den totalen Antikorpern gegen MSP-1 und
klinischer Immunitit besteht [Wahlgren et al., 1986], so konnten ein hoher
Antikorpertiter gegen MSP-1,9 dennoch mit einem Schutz vor klinischer Malaria und
schwerer Parasitdmie assoziiert werden [Al-Yaman et al., 1996; Egan et al., 1996; Riley
et al., 1992]. Zudem zeigten Kleinkinder mit hohen Antikorpertitern gegen MSP-19 ein
verringertes Risiko in der Ausbildung einer Malaria wihrend ihres ersten Lebensjahres
[Hogh et al., 1995].

Die Immunisierung von Aotus-Affen mit gereinigtem MSP-1-Antigen induzierte einen
kompletten Schutz gegen den homologen Plasmodium falciparum-Stamm [Siddiqui et
al., 1987]. Serum von diesen Affen wiederum inhibierte das in vitro Wachstum
desselben Parasitenstammes [Hui und Siddiqui, 1987]. Allerdings zeigte sich in
nachfolgenden Impfversuchen in Affen mit rekombinanten MSP-1 Proteinen oder
synthetischen Peptiden eine nur inkonsequente Induzierung von Schutz vor Malaria
tropica [Chang et al., 1996; Cheng et al., 1991; Etlinger et al., 1991; Holder et al., 1988;
Kumar et al., 1993; Kumar et al., 1995]. Wihrend in einigen Studien eine Korrelation
zwischen einem Schutz vor Malaria und der in vitro-Aktivitit von Antikorpern in der
Parasitenwachstum-Inhibierung gezeigt werden konnte [Chang et al., 1996], wurde
solch eine Korrelation in anderen Studien nicht gefunden [Kumar et al., 1993; Kumar et
al., 1995].

Mit Experimenten in Plasmodium falciparum in vitro-Kulturen konnte demonstriert

werden, dass PMSP-1 ein Ziel fiir Invasions-inhibierende Antikorper darstellt. In den
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meisten Studien mit monoklonalen Maus-Antikorpern — unter Einschluss der mit den
polymorphen Tripeptid-Wiederholungen im N-Terminus des Antigens reagierenden
Antikorpern [Locher et al., 1996] und den die Epitope im C-Terminus erkennenden
Antikorpern [Blackman et al., 1990; Cooper et al., 1992; Pirson und Perkins, 1985] -
wurden zur Inhibition allerdings relativ hohe Antikorper-Konzentrationen bendtigt
(200-500 mg/ml fiir eine 50%ige Inhibition). Eine 10- bis 100-fach effizientere
Wachstumhemmung von Plasmodium falciparum konnte in vitro mit humanen mono-
oder oligoklonalen Antikorpern gegen PfMSP-1 gezeigt werden. Allerdings wurde die
Lokalisation von den im Antigen erkannten Epitopen nicht bestimmt [Brown et al.,
1986; Schmidt-Ulrich et al., 1986]. Die hauptsichlichen Zielepitope fiir die
inhibierenden Antikorper wurden im MSP-1,9 Fragment gefunden. Sie zeigen dabei
eine Abhingigkeit von der nativen Konformation der EGF-dhnlichen Dominen
[Blackman et al., 1990; Chang et al., 1992; Hui et al., 1991; Locher und Tam, 1993]. In
diesem Zusammenhang scheinen ebenfalls Epitope im MSP-14, -Fragment am Ort der
proteolytischen Prozessierung wihrend der zweiten Spaltung von MSP-1 von
Bedeutung zu sein, da dort eine gute Korrelation zwischen der Fihigkeit der Antikorper
mit dieser Prozessierung zu interferieren und ihrer Merozoiten Invasions-Inhibierungs-
Aktivitdt festgestellt werden konnte [Blackman et al., 1994]. Allerdings inhibierten
einige Antikorper, die Epitope nahe am Spaltungsort erkennen, nicht die Spaltung und
hatten auch keinen Effekt auf die Merozoiten-Invasion. Dafiir interagierten diese aber
mit der Bindung von inhibierenden Antikérpern [Blackman et al., 1994]. In dhnlicher
Weise konnte gezeigt werden, dass natiirlich erworbene humane Antikorper, die die
erste EGF-dhnliche Domidne von MSP-1 erkennen, keine Inhibition des
Parasitenwachstum in vitro zeigten, dafiir aber die Bindung von einem inhibitorischen
monoklonalen Antikorper blockierten [Chappel et al., 1994; Guevara Patino et al.,
1997]. Inhibitorische und blockierende Antikérper und deren Epitope innerhalb des
PfMSP-1,9 konnten kiirzlich nachgewiesen werden [Holder et al., 1999; Uthaipibull et
al., 2001]. Conway und Mitarbeiter konnten 2000 zudem mit einer prospektiven
longitudinalen Kohorten-Studie zeigen, dass auch gegen die héaufigsten vorkommenden
Allel-Typen der Doméne 2 des MSP-1 gerichtete IgG-Antikdrper mit Schutz vor

Malaria tropica assoziiert sind [Conway et al., 2000].
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1.11 Zielsetzung der Arbeit

Seit mehr als 5 Jahren werden verschiedene Einflussfaktoren wie Immunitiit,
Parasitengenetik, Vektorverhalten und soziookonomische Faktoren auf den Ausgang
einer Plasmodium falciparum-Infektion in Lambaréné untersucht [Kun et al., 1998a;
Kun et al., 1998b; Luckner et al., 1998; Luty et al., 1999; Luty et al., 2000; Lell et al.,
1999; Sylla et al., 2000; Sylla et al., 2001].

Ziel dieser Arbeit war festzustellen, ob Kinder aus diesem Gebiet mit stabiler
Plasmodium falciparum-Transmission eine spezifisch humorale Immunreaktion auf den
konservierten C-terminalen Teil des Merozoiten-Oberflichenantigens MSP-1
— MSP-1,9 - aufweisen. Dabei sollte untersucht werden, ob sich diese humorale
Immunreaktion zwischen Kindern, die schwer an der Malaria tropica erkranken, und
solchen, die nur mild erkranken, unterscheidet.

Dazu wurden die Antikorperspiegel von IgG-gesamt und der zwei zytophilen
IgG-Subklassen — IgG-1 und 1gG-3 — von jeweils 100 Kindern mit schwerer und milder
Malaria tropica mittels ELISA-Technik bestimmt.

Die Ergebnisse sollten dann mit den zuvor in derselben Patientengruppe erhobenen
Daten wie Alter, Geschlecht, Reinfektionsrate (IDR), ABO-Blutgruppe, Sichelzellgen-
Triagerschaft, MBL- und NOS-2-Mutation und Parasitimie verglichen und auf

Korrelationen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

2.1.1 Herkunft der Blutplasmaproben; 1/95C Studie

2.1.1.1 Aufbau der 1/95C Studie; Studiengruppen und Aufnahmekriterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutplasmaproben wurden am Albert Schweitzer
Hospital in Lambaréné, Gabun, innerhalb der sogenannten 1/95C Studie gesammelt.
Erkrankte Kinder, die die pidiatrische Ambulanz des Hospitals aufsuchten und bei
denen der klinische Verdacht einer Malaria bestand, wurden zur weiteren
Malariadiagnostik in das Forschungslabor iiberwiesen. Bestétigte sich dort der Verdacht
einer Malaria und erfiillte das jeweilige Kind die Einschlusskriterien der 1/95C Studie,
erfolgte eine Aufkldrung dieses Kindes und seiner Eltern iiber die Studienbedingungen
und —ziele. Nach Einwilligung der Eltern fand die Aufnahme des Kindes in die Studie
statt.

Das Ethik-Komitee der Internationalen Stiftung des Albert—Schweitzer-Hospitals
begutachtete die Studie und erteilte eine Zulassung.

Ziel dieser 1/95C Studie war ein Vergleich von unkomplizierter und schwerer
Plasmodium falciparum-Malaria bei Kindern in einem fiir Malaria hyperendemischen
Gebiet - siche Kapitel 1.5.

Die Auswahl der Patienten wurde so vorgenommen, dass bei der Auswertung der
Patientendaten eine paarweise Analyse moglich war, d.h. eine sog. ,,matched pair case
control study*.

Zwischen Januar 1995 und Dezember 1996 erfolgte die Aufnahme von insgesamt 200
Kinder mit akuter Plasmodium falciparum-Malaria in die Studie. Davon bildeten
einhundert Kinder mit schwerer Malaria die sogenannte S-Gruppe. Weitere 100 Kinder
mit unkomplizierter, milder Malaria, bildeten als Kontrollgruppe die sogenannte
M-Gruppe. Die Auswahl der Kinder dieser M-Gruppe erfolgte so, dass die

aufgenommenen Kinder jeweils den einzelnen Patienten der S-Gruppe nach Alter
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(44 + 23 Monaten als Durchschnitt), Geschlecht (61 weiblich, 39 minnlich) und
Herkunft entsprachen.

Einschlusskriterien waren eine Plasmodium falciparum-Malaria mit einer Parasitdmie
von mindestens 1000 Parasiten/ul, ein Alter von mehr als 6 Monaten, keine homozygote
Triagerschaft des Sichelzellgens (HbSS), einen Wohnort nicht weiter als 30 Kilometer

vom Hospital entfernt und eine Einwilligung der Eltern nach Aufklirung.

Schwere Plasmodium falciparum-Malaria wurde dabei wie folgt definiert:

- Hyperparasitdmie (>250 000 ungeschlechtliche Plasmodium falciparum
Parasiten / ul, entspricht > 10% infizierte Erythrozyten)
und/oder

- schwere Andmie (Hamoglobin <50 g /1)

und andere Zeichen schwerer Malaria, wie

- zerebrale Malaria (in dem fiir Kinder modifizierten Blantyre Komascore weniger als
4 von 5 moglichen Punkten — siche Anhang, Abbildung 10-5)

- Hypoglykédmie (< 40 mg/ dl)

[Warrell et al., 1990]

Fiir jedes S-Kind erfolgte als Kontrolle frithestmoglich die Aufnahme eines M-Kindes
gleichen Geschlechts mit einem Altersunterschied von nicht mehr als sechs Monaten,

das an Plasmodium falciparum-Malaria litt.

Einschlusskriterium fiir unkomplizierte (milde) Plasmodium falciparum-Malaria war:

Parasitdmie ( 1 000 — 50 000 / ul ) bei Aufnahme

- fehlender Nachweis von Schizonten im Dicken Tropfen
- Héamoglobinkonzentration > 80 g /1

- Thrombozytenkonzentration > 50 000 / ul

- Leukozytenkonzentration < 12 000 / pul

- Blutglukosekonzentration > 50 mg / dl
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- Laktatkonzentration < 3 mM

- zirkulierende Leukozyten mit Malaria-Pigment < 50 / ul

Auschlusskriterien fiir M- Kinder waren:

- Anzeichen einer schweren Malaria oder einer anderen akuten Infektion
- eine frithere Hospitalisation (um eine eventuell frithere schwere
Malaria auszuschlief3en)
- Einnahme von Anti-Malaria-Mitteln innerhalb von 7 Tagen vor Aufnahme
- chronische Krankheit
- Untererndhrung

[Kun et al., 1998a]

Es erfolgte eine Numerierung der Patienten der S-Gruppe entsprechend der zeitlichen
Reihenfolge ihrer Aufnahme von 1 bis 100: 1S, 28S,... 100S.

Die Patienten der M-Gruppe wurden als Kontrollpatienten denen der S-Gruppe
zugeordnet und tragen deren Nummern: 1M, 2M,... 100M.

Bei der paarweisen Analyse der Daten bilden ein Patient mit schwerer Plasmodium
falciparum-Malaria und sein Kontrollpatient mit unkomplizierter Plasmodium

falciparum-Malaria ein Paar.

2.1.1.2 Behandlung der Patienten

Kinder mit schwerer Malaria wurden mindestens vier Tage stationdr aufgenommen und
mit einer Kombinationstherapie von Chinin und Clindamycin intravends behandelt
[Kremsner et al., 1995].

Kinder mit unkomplizierter (milder) Malaria bekamen ambulant eine einmalige orale
Dosis von Sulfadoxin und Pyrimethamin [Schmidt-Ott et al., 1997] und wurden danach

zweimal téglich zur Kontrolle bis zum negativen Parasitennachweis einbestellt.
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Zusitzliche Anwendung supportiver Therapien — z.B. physikalische fiebersenkende
MaBnahmen (Ventilation, Wadenwickel), Gabe von Antipyretika, Antibiotika,
Antiemetika — erfolgte bei Bedarf.

2.1.1.3 Nachuntersuchungen - Longitudinalstudie

Nach der Behandlung wurden die Patienten fiir mehrere Jahre alle 2 Wochen zur
Nachuntersuchung einbestellt oder zu Hause aufgesucht. Dabei erfolgte jedesmal die
Anfertigung eines Dicken Tropfens [Kremsner et al., 1988] und die rektale Bestimmung
der Korpertemperatur. Alle auftretenden Erkrankungen wurden dokumentiert und
gegebenenfalls ambulant oder stationédr behandelt.

Somit konnten die Reinfektionsrate, die Zeit bis zur ersten Plasmodium falciparum-
Reinfektion, immunologische Daten, etc. genau erhoben werden.

Die Entnahmen venoser Blutproben fiir diese Arbeit fanden am Tag der Aufnahme in
die Studie vor Beginn der Chemotherapie und zweimal wéhrend der

nachuntersuchenden longitudinalen follow-up-Studie statt.

2.1.2 Entnahme der Blutplasmaproben

Fiir immunologische Untersuchungen erfolgte eine Abfiillung vendsen Blutes in sterile,
EDTA enthaltende Rohrchen. Nach Zentrifugation des Vollbluts (fiir die Separation von
mononukledren Zellen) wurde das Blutplasma entnommen und bei —80°C fiir spitere
Antikorpertests tiefgefroren.

Plasmaprobeentnahmen fanden nach diesem Verfahren zu folgenden Zeitpunkten statt :

Tag 0 (akute Phase) : Plasmaproben von jeweils 100 Patienten in beiden
Gruppen (S- und M- Gruppe) — 61 weibliche und 39

maéannliche - wihrend der akuten Plasmodium falciparum-
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Malaria, d.h. bei Aufnahme in die Studie vor
Verabreichung des ersten Chemotherapeutikums

Tag 28 (Rekonvaleszenz) : Plasmaproben ein Monat nach Behandlung von den nun
rekonvaleszenten Patienten aus der S- und M-Gruppe;
zwischen Tag 0 und Tag 28 wurden einige Patienten
reinfiziert

Tag 180 (,,gesunder*/infektionsfreier Zustand) :
Plasmaproben der S- und M- Gruppe frithestens sechs
Monate nach Aufnahme (Tag 0), wenn das Kind frei von
jeglichen klinischen Infektionen war und mindestens drei
aufeinanderfolgende Plasmodium falciparum negative
Dicke Tropfen in der zweiwochentlichen
Nachfolgeuntersuchung vor der Blutentnahme

aufgewiesen hatte

Da nicht alle Kinder iiber den Zeitraum von 6 Monaten nachverfolgt werden konnten,

liegen Plasmaproben nur wie folgt vor:

Tag 28 : Plasmaproben von 81 M- und 73 S-Kinder
Tag 180 : Plasmaproben von 66 M- und 65 S-Kinder

2.1.3 Aufbereitung der Blutplasmaproben

Die bei —80°C tiefgefrorenen Plasmaproben wurden in PBS 1:20 verdiinnt, aliquotiert
und bei —20°C fiir die folgenden ELISA-Untersuchungen wieder eingefroren.

Nach dem erneuten Auftauen - direkt vor der Plasmaverwendung im ELISA - erfolgte
eine weitere Verdiinnung in PBS (0,5%) —Tween20-1% BSA. Aufgrund der Ergebnisse

der TEST-ELISA wurden folgende Gesamtverdiinnungen verwendet:

- fiir [gG-gesamt-ELISA: 1:800
- fiir IgG-Subklassen-ELISA: 1: 50
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Die Plasmaverdiinnung fand in 1,2ml-Probenrohrchen statt und wurde mit einer Multi-

Kanal-Pipette direkt auf die ELISA-Platten iibertragen.

2.2  Verwendetes Antigen

Das in dieser Arbeit verwendete Antigen ist der 19 kDa C-Terminus des K1/Wellcome-
Typs des Merozoiten-Oberflachenantigens Merozoite-Surface-Protein-1 (MSP-1,9)
[Miller et al., 1993], exprimiert in Escherichia coli als ein Fusionsprotein mit dem
26,7 kDa C-Terminus der Glutathion-S-Transferase (GST) von Schistosoma japonicum
[Burghaus und Holder, 1994; Smith und Johnson, 1988].

Als Kontrolle wurde unfusioniertes GST verwendet.

Die Antigensynthetisierungen erfolgte durch das Labor von Prof. Tony Holder am

National Institute for Medical Research, London.

437 ug des verwendeten MSP-1,9 -Antigen wurden in 1 ml sterilem PBS gel6st und im
Kiihlschrank bei 4°C gelagert.
Von dem zur Kontrolle verwendeten GST-Antigen wurden 1 mg in sterilem PBS in

Losung gebracht und im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

Fiir die ELISA-Untersuchungen erfolgte die Verwendung der auf Raumtemperatur

gebrachten Peptide.
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2.3 Antikorpermessung mit der ELISA-Methode

Zur Messung der MSP-1 spezifischen IgG-gesamt- und IgG-Subklassen-Antikorper-
Antwort wurden Standard ELISA Methoden verwendet.

Die Durchfiihrung der Antikorpermessung fand wie im Folgenden dargestellt statt.

2.3.1 Prinzip des ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Der Enzym-gekoppelte Immunsorbent-Assay (ELISA) gehort zu den Immunassays. Ein
Immunassay ist eine Technik, bei der mittels einer immunologischen Reaktion die
Anwesenheit einer Substanz gemessen wird [Kemeny, 1994] - im Fall dieser Arbeit,
die in vitro Reaktion zwischen Antikorper und Antigen .

Beim ELISA handelt es sich um eine Kombination eines Immunassays (Antigen-
Antikorper-Reaktion) mit einer spezifischen Enzymreaktion.

Einer der Reaktionspartner wird entweder radioaktiv markiert (Radioimmunassay,
RIA), oder aber er wird mit einem Enzym konjugiert (z.B. Peroxidase), das
anschlieBend mit einem zugesetzten Substrat eine Farbreaktion eingeht
(Enzymimmunassay, EIA bzw. ELISA). Die Intensitit dieser Farbreaktion ist
proportional zur Menge des gebundenen Enzym-markierten Reaktionspartners und wird
photometrisch bestimmt.

1971 wurden erstmals Enzyme als Marker in Immunoassays eingesetzt - Engvall und
Perlmann beschrieben erstmalig den ELISA [Engvall und Perlmann, 1972].

Es gibt verschiedene ELISA-Varianten. Dabei wird zwischen kompetitivem und nicht-
kompetitivem ELISA unterschieden. Bei einem kompetitiven Test konkurrieren z.B.
markierte Antikorper und nicht-markierte Antikorper (Probe) um den Platz am Antigen.
Je mehr nicht-markierte Antikorper in der Probe vorhanden ist, desto weniger markierte
Antikorper bindet am Antigen, d.h. desto geringer ist die gemessene Intensitdt der
anschliefenden Farbreaktion. Die Auswahl hédngt von der Art der Proben, der

Verfiigbarkeit der Reagenzien und der geforderten Prédzision und Sensitivitit ab

[Stoll, 1997].



Material und Methoden, Seite 41

In dieser Arbeit wurde ein sogenannter Nicht-Kompetitiver Test mit Antigen-
beschichteten Platten angewandt. Bei den nicht-kompetitiven Festphasen-Tests wird
der Antikorper oder das Antigen in der Probe an die beschichtete feste Phase
(Polysteroloberflachen oder anderer Protein-bindender Materialien) gebunden und
danach mit einem zweiten markierten Antikdrper oder Antigen nachgewiesen. Die
Menge der gebundenen Radio- oder Enzymaktivitit steigt dabei im Verhiltnis zur
Konzentration der Probe an [Kemeny, 1994].

In den vorliegenden Versuchen wurden Mikrotiterplatten aus Polystyrol mit Antigen
beschichtet.

Eine Mikrotiterplatte ist eine Anordnung von 96 kleinen Reaktionsgefi3en
(sogenannten Kavitditen - 250 pl) in einer Kunststoffplatte. Die gleichzeitige
Untersuchung  einer Serie von Proben bei geringem Materialverbrauch und
automatischer Plattenauswertung (ELISA-Reader) ist somit moglich. Die Verwendung
von speziellen Polystyrol-Mikrotiterplatten soll eine geringere Background-Absorption
und eine grofere Proteinbindungskapazitit des Kunststoffs bewirken.

Nach der Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem jeweiligen Antigen wurden die
den primdren Antikorper enthaltenden Serum-Proben hinzugefiigt. Die primiren
Antikorper binden an die Determinanten des immobilisierten Antigens. Nach
Auswaschen der nicht gebundenen Anteile konnen die fixierten Antigen-Antikorper-
Komplexe durch Zugabe eines zweiten - enzymmarkierten - Antikorpers
(Detektorantikorper/ sogenannten ,,Konjugat) — der spezifisch gegen den ersten
gebundenen Antikorper gerichtet ist — nachgewiesen werden. Bei Antikorper-
Subklassen-ELISA wird der Detektorantikorper nicht direkt markiert, sondern es wird
ein zweiter enzymmarkierten Antiglobulin-Antikérper verwendet, der gegen den ersten
Detektorantikorper gerichtet ist.

Nach einem weiteren Waschschritt wird das Substrat des Enzyms hinzugefiigt und die
Enzymaktivitdt als Extinktionsdnderung pro Zeiteinheit photometrisch gemessen —

entsprechend der Antikérpermenge in der Probe.

Ein Problem des Festphasen-ELISA stellt die unspezifische Bindung einzelner oder

mehrerer Testkomponenten an nicht abgesittigte Stellen der Mikrotiterplatte dar.
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Der dadurch verursachte Hintergrund kann aber in den meisten Fillen durch die
Blockierung der Platte nach Adsorption des Beschichtungsreagens mit zusitzlichen, gut
haftenden Proteinen (z.B. Rinderserumalbumin (BSA)) erreicht werden. Eine
zusitzliche  Verminderung der unspezifischen Bindung iiber hydrophobe
Wechselwirkungen 1d6t sich durch Zusatz von Detergenzien (z.B. Tween 20) zu den

verwendeten Puffern erreichen.

2.3.2 Durchfiihrung des ELISA

Die Konzentrationen von Antigen, Serum, Konjugat, Detergenzien, die Verwendung
von Mikrotiterplatten vom geeigneten Hersteller und die Inkubationszeiten und
Inkubationsbedingungen wurden durch vielzdhlige Test-Assays zu Beginn der
Versuchsreihe optimiert.

Unspezifische Bindungen der Plasmaproben oder des verwendeten Konjugates, die die
Ergebnisse eventuell verfalscht hitten, konnten durch mitgefiihrte Kontrollen (siehe
Abbildung 2.1: C-Kavititen unter D) ausgeschlossen werden.

Um Fehlmessungen auszuschlieBen und um die Reproduzierbarkeit des Testverfahrens
zu iiberpriifen, wurde bei jedem Testvorgang, d.h. auf jeder Mikrotiterplatte, ein
vierfach bestimmter positiver und negativer Standard in gleichbleibender Verdiinnung
mitgefiihrt (siche Abbildung 2.1: + / - Kavitédten unter D).

Alle Versuchsschritte fanden, wenn nicht anders aufgefiihrt, bei Raumtemperatur statt.

Als Trigersubstanz wurden Flachboden-Mikrotiterplatten (NUNC-Immuno™™ Platten,

MaxiSorp ™ F96) mit jeweils 96 (8x12) Vertiefungen (,,Kavititen*) gewihlt.

A: Beschichtung (coating) der Mikrotiterplatten mit Antigen

Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem jeweiligen Antigen in einer Konzentration

von 0,125 pg / ml — verdiinnt in PBS-Pufferlosung — mit 50 ul / Kavitit.
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Bindung des Antigens an die Polystyroloberflache der Mikrotiterplatten iiber Nacht bei
4°C im Kiihlschrank (sog. Kiltebindung — Mikrotiterplatten mit Kunststofffolie
abgedeckt).

Zur Bestimmung des Plattenleerwerts wurden vier Kavitdten (sog. C- Kavititen, siche

Abbildung 2.1 unter D) nicht mit dem Antigen beschichtet. Damit war eine Kontrolle
der Spezifitit des jeweiligen ELISA gegeben.

Nach Ubernacht-Inkubation erfolgte die Entfernung des nicht gebundenen Antigens
durch Ausschiitteln.

B: Blockierung zur Vermeidung unspezifischer Bindungen

Sechsstiindige Absittigung der freien Bindungsstellen aller Kavititen mit PBS-2% BSA
bei den IgG-gesamt-ELISA und mit PBS-4% BSA bei den IgG-Subclassen-ELISA
(200 ul / Loch) im Wasserbad (25°C — Mikrotiterplatten mit Kunststoffolie abgedeckt).
Dadurch Verhinderung unspezifischer Anlagerungen von Blutplasmaproteinen an die
noch frei gebliebenen (d.h. nicht vom Antigen beschichteten und damit nur aus

freiliegendem Polystyrol bestehenden) Kavitidtenwinde der Mikrotiterplatte.

C: Waschen

Entfernung des nicht gebundenen Blockierreagenzes durch viermaliges Waschen der
Platten mit einer 12-strahligen Dunn Handi Wash 110 mit PBS- 0,5% Tween20-
Waschpuffer (Vertiefungen leergesaugt — mit ca. 200 ul PBS-0,5% Tween20 aufgefiillt
— mind. 1 Minute stehengelassen — Vertiefungen leergesaugt — das ganze weitere 3x

wiederholt).
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D: Auftragen und Inkubation der Plasmaproben (primirer Antikorper)

Einpipettierung von jeweils 50 ul des in PBS-0,5% Tween20-1% BSA verdiinnten
Plasmas (siehe 2.1.3.) in die Mikrotiterplatten.
Das fest eingehaltene Pipettierschema umfasste auf jeder Mikrotiterplatte die

Doppelbestimmung jeder Patientenprobe in zwei vertikal aufeinanderfolgenden

Kavititen und jeweils die Vierfachbestimmung eines positiven und negativen

Kontrollpools sowie des Leerwerts (Blank).

Zur Bestimmung der Leerwerte (Blanks) wurde in die vier Kavititen nur PBS-0,5%
Tween20 pipettiert — d.h. bis zum Ende des ELISA-Tests erfolgte in diese Leerwert-
Kavitidten die Zugabe aller Substanzen mit Ausnahme des priméren Antikorpers.

Auf einer Platte befanden sich dabei immer sowohl S- als auch M-Proben.

ELISA-Platten- Aufteilung:

3 (4 |5 (6 |7 (8 (9 [10 |11 |12
sl |s5 |s9 |s13 [s17 [s21 [s25 [s29 [s33 [s37
+ [+ [sl [s5 [s9 [s13|s17 |s21 |s25 |s29 |s33 |s37
- - s2 |s6 |s10|sl4 |s18 |s22 [s26 [s30 s34 |s38
s2 |s6 |s10|sl4 |s18 |s22 [s26 [s30 s34 |s38
s3 [s7 |sll [s15|s19 [s23 |s27 |[s31 |s35 |s39
s3 [s7 |sl1 [s15|s19 [s23 |s27 [s31 |s35 |s39
s4 |s8 |s12|s16 |s20 |s24 [s28 [s32 [s36 |s40
s4 |58 |[s12 |s16 |s20 |s24 |s28 |s32 |s36 | s40

| | ™l ®| gl Al = >

A Q| W @
Ql QW @

+ = positiver Pool, - = negativer Pool, B = blank, C= Spezifititskontrolle, s1 — s40 = Plasmaproben (sample)

Abbildung 2.1: ELISA-Platten — Belegung der Kavitiiten

Die Bildung von Immunkomplexen mit dem fixierten Antigen erfolgte durch Inkubation
der Mikrotiterplatten mit den Blutplasmaproben iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank
(Mikrotiterplatten mit Kunststofffolie zugedeckt).

Erneuter Waschvorgang (siehe C) vor dem néchsten Arbeitsschritt.
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E: Auftragen und Inkubation der monoklonalen Antikorper zur Bestimmung der
IgG-Subklassen
(nur bei den IgG-Subklassen-Assays)

1 : 2000 Verdiinnung der monoklonale Maus-Antikorper gegen IgG1 und IgG3 (Caltag
Laboratories, Kanada) in PBS und Zugabe von jeweils 50 pl / Kavitit.

Inkubation der abgedeckten Platten mit den monoklonalen Antikérpern iiber Nacht bei
4°C im Kiihlschrank.

Die Bestimmung der beiden IgG-Subklassen (IgG1 + IgG3)-AntikSrperantworten fiir
die jeweilige Patientenprobe erfolgte immer gleichzeitig innerhalb eines ELISA-
Ansatzes.

Erneuter Waschvorgang (siehe C) vor dem nichsten Arbeitsschritt.

F: Auftragen und Inkubation des Peroxidase-Konjugats (sekundirer Antikorper)

Verdiinnung der Peroxidase-konjugierten Antikorper in PBS.
Beschichtung aller Kavititen der Mikrotiterplatte mit je 50 pl des verdiinnten
sekundidren  Antikorpers, gefolgt von einer zweistiindigen Inkubation der

Mikrotiterplatten bei 25°C im Wasserbad.

Es wurden folgende Konjugate (Sigma Chemical Company) in folgenden

Verdiinnungen verwendet:

IgG-gesamt-ELISA : Horseradish Peroxidase Conjugated Goat Anti-Human
IgG (Fc specific)
Verdiinnung: 1 : 50 000
IgG-Subklassen-ELISA : Horseradish Peroxidase Conjugated Goat Anti-Mouse IgG
(Fc specific)
Verdiinnung: 1 : 5 000

Erneuter Waschvorgang (siehe C) vor dem néchsten Arbeitsschritt.
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G: Enzymatische Farbreaktion

Verwendung das TMB Microwell Peroxidase Substrat System (Kirkegaard & Perry
Laboratories Inc., Gaithersburg, USA) fiir die enzymatischen Farbreaktion.

1 : 1 Mischung der beiden Komponenten TMB Substrat und Solution B (H,0;) und
Einpipettierung von 100 ul / Kavitit in die ELISA-Platten.

Inkubation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur.

Wihrend dieser Zeit erfolgte im Rahmen der enzymatischen Reaktion die Katalyse

folgender Reaktion:

H,O; + Hy-Donor - 2 H,O + Donor (oxidiert)

Dabei stand als H,-Donor der Peroxidasereaktion 3,37,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB
Substrat) zur Verfiigung.
Das farblose Tetramethylbenzidin (I) wird dabei iiber die Enzymreaktion in das

blaugefirbte Tetramethylbenzidin-Radikalkation (II) umgesetzt.

H;C

HyC

Abbildung 2.2: Peroxidasereaktion (nach Schmid et al., 1993)

Durch anschlieBende Ansduerung mit 1-molarer Phosphorsiure -100 ul / Loch - erfolgte
das Abstoppen der Farbreaktion des Enzym-Substrat-Gemisches. Es bildet sich das
gelbgefirbte 3,37,5,5"-Tetramethyl-1,1"-Diphenochinon-4,4"-Diimmoniumion (III).
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Die Stirke der Farbintensitidt der Gelbfirbung (quantitative Farbkomplexbildung) ist

dabei proportional zur Konzentration des detektierten Antikorpers.

H: Messung der Extinktionen im ELISA-Reader und Berechnung der
Arbitrary Units

Photometrische Messung der Farbintensitdt unmittelbar nach Zugabe der Phosphorsiure
und nach dreisekundiger Schiittelung der ELISA-Mikrotiter-Platten mit dem ASYS
Hitech DigiScan- ELISA-Reader unter Verwendung eines Messfilters bei 450 nm und
eines Referenzfilters von 550 nm.

Beschreibung der Extinktionen durch den direkt am ASYS Hitech DigiScan ELISA-
Reader angeschlossenen Computer mit einem Software-Programm MicroWIN von
Mikrotek (1995) in Optical Density-Einheiten (OD).

Angabe der OD in Prozent eines positiven und negativen Referenzserums durch
anschliefende Umrechnung der gemessenen OD-Werte in arbitrdre Einheiten (Arbitrary
Units (AU)) unter Verwendung folgender bei [Rasheed et al., 1995] angegebener

Formel:

(In OD sample) — (In OD negative pool)
AU = *100

(In OD positive pool) — (In OD negative pool)

Sample steht fiir das zu untersuchende Plasma.

Es wurde jeweils nur mit den Mittelwerten der Doppelbestimmungen gerechnet.

Der positive Pool bestand aus einer Mischung von zehn Plasmaproben von Plasmodium
falciparum-Malaria-semiimmunen Individuen aus Gabun mit hohen spezifischen IgG-

AntikOrperantworten.
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Der negative Pool wurde aus Plasmaproben von deutschen Individuen gemischt, die
noch niemals Plasmodium falciparum exponiert waren. Diese Plasmaproben kamen aus

der Blutbank des Klinikums der Universitét Tiibingen.

Beide Pools fanden sowohl fiir die IgG-gesamt-ELISA als auch fiir die IgG-
Subklassen-ELISA Verwendung.

Vor der Berechnung der AU wurde der OD-Mittelwert der Blanks von den Werten der
tibrigen Proben der jeweiligen ELISA-Mikrotiter-Platte abgezogen. Damit erfolgte die
Eliminierung der Hintergrundadsorption.

Um die Adsorption des GST von der des MSP-19 zu trennen, wurden die OD-Werte
der jeweiligen GST-Kontroll-ELISA-Mikrotiter-Platte von den OD-Werten der GST-
MSP-1o—Mikrotiter-Platte subtrahiert.

Die Bewertung der gemessenen Ergebnisse erfolgte durch den sog. ,,Cutoff‘-Wert, d.h.
zur Beurteilung ,,positiver Plasmaproben wurde ein negativ/positiv Grenzwert

festgelegt (,,cut-off-value*/,,threshold®).

Dieser Grenzwert wurde wie folgt festgelegt:

Mittelwert aus der Summe der AU der Kontrollseren + 2 Standardabweichungen

(SD = standard deviation) der Kontrollseren

Diese Kontrollseren bildeten jeweils mindestens 20 Plasmaproben deutscher Individuen,
die noch nie Plasmodium falciparum exponiert waren. Die Plasmaproben kamen aus der

Blutbank des Klinikums der Universitét Tiibingen (siehe oben).

AU-Werte der verschiedenen Plasmaproben der 1/95C-Studienkinder, die oberhalb
dieser Schwellenwerte lagen, wurden als ,,positiv®, diejenigen die unterhalb dieser

Schwellenwerte lagen als ,,0“ / ,,negativ* bezeichnet.
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Es ergaben sich fir MSP-1;9 die im Folgenden aufgefiihrten Schwellenwerte/
Tresholds in Arbitrary Units:

IgGgesamt: 24
IgG1: 18
IgG3: 12

Durch die Berechnung von ,,Arbitrary Units* (AU) war die Vergleichbarkeit der
Testergebnisse innerhalb der Versuchsreihe bei Verwendung des gleichen positiven und
negativen Standards (positiver und negativer Pool) sowie derselben Cutoff-Werte

gegeben.

Die berechneten AU wurden in ein Microsoft” Excel-Arbeitsblatt eingegeben, und die
Werte, die unterhalb der zuvor berechneten Schwellenwerte lagen, als O bezeichnet.
Danach erfolgte eine Kopie der Excel-Tabellen in das Statistik-Programm StatView",

um die statistische Auswertung der Daten zu ermoglichen.

Es wurden nur diejenigen Plasmaproben in den IgG-Subklassen-ELISA untersucht, die

im IgG-gesamt-ELISA ,,positiv* waren.
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2.3.3 Verlaufskurzbeschreibung der Assays

2.3.3.1 IgG-gesamt-ELISA

- Beschichtung/ Coating (iiber Nacht)

- Blockieren (6 Stunden)

- Waschen

- Auftragen der Proben (Inkubation iiber Nacht)

- Waschen

- Auftragen des Konjugats (Inkubation fiir 2 Stunden)
- Waschen

- Farbreaktion

2.3.3.2 IgG-Subklassen-ELISA

- Beschichtung/ Coating (iiber Nacht)

- Blockieren (6 Stunden)

- Waschen

- Auftragen der Proben (Inkubation iiber Nacht)

- Waschen

- Auftragen der monoklonalen Antikorper (Inkubation iiber Nacht)
- Waschen

- Auftragen des Konjugats (Inkubation fiir 2 Stunden)

- Waschen

- Farbreaktion
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2.4 Arbeitsmaterialien

2.4.1 Arbeitsgeriite

2.4.1.1 Steril-Arbeitsbank

Die steril durchzufithrenden Arbeitsschritte wurden in einer Steril-Arbeitsbank

,,Herasafe* der Firma Heraus Instruments (Deutschland) durchgefiihrt.

2.4.1.2 ELISA-Reader

Die Testauswertung der NUNC-Immuno™™ Mikrotiterplatten wurde mit einem ASYS
Hitech DigiScan Photometer der Firma ASYS Hitech GmbH (Wien, Osterreich) unter
der Verwendung der Software MikroWin 2.39 (1995) der Firma Mikrotek (Overath,
Deutschland) bei einer Wellenlidnge von 450 nm und einem Referenzfilter von 550 nm

vorgenommen.

2.4.1.3 Dunn Handi Wash

Das Absaugen der Uberstinde in den Lochern der 96-Loch-Flachboden-
Mikrotiterplatten geschah mit einer 12-strahligen Dunn Handi Wash 110- Vakuum-
Pumpe der Firma Dunn Labortechnik GmbH (Asbach, Deutschland).

2.4.1.4 Mischer

Die Aufsuspendierung von Reaktionsproben erfolgte mittels eines Vortex Mischers
,.Bender&Hobein*, IKA-Works (USA).

Fiir die Durchmischung von Lésungen wurde ein ,,Variomag* Elektronikriihrer ,,Mono*

(H+P Labortechnik GmbH, Darmstadt) mit variabler Motorstirke benutzt.
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2.4.1.5 pH-Konrollen/-Einstellungen

Die pH-Kontrollen wurde mit Universalindikator pH 0-14 Teststreifen der Firma Merck
(Darmstadt) durchgefiihrt. Notwendige pH-Einstellungen erfolgten mit einem pH-Meter
wdJenway 3010“ der Firma Roth Chemikalien-Laborbedarf (Karlsruhe), nach

vorangehender Eichung des Gerites mit gebrauchsfertigen Eichpufferlosungen.

2.4.1.6 Waagen

Das Abwiegen der Reagenzien wurde auf einer Pridzisionswaage Mettler AE 260/9 der
Firma Mettler-Toledo GmbH (Schweiz) und einer Mettler PM 4000/9-Wage

vorgenommen.

2.4.1.7 Wasserbad

Die Inkubationen bei 25°C wurden in einem Wasserbadgerdt GFL 1083 der Firma
Bachofer (Reutlingen) durchgefiihrt.

2.4.2 Reagenzgefifle und Dosierhilfen

2.4.2.1 Spezielle Reagenzgefifie

- 96-Loch-Flachboden- NUNC-Immuno™ Platten, MaxiSorpTM F96 (NUNC GmbH,
Wiesbaden)

- 50 ml Reagent Reservoir (Costar, USA)

- Plate Sealers (Costar, USA)

- Millex-GS Sterilfilter 0,22 um Filter Unit (Millipore S.A., Frankreich)

- 1,2 ml offene Plastik-Rohrchen (Greiner Labortechnik, Frickenhausen)

- Plastikstidnder (8x12Lo6cher) fiir 1,2 ml Rohrchen

- 2ml Cryovial-Rohrchen mit Schraubverschluf3 (Simport, Kanada)

- filtertip-Boxen (8x12 Locher — Greiner Labortechnik, Frickenhausen)
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- 15 ml-PP-Rohrchen (Greiner Labortechnik, Frickenhausen)
- 50 ml-Falcon-Réhrchen (Becton Dickinson Labware, USA)
- Becherglidser (250, 500 ml — Duran, Mainz)

- Erlenmeyerkolben (50, 100, 2 000 ml — Duran, Mainz)

- Glaszylinder (250 pl, 500 ul, 2000 pl — Duran, Mainz)

2.4.2.2 Dosierhilfen

- Prézisionspipetten (1-10 upl, 5-50 ul, 50-200 ul, 200-1000 ul) der Firma Socorex
(Schweiz) mit Greiner -Einmalpipettenspitzen (kristall: 0,5-10 pl , gelb: 1-200ul,
blau: 101-1000 pl)

- Multipipetten (5-50 ul, 50-200 ul) der Firma Socorex (Schweiz) mit Greiner-
Multipipettenspitzen (gelb: 1-200ul, blau: 101-1000 ul)

- Biohit Digital Multichannel Pipette (50 — 1200 ul) der Firma Proline Electronic mit
Einmalpipettenspitzen (Titertek, Finnland)

- Pipet-Aid der Firma Drummondd Scientific (USA) mit Einmalpipetten TD-EX 20°C
Serological (5, 10, 25 ml — Greiner Labortechnik, Frickenhausen)

2.4.3 Chemikalien

Von Boehringer Ingelheim Bioproducts, Heidelberg, wurde bezogen:

- SERVA Albumin bovine Fraction V, pH 7.0,

Von CALTAG Laboratories (Burlingame, Kanada) wurde bezogen:

- Mouse Monoclonal Antibody To Human IgG-1 Fc
- Mouse Monoclonal Antibody To Human IgG-3 Hinge

Von Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, USA wurde bezogen:

- TMB Peroxidase Substrat und Solution B
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Von E. Merck, Darmstadt, wurden bezogen:
- Natriumchlorid (NaCl) zur Analyse
Kaliumchlorid (KCI) zur Analyse
- di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
- Kaliumdihydrogenphosphat fiir die Molekularbiologie (KH,PO,)
- Ortho-Phosporsiure (H3PO,) - 85%

Von SigmaD Chemical Company, USA, wurden bezogen:

- Horseradish Peroxidase Conjugated Goat Anti-Human
IgG (Fc specific)

- Horseradish Peroxidase Conjugated Goat Anti-Mouse IgG
(Fc specific)

- Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween20), SigmaD

2.4.3.1 Verwendete Puffer und Reagenzien

PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 137 mM 80 g
KCl 3 mM 02 g
Na,HPO, 8 mM 1,44 ¢
KH,PO, 2 mM 024 ¢

pH74 mit Aqua dest auffiillen
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Tween 20
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween20), SigmaD
BS

BSA (Albumin bovine Fraction V, pH 7.0 )

Phosphorséure
H;PO, 1M

TMB Peroxidase Substrat

Kirkegaard & PerryEI

3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin 400 mg /1, in einer organischen Base

Losung B

H>0O, 0,02% in Zitrat-Puffer
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2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten wurde auf einem PC mit dem
Statistik-Programm StatView" vorgenommen.

Weitere innerhalb der 1/95C Studie gewonnen Daten flossen in die Auswertung mit ein,
um auf eventuelle Korrelationen mit den gemessenen AU untersucht zu werden (siehe
2.6).

Da nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden konnte, wurden

nicht-parametrische Tests verwendet:

Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test

Test fiir den Vergleich gepaarter Zweiergruppen, bei Untersuchung von zwei

fortlaufende Variablen.

Spearman-Rang-Korrelation

Analyse bei gepaarten Zweiergruppen zur Untersuchung von Korrelationen zwischen

fortlaufenden Variablen.

U-Test nach Mann und Whitney

Test zur Untersuchung von nicht-gepaarten Zweiergruppen bei Verwendung von einer

stetigen und einer nominalen Variable mit zwei Stufen.

Kruskal-Wallis-Test

Beinhaltete die nominale Variable mehr als zwei Stufen, so fand statt dem Mann-

Whitney-U-Test dieser Test Anwendung.
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Kontingenztafeln

Fisher’s ,,Exakter*“Test wurde zum Proportionsvergleich zwischen der M- und S-Gruppe

verwendet.

Beschreibende Statistik

Analysen ergaben Mediane, Mittelwerte, Quartilabstinde und andere statistische

Angaben zu den gewonnenen AU-Werten.

Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert < 0.05 gesetzt (von zwei Seiten betrachtet).

2.6 Vergleichende Parameter

Es wurde nach Zusammenhingen und Korrelationen der gewonnenen AU-Werte mit
anderen innerhalb der 1/95C Studie erhobenen Daten gesucht.
Dazu wurden folgende weitere Daten verwendet und mit den in dieser Arbeit

gemessenen Antikorperantworten verglichen:

Alter/ Altersklassen

ABO-Blutgruppe

Geschlecht

MBL-Promotor-Mutation
NOS-2-Mutation

Parasitamie

Reinfektionsrate (Incidence density rate)

Sichelzellgen-Trigerschaft (AS)
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3 Ergebnisse

3.1 IgG-Antikorperantwort gegen MSP-1;9

3.1.1 Profile

IgG-Antikorper

o 100 ——# %
2 80 - _l 1 .
g 60 - o Mild
c 40 m Schwer
2 28 . * p-Wert: 0,040 -

Tag 0 Tag 28 Tag 180 %1 p-Wert: 0,006 -

Zeit
Fisher’s exakter Test

Abbildung 3-1: Prozentuale Anteile von Kindern mit nachweisbaren IgG-Antikorpern gegen
MSP-1,, an den drei Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach schwerer und milder Malaria
tropica

Bei Untersuchung der Studienkinder auf IgG-Positive gegen MSP-1;9 ist an den
Untersuchungstagen Tag 0 und Tag 28 eine Responderrate von >80% festzustellen.

Die Anzahl der IgG-Positiven gegen MSP-1,9 nimmt sowohl innerhalb der M-Gruppe
wie auch innerhalb der S-Gruppe von Tag 0 auf Tag 180 ab. Wihrend an Tag 0, d.h. in
der akuten Phase, die S-Gruppe einen gerade statistisch signifikant hoheren Anteil an
IgG-Positiven (96%) gegeniiber der M-Gruppe (87%) aufweist (p-Wert: 0,040 — nach
Fisher’s exaktem Test), verhalten sich die Gruppen an Tag 180, d.h. im gesunden
Zustand, genau umgekehrt: die Anzahl der IgG-Positiven-Kinder ist zu diesem
Zeitpunkt in der M-Gruppe signifikant hoher (76 %) als in der S-Gruppe (52%)
(p-Wert: 0,006 — nach Fisher’s exaktem Test). Die Anzahl der IgG-Positiven gegen
MSP-1,9 zwischen der M- und S-Gruppe an Tag 28 ist dagegen fast gleich.

Insgesamt ist fiir die Anzahl der IgG-Positiven-S-Kinder eine stetige Abnahme iiber den
gesamten Untersuchungszeitraum aufzuzeigen (96% - 92% - 52%), die besonders

deutlich zwischen Tag 28 und Tag 180 wird. Dabei ist der Unterschied zwischen Tag O
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und Tag 180 und zwischen Tag 28 und Tag 180 (beidesmal betrigt der p-Wert:
< 0,001 — nach Fisher’s exaktem Test) statistisch signifikant.

Die Anzahl der IgG-Positiven-M-Kinder steigt leicht von Tag 0 auf Tag 28 (87% -
90%), um von Tag 28 auf Tag 180 (90% - 76%) ebenfalls mit einem p-Wert von 0,025

(nach Fisher’s exaktem Test) signifikant abzufallen.

IgG-1 Antikorper

100
80 -
60 - & o Mild

40 m Schwer
20

% Positive

Tag 0 Tag 28 Tag 180 %
Zeit

= p-Wert: 0,007 -

Fisher’s exakter Test

Abbildung 3-2: Prozentuale Anteile von Kindern mit nachweisbaren IgG-1-Antikorpern gegen
MSP-1,, an den drei Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach milder und schwerer Malaria
tropica

Bei der IgG-1-Antikorperantwort auf das MSP-1;9 ist keine stetige Abnahme der
Anzahl der Responder bei den Kinder der M- und S-Gruppe zu verzeichnen. Vielmehr
steigt hier in beiden Gruppen die Anzahl der Responder von Tag O auf Tag 28, um von
Tag 28 auf Tag 180 wieder abzufallen. Die M-Gruppe verzeichnet an Tag O nur eine
Responder-Anzahl von 66%. Diese steigt signifikant (p-Wert: < 0,001) auf 96% an Tag
28 an, um an Tag 180 signifikant (p-Wert: 0,014) auf 82% abzufallen. Innerhalb der
S-Gruppe ist der gleiche Verlauf (76% - 88% - 53%) zu verzeichnen. Auch hier sind die
Unterschiede in der Anzahl der Responder zwischen Tag O und Tag 28 (p-Wert: 0,07)
und zwischen Tag 28 und Tag 180 (p-Wert: 0,0002) signifikant. Bei der IgG-1-
Antikorperantwort an Tag 0 sind die Responder wie bei der IgG-Antikorperantwort in
der S-Gruppe hoher als in der M-Gruppe — allerdings ohne Signifikanz. An Tag 180 ist
auch hier wieder das umgekehrte Verhiltnis zu beobachten: die Anzahl der Responder

in der S-Gruppe ist signifikant niedriger (p-Wert: 0,007) als in der M-Gruppe.



Ergebnisse, Seite 60

IgG-3 Antikorper
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Abbildung 3-3: Prozentuale Anteile von Kindern mit nachweisbaren IgG-3-Antikorpern gegen
MSP-1,, an den drei Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach milder und schwerer Malaria
tropica

Die IgG-3-Antikorperantwort gegen das MSP-149 zeigt in der M-Gruppe einen
dhnlichen Verlauf wie die IgG-1-Antikdrperantwort: beginnend mit einem geringen
prozentualen Responder-Anteil von 48% an Tag 0, ist von Tag 0 auf Tag 28 ein
signifikanter Anstieg (p-Wert: < 0,001) auf 80% zu verzeichnen sowie ein folgender
signifikanter Abfall (p-Wert: < 0,001) von Tag 28 auf Tag 180 auf einen Responder-
Anteil von 36%. Dieser sehr starke Abfall in der Responderrate um 44% kann allerdings
in diesem Ausmal nicht bei der IgG- und IgG-1-Antikorperantwort beobachtet werden.
Innerhalb der S-Gruppe liegt der prozentuale Anteile der Responder an Tag O bei 63%,
um an Tag 28 auf 61% abzufallen, bevor ein weiterer Abfall an Tag 180 auf 53%
auszumachen ist.

An Tag 28 besteht ein signifikanter Unterschied zwischen dem Responderanteil in der

M- (80%) und S-Gruppe (61%) - p-Wert: 0,025 — nach Fisher’s exaktem Test.

Insgesamt ist festzustellen, dass sowohl bei der IgG-Gesamt-AntikGrperantwort, wie
auch bei den IgG-1- und IgG-3-Subklassen-Antikérperantworten ein statistisch
signifikanter Abfall der Responderrate von Tag 28 auf Tag 180 zu verzeichnen ist. Eine
Ausnahme bildet nur die IgG-3-Antikorperantwort in der S-Gruppe, die diesen Trend
nur ohne Signifikanz aufweisen kann. Wihrend bei der IgG- und IgG-1-
Antikorperantwort dieser Abfall innerhalb der S-Gruppe immer stirker ausgepragt ist
als in der M-Gruppe, ist dies bei der IgG-3-Antikorperantwort umgekehrt: hier ist der
Abfall der Responderrate zwischen Tag 28 und Tag 180 innerhalb der M-Gruppe

wesentlich stirker ausgeprigt als in der S-Gruppe.
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Weiterhin ist festzustellen, dass bei der IgG-Gesamt-Antikorperantwort die Anzahl der
IgG-Positiven zwischen Tag 0 und Tag 28 ungefihr gleich bleibt, wihrend bei den
Subklassen-Antworten eine signifikante Zunahme des Anteils der Responder innerhalb
der M-Gruppe von Tag 0 auf Tag 28 festzustellen ist.

An Tag 180 ist die Responderrate bei der IgG- und 1gG-1-Antikdrperantwort in der M-
Gruppe signifikant hoher als in der S-Gruppe.

3.1.2 AU-Werte

An den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten kann zwischen den AU-Werten der
Kindern der S- und M-Gruppe, die eine IgG-Gesamt- und eine IgG-Subklassen-
Antikorperantwort gegen MSP-1,9 aufweisen - sogenannte ,,Responder®, nur einmal
ein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden - bei Anwendung des Wilcoxon
Vorzeichen-Rang-Tests. Bei Anwendung des U-Tests nach Mann und Whitney ist es
dagegen moglich dreimal einen signifikanten Unterschied zwischen den AU-Werten der
M- und S-Gruppe nachzuweisen — siehe Tabellen 3.1-3 auf Seite 62. Insgesamt ist zu
beobachten, dass die AU-Werte der IgG-, IgG-1- und IgG-3-Antikérperantwort in der
M-Gruppe - bei nur einer Ausnahme an Tag 28 bei der IgG-1-Antikdrperantwort - alle
hoher als diejenigen der S-Gruppe liegen.

Zudem kann gezeigt werden, dass die AU-Werte innerhalb der M- und S-Gruppe von
Tag 0 bis Tag 180 bei allen Antikorperantworten abnehmen. In der M- und S-Gruppe
der IgG-Antikorperantwort und in den M-Gruppen der Subklassen-Antikorperantworten
IgG-1 und IgG-3 geschieht diese Abnahme kontinuierlich.
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Tabelle 3.1: AU-Werte der IgG-Produktion der RESPONDER gegen MSP-1, an den drei

Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach milder (M) und schwerer (S) Malaria tropica

Responder M S p-Wert
w M
Tag 0 85 (59) 81 (51) - -
Tag 28 82 (54) 71 (64) - -
Tag 180 50 (33) 44 (23) - -

Die Werte werden als Median (Quartilabstand) angegeben. Bei den Vergleichen zwischen M und S wird

der Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test (W) und der U-Test nach Mann und Whitney (M) angewandt;

- = keine statistische Signifikanz

Tabelle 3.2: AU-Werte der IgG-1-Produktion der RESPONDER gegen MSP-1,9 an den drei

Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach milder (M) und schwerer (S) Malaria tropica

Responder M S p-Wert

w M
Tag 0 95 (63) 78 (74) 0,019 0,028
Tag 28 75 (58) 88 (66) - -
Tag 180 57 (34) 33 (33) - 0,002

Die Werte werden als Median (Quartilabstand) angegeben. Bei den Vergleichen zwischen M und S wird

der Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test (W) und der U-Test nach Mann und Whitney (M) angewandt;

- = keine statistische Signifikanz

Tabelle 3.3: AU-Werte der 1gG-3-Produktion der RESPONDER gegen MSP-1,, an den drei

Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach milder (M) und schwerer (S) Malaria tropica

Responder M S p-Wert

w M
Tag 0 42 (24) 31 (23) - -
Tag 28 35 (27) 27 (18) - 0,004
Tag 180 33(11) 30(7) - -

Die Werte werden als Median (Quartilabstand) angegeben. Bei den Vergleichen zwischen M und S wird

der Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test (W) und der U-Test nach Mann und Whitney (M) angewandt;

- = keine statistische Signifikanz
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3.1.3 1IgG-1:1gG-3 Ratio

Durch Division der AU-Werte der IgG-1-Antikorperantwort durch die AU-Werte der
IgG-3-Antikorperantwort wurde der IgG-1:IgG-3-Ratio-Wert erhalten. Dieser Wert
driickt das Verhéltniss der IgG-1- zu den IgG-3-Antikorpern in der jeweiligen
Untersuchungsgruppe an den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten aus — siehe

Tabelle 3.4.

Tabelle 3.4: IgG-1:IgG-3-Ratio gegen MSP-1,, an den drei Untersuchungszeitpunkten,

getrennt nach milder (M) und schwerer (S) Malaria tropica

M S pM-S)
Tag O 2,02 (7,00) 2,41 (5,25) -
p (Tag 0 — Tag 28) - 0,0169 *
Tag 28 2,02 (4,40) 3,81 (32,71) 0,0416*
p (Tag 28 — Tag 180) | - 0,0001 *
Tag 180 11,59 (44,40) 1,00 (1,05) 0,0002*
p (Tag 0 — Tag 180) - 0,0027 *

Die Werte werden als Median (Quartilabstand) angegeben. Bei den Vergleichen zwischen M und S wird

der U-Test nach Mann und Whitney angewandt; p = p-Wert; *= statistisch signifikant

Bei einem Vergleich der IgG-1:IgG-3-Ratio-Werte an den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten innerhalb der M- und S-Gruppe wird ersichtlich, dass in der

M-Gruppe von Tag 28 auf Tag 180 eine deutliche Erhohung der IgG-1:1gG-3-Ratio zu

verzeichnen ist, d.h. also eine Verschiebung des IgG-1:1gG-3 Gleichgewichts zur Seite
der IgG-1-Antikorper stattfindet. In der S-Gruppe ist dies nicht zu verzeichnen. Hier ist
eine Erhohung des Ratio-Wertes von Tag 0 auf Tag 28 zu sehen. Von Tag 28 auf
Tag 180 folgt eine Abnahme auf einen Ratio-Wert von 1. Wihrend die Unterschiede
zwischen den Werten in der M-Gruppe keine Signifikanz aufweisen, sind in der
S-Gruppe alle Unterschiede in der IgG-1:IgG-3-Ratio  zwischen den
Untersuchungszeitpunkten signifikant (U-Test nach Mann und Whitney).
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Bei einem Vergleich der IgG-1:IgG-3-Ratio zwischen der M- und S-Gruppe an den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten ist zu erkennen, dass an Tag O und Tag 28 die
Ratio-Werte in der S-Gruppe jeweils hoher sind als in der M-Gruppe, d.h. hier im
Verhiltnis zur IgG-3-Antikorperkonzentration eine durchschnittlich hohere IgG-1-
Antikorperkonzentration zu verzeichnen ist. Diese Beobachtung ist an Tag 0 als
statistischer Trend zu bezeichnen, an Tag 28 ist diese Beobachtung mit einem p-Wert
von 0,0416 (U-Test nach Mann und Whitney) statistisch signifikant. An Tag 180 kehrt
sich dieses Verhéltnis um: hier ist in der M-Gruppe gegeniiber der S-Gruppe ein
signifikant hoherer IgG1:IgG3-Ratio-Wert zu verzeichnen (p-Wert nach U-Test nach
Mann und Whitney: 0,0002).

Insgesamt ist statistisch ein Trend in der Zunahme des IgG-1:IgG-3-Ratio-Wertes in der
M-Gruppe der Kinder vom rekonvaleszenten zum gesunden Zustand zu erkennen,
wihrend in der S-Gruppe der Kinder eine statistisch signifikante Abnahme von Tag 28
auf Tag 180 zu verzeichnen ist — d.h. wihrend in der Gruppe der nur mild an Malaria
tropica erkrankten Kinder vom rekonvaleszenten Zustand zum gesunden Zustand eine
Verschiebung des IgG-1:1gG-3-Gleichgewichts zu Gunsten der IgG-1-Antikorper
stattfindet, ist in der Gruppe der schwer an Malaria tropica erkrankten Kinder eine
Verschiebung des Antikorpergleichgewichts zu Gunsten der IgG-3-Antikorper zu

erkennen.
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3.2 MSP-1y9-spezifische IgG-Antikorperantwort und Incidence density rate -
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nr: ,,non-responder” = keine Antikorper-Antwort; r: ,responder = Antikorper-Antwort; M= milde Malaria tropica; S= schwere

Malaria tropica; * = statistisch signifikanter Unterschied (U-test nach Mann und Whitney) p= 0,0154; Median = Balken in Box;
25. und 75. Perzentil = Box-Rénder; 10. und 90. Perzentil = Balken ausserhalb Box

Abbildung 3.4: IgG, IgG-1-, IgG-3-Antikorperantwort auf MSP-1,, und IDR (Reinfektionsrate) an
Untersuchungs-Tag 28

Diejenigen  Kinder, die eine IgG-, IgG-1-, IgG-3-Antikdrperantwort gegen das
MSP1,9 entwickeln — Responder, weisen an Untersuchungs-Tag 28 niedrigere
Reinfektionsraten (Incidence density rate — IDR) als die Non-Respondern, d.h.
diejenigen Kindern, die keine IgG-, IgG-1-, IgG-3-AntikGrperantwort gegen das
MSP1 9 entwickeln, auf — Abbildung 3.4. Diese Beobachtung gilt sowohl innerhalb der
M-Gruppe, wie auch innerhalb der S-Gruppe. Eine statistische Signifikanz kann
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allerdings nur fiir die IgG-3-Antikorperantwort innerhalb der S-Gruppe zwischen den
Non-Respondern und Respondern aufgezeigt werden — nach U-Test von Mann und

Whitney: p-Wert: 0,015.
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nr: ,,non-responder” = keine Antikorper-Antwort; r: ,responder = Antikorper-Antwort; M= milde Malaria tropica; S= schwere

Malaria tropica; * = statistisch signifikanter Unterschied (U-test nach Mann und Whitney) p= 0,0369; Median = Balken in Box;
25. und 75. Perzentil = Box-Rinder; 10. und 90. Perzentil = Balken ausserhalb Box

Abbildung 3.5: IgG, IgG-1-, IgG-3-Antikérperantwort auf MSP-1,o und IDR (Reinfektionsrate) an

Untersuchungs-Tag 180

Wie in Abbildungen 3.5 dargestellt, ist an Untersuchungs-Tag 180 zu beobachten, dass
in der M-Gruppe die Reinfektionsrate (IDR) bei der IgG- und IgG-1-Antikdrperantwort
fast gleich ist, wihrend bei der IgG-3-Antikorperantwort die Responder gegeniiber den
Non-Respondern eine statistisch signifikant hohere Reinfektionsrate aufweisen — U-Test

von Mann und Whitney: p-Wert: 0,037.
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Innerhalb der S-Gruppe zeigen sich andere Verhiltnisse: wihrend bei der IgG- und
IgG-1-Antikorperantwort wie an Untersuchungs-Tag 28 die Reinfektionsrate (IDR) in
der Non-Responder-Gruppe hoher als in der Responder-Gruppe liegt, ist bei der IgG-3-
Antikorperantwort das umgekehrte Verhiltnis zu verzeichnen: hier ist die
Reinfektionsrate (IDR) bei den Respondern hoher als bei den Non-Respondern - damit

entspricht dieses Verhiltnis dem in der M-Gruppe.

Wihrend bei der IgG- und IgG-1-Antikdrperantwort bei Anwendung des Spearman-
Rang-Korrelations-Tests fiir die M- und S-Gruppe keinerlei Signifikanzen festgestellt
werden konnen, liegt bei der IgG-3-Antikorperantwort an Tag 180 in der M-Gruppe
eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von 0,0408 und einem Rho-Wert von

0,302 vor.

Insgesamt ist festzustellen, dass wihrend der Rekonvaleszenz, Tag 28, statistisch der
Trend aufgezeigt werden kann, dass die Responder, d.h. Kinder mit -einer
Antikorperantwort, in allen drei untersuchten Antikorperklassen sowohl in der M- wie
in der S-Gruppe eine niedrigere Reinfektionsrate als die Non-Responder, d.h. Kinder
ohne eine Antikorperantwort, aufweisen, wobei im gesunden Zustand an Tag 180
dieser Trend nur in der S-Gruppe fiir die Antikorperklassen IgG- und IgG-1
auszumachen ist. Fiir die Antikorperklasse IgG-3 ist dagegen im gesunden Zustand
festzustellen, dass hier sowohl in der M- wie in der S-Gruppe die Responder eine

hohere Reinfektionsrate (IDR) als die Non-Responder aufweisen.
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3.3 MSP-1y¢-spezifische IgG-Antikorperantwort und Zeit bis zur ersten

Reinfektion
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nr: ,,non-responder” = keine Antikorper-Antwort; r: ,responder = Antikorper-Antwort; M= milde Malaria tropica; S= schwere

Malaria tropica; Median = Balken in Box; 25. und 75. Perzentil = Box-Rinder; 10. und 90. Perzentil = Balken ausserhalb Box

Abbildung 3.6: IgG-Antikorperantwort auf MSP-1,o und Zeit in Tagen bis zur ersten Reinfektion
an Untersuchungs-Tag 28

Bei einem Vergleich der Linge der Zeit in Tagen bis zur ersten Reinfektion der IgG-
Responder, d.h. der Kinder mit einer IgG-Antikorperantwort, mit denen der Non-IgG-
Responder, d.h. der Kinder ohne IgG-Antikdrperantwort, ist eine schnellere Reinfektion
bei den Non-IgG-Respondern zu beobachten. Allerdings ist diese Beobachtung nicht
statistisch signifikant (p-Wert nach U-Test von Mann und Whitney: 0,110).

Nach Aufsplittung der Untersuchungsgruppe in die Kinder mit schwerer (S-Gruppe)
und milder (M-Gruppe) Malaria tropica ist auch hier weiterhin dieselbe Beobachtung zu
machen: die IgG-Responder weisen eine ldngere Zeit in Tagen bis zur ersten
Reinfektion auf, als die Non-IgG-Responder. Allerdings sind die Werte auch hier nicht
statistisch signifikant voneinander verschieden — p-Wert nach U-Test von Mann und

Whitney innerhalb der M-Gruppe: 0,147, innerhalb der S-Gruppe: 0,227.

Insgesamt ist demnach der starke Trend einer verlingerten Zeit bis zur ersten
Reinfektion in der IgG-Responder-Gruppe gegeniiber der IgG-Non-Responder-Gruppe

zu verzeichnen.
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3.4 MSP-1y¢-spezifische IgG-Antikorperantwort und Alter
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Abbildung 3.7: Prozentuale Anteile von Kindern mit nachweisbaren IgG-Antikérpern gegen

MSP- 1,9 an den drei Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach den drei Altersklassen und nach
milder und schwerer Malaria tropica

Bei Betrachtung des Untersuchungszeitraums von Tag 0 bis Tag 180 innerhalb der
einzelnen Altersklassen fiir die IgG-Antikorperantwort gegen MSP-149 ist zu erkennen,
dass an Tag O in allen Altersklassen sowohl in der M- wie auch in der S-Gruppe die
Responderrate, d.h. die Rate der Kinder, die eine IgG-AntikOrperantwort aufweisen,
> 80% liegt. Dieser Prozentsatz dndert sich in den einzelnen Altersklassen wihrend der
folgenden Rekonvaleszenz an Tag 28 nicht wesentlich. Im gesunden Zustand an
Tag 180 ist in den Altersgruppen ,,2 bis 4 Jahre* und ,lter als 4 Jahre* eine starke
Abnahme der IgG-Responderrate zu verzeichnen, wihrend in der Altersgruppe
,,0 bis 2 Jahre* die Responderrate mit >80% sowohl in der M- wie auch in der S-Gruppe
stabil auf hohem Niveau bleibt. Der Abfall der Responderrate der S-Gruppe von Tag 28
auf Tag 180 ist dabei sowohl in der Altersgruppe ,,2 bis 4 Jahre* mit einem p-Wert von
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<0,001, wie auch in der Altersgruppe ,.dlter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,001
hoch signifikant (nach Fisher’s exaktem Test). Innerhalb des Untersuchungstages 180
liegt der Unterschied in der IgG-Responderrate der S-Gruppe zwischen den
Altersgruppen ,,0 bis 2 Jahre* und ,,2 bis 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,05 (nach
Fisher’s exaktem Test) gerade an der Grenze zur Signifikanz (p-Wert: <0,05). In den
Altersklassen ,,2 bis 4 Jahre* und ,,dlter als 4 Jahre* liegen die Responderraten der
S-Gruppen deutlich niedriger als die der M-Gruppen. Im Vergleich zu den IgG-
Responderraten an Tag O liegen die Responderraten der M- und S-Gruppe an Tag 180 in
den Altersklassen ,,2 bis 4 Jahre* und ,,dlter als 4 Jahre* ebenfalls deutlich niedriger. In
der S-Gruppe sind diese Unterschiede signifikant: in beiden Altersklassen liegt der

p-Wert bei <0,001 (nach Fisher’s exaktem Test).
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Abbildung 3.8: Prozentuale Anteile von Kindern mit nachweisbaren IgG-1-Antikorpern gegen
MSP-1,9 an den drei Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach den drei Altersklassen und nach

milder und schwerer Malaria tropica
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Bei dem Vergleich der verschiedenen Altersklassen iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum fiir die IgG-1-Antikorperantwort gegen MSP-1;9 ist an Tag 28
erneut eine hohe Responderrate von > 80% in allen Altersklassen sowohl in der M- als
auch in der S-Gruppe zu beobachten. Die Responderraten an Tag 180 liegen ebenfalls
wieder deutlich niedriger als an Tag 28. Im gesunden Zustand ist in allen drei
Altersgruppen ein deutlicher Unterschied in der Hohe der Responderraten zwischen der
M- und S-Gruppe zu erkennen: die S-Gruppe weist eine deutlich geringere
Responderrate gegeniiber der M-Gruppe auf. Innerhalb der hochsten Altersklasse ,,élter
als 4 Jahre* ist dieser Unterschied mit einem p-Wert von 0,042 statistisch signifikant
(nach Fisher’s exaktem Test).

In der akuten Phase an Tag 0 weist die hochste Altersklasse ,.dlter als 4 Jahre* eine
deutlich hohere Responderrate in der M- und S-Gruppe auf, als die beiden niedrigeren
Altersklassen. Deren Responderraten liegen in den S-Gruppen jeweils iiber denen der
M-Gruppen. Insgesamt weisen sie sowohl in der S- wie auch in der M-Gruppe eine
Responderrate von deutlich unter 80% auf. Dabei ist der Unterschied in der
Responderrate der M-Gruppe zwischen der Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre* und ,,élter als 4
Jahre* mit einem p-Wert von 0,005 statistisch signifikant, wihrend derjenige der S-
Gruppe mit einem p-Wert von 0,054 gerade an der Grenze zur Signifikanz liegt (nach
Fisher’s exaktem Test). Zwischen den Responderraten an Tag O und Tag 180, d.h.
zwischen dem akuten Krankheitszustand und dem gesunden Zustand, besteht in der
S-Gruppe der Altersklasse ,,élter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,007 und innerhalb
der M-Gruppe der Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,038 statistische
Signifikanz (nach Fisher’s exaktem Test). Ebenfalls 1da6t sich zwischen Tag O und Tag
28 innerhalb der Altersklasse ,,0 bis 2 Jahre* mit einem p-Wert von 0,009 und in der
Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,0003 zwischen den Responderraten
der M-Gruppen statistische Signifikanz nachweisen (nach Fisher’s exaktem Test).
Weiterhin besteht in den S-Gruppen der Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre* mit einem p-Wert
von 0,0311 und der Altersklasse ,lter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,008
zwischen den Responderraten an Tag 28 und Tag 180 statistische Signifikanz (nach

Fisher’s exaktem Test).
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Abbildung 3.9: Prozentuale Anteile von Kindern mit nachweisbaren IgG-3-Antikorpern gegen
MSP-1,9 an den drei Untersuchungszeitpunkten, getrennt nach den drei Altersklassen und nach

milder und schwerer Malaria tropica

Bei Betrachtung des Untersuchungszeitraums von Tag 0 bis Tag 180 innerhalb der
einzelnen Altersklassen fiir die IgG-3-Antikorperantwort gegen MSP-149 ist zu
erkennen, dass an allen Untersuchungstagen die Responderraten in der M- und
S-Gruppe niedriger als bei der IgG- und IgG-1-Antikorperantwort liegen. Auch hier
weisen die Responderraten an Tag 28 im Vergleich zu den anderen
Untersuchungstagen die hochsten Werte auf. Dabei stellt die M-Gruppe der Altersklasse
,»2 bis 4 Jahre* mit 83% die hochste Responderrate an Tag 28 dar, die insgesamt nur
noch von der 86%igen Responderrate der S-Gruppe der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre*
an Tag O iibertroffen wird. An Tag 28 zeigt sich zudem in allen drei Altersklassen, dass
die Responderrate innerhalb der M-Gruppe hoher liegt als in der S-Gruppe. Dagegen
liegt die Responderrate der S-Gruppe an Tag O in der Altersklasse ,,0 bis 2 Jahre* und
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malter als 4 Jahre* hoher als die der jeweilige M-Gruppe. Dabei ist der Unterschied in
der Altersklasse ,dlter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,005 statistische signifikant
(nach Fisher’s exaktem Test). Ebenfalls statistisch signifikant ist der Unterschied
zwischen den Responderraten der S-Gruppen der Altersklassen ,,2 bis 4 Jahre* und
malter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,002 (nach Fisher’s exaktem Test). In der
Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre* entsprechen sich die Responderraten in der M- und
S-Gruppe. Im gesunden Zustand an Tag 180 liegen bei der IgG-3-Antikérperantwort im
Gegensatz zu der IgG- und IgG-1-Antikorperantwort die Responderraten der S-Gruppe
in den Altersklassen ,,0 bis 2 Jahre* und ,,2 bis 4 Jahre* hoher als die der jeweiligen
M-Gruppen. Nur in der hochsten Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* ist die Responderrate
der S-Gruppe weiterhin geringer als die der M-Gruppe. Dabei ist der Unterschied
zwischen den Responderraten der S-Gruppen der Altersklasse ,,0 bis 2 Jahre* und der
Altersklasse ,dlter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,0491, sowie der Altersklasse
,2 bis 4 Jahre* und der Altersklasse ,.dlter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,018

statistisch signifikant (nach Fisher’s exaktem Test).

Zwischen den einzelnen Untersuchungstagen treten innerhalb der Altersklassen und
M- oder S-Gruppen ebenfalls statistisch signifikante Unterschiede (nach Fisher’s
exaktem Test) zwischen den Responderraten auf. Zwischen Tag 0 und Tag 180 sind die
Responderraten der S-Gruppen in der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* mit einem p-Wert
von 0,0001 hoch signifikant verschieden. Ebenfalls signifikant verschieden sind die
Responderraten der M-Gruppen zwischen Tag 0 und Tag 28 in der Altersklasse ,,0 bis 2
Jahre* mit einem p-Wert von 0,033 und der Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre* mit einem
p-Wert von 0,005. Zwischen Tag 28 und Tag 180 kann statistisch eine Signifikanz
zwischen den Responderraten der M-Gruppen in allen drei Altersklassen nachgewiesen
werden: ,,0 bis 2 Jahre* mit einem p-Wert von 0,009, ,,2 bis 4 Jahre* mit einem p-Wert
von 0,003 und ,dlter als 4 Jahre* mit einem p-Wert von 0,032. Zwischen denselben
Untersuchungstagen ist ebenfalls in der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* eine statistische
Signifikanz zwischen den Responderraten der S-Gruppen mit einem p-Wert von 0,026

nachzuweisen.
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Insgesamt ist im AntikOrperantwort-Verhalten ein Unterschied zwischen der IgG-3-
Antikorperantwort im Gegensatz zu der IgG- und IgG-1-Antikdrperantwort
festzustellen. Wihrend die IgG- und IgG-1-Antikorperantwort an Tag 28 in allen
Altersklassen Responderraten von >80% zeigen und von Tag 28 auf Tag 180 einen
Abfall in der Responderrate in der M- und S-Gruppe aller Altersklassen verzeichnen,
liegen die Responderraten in der M- und S-Gruppe in allen Altersklassen bei der IgG-3-
Antikorperantwort generell an den Untersuchungstagen O und 28 niedriger. An Tag 180
zeigen die S-Gruppen der Altersklassen ,,0 bis 2 Jahre* und ,,2 bis 4 Jahre* bei der
IgG-3-Antikorperantwort  deutlich hohere Responderraten als die jeweiligen
M-Gruppen. Bei allen anderen an Tag 180 untersuchten Altersklassen und Antikorpern
ist das Verhiltnis genau umgekehrt: die Responderraten der M-Gruppen liegen hoher
als die jeweiligen Responderraten der entsprechenden S-Gruppen. Lediglich bei der
Altersklasse ,,0 bis 2 Jahre* liegt die IgG-Antikorperantwort an Tag 180 in beiden
Responderraten gleich hoch. Wihrend an Tag 0 die Responderrate der IgG-
Antikorperantwort in allen Altersklassen sowohl in der M- als auch in der S-Gruppe
>80% liegt, ist bei der IgG-1-Subklassen-Antwort festzustellen, dass die Responderrate
nur in der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* in der M- und S-Gruppe eine Responderrate
von >80% zeigt, wihrend in den beiden niedrigeren Altersklassen die Responderraten in
den M- und S-Gruppen <80% liegen. Bei einem Vergleich der Untersuchungstage 0 und
180 ist zu erkennen, dass die Responderrate in der &ltesten Altersklasse ,.dlter als 4
Jahre* bei allen drei gemessenen IgG-Antikorperantworten an Tag O in der S-Gruppe
signifikant hoher liegt als an Tag 180. Das gleiche gilt als Trend ebenfalls fiir die
entsprechenden M-Gruppen der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* und fiir die S-Gruppen
der IgG- und IgG-1-Antikorperantwort in der Altersklassen ,,2 bis 4 Jahre®.

Insgesamt ist keine stetig signifikante Zunahme der Responderrate von der jiingsten bis
zur dltesten Altersklasse bei den verschiedenen Antikorperantworten zu den

verschiedenen Untersuchungszeitpunkten auszumachen.
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3.5 MSP-1y¢-spezifische IgG-Antikorperantwort und Geschlecht, AB0-
Blutgruppe, Sichelzellgen-Trigerschaft, NOS-2 und MBL-Mutation und

Parasitamie

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten wurde weiterhin statistisch verglichen mit:

- ABO-Blutgruppenzugehorigkeit

- Hohe der Parasitimie

- Geschlecht

- Trigerschaft der Mutation NOS-2"""* in der regulierenden Region des NO-
Synthase-2-(NOS-2) Gens

- Tragerschaft einer Mutationsvariante des Promoters des Mannose-bindenden
Lektins (MBL)

- heterozygoten Triagerschaft des Sichelzellgens (Hb AS)

Diese Daten wurden ebenfalls in der 1/95C-Studie von den Untersuchungskindern

erhoben.

Bei diesen Untersuchungen konnten keine statistischen Signifikanzen oder verstirkte

statistische Trends festgestellt werden.
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4 Diskussion

Die klinische Malariasymptomatik wird durch die Vermehrung der erythrozytiren
Stadien des Malariaparasiten verursacht [Warrell, 1993]. Antikérper gegen Merozoiten-
Antigene konnen dabei die erythrozytire Parasiteninvasion inhibieren, so dass iiber eine
Reduktion der Parasitimie ein gewisser Schutz vor der Malaria vermittelt wird
[Blackman et al., 1994; Holder, 1988]. Das Merozoiten-Oberflichenantigen
Plasmodium falciparum Merozoite Surface Protein-1 — PMSP-1 — wird dabei als ein
moglicher Impfstoff-Kandidat gegen die erythrozytdren Stadien des die Malaria tropica
verursachenden Erregers Plasmodium falciparum angesehen.

In Impfstudien an Affen und Méusen konnte gezeigt werden, dass mit nativem PfMSP-1
immunisierte Primaten partiell oder total gegen homologe Parasiteninfektionen
geschiitzt sind [Chang et al., 1996; Daly und Long, 1993; Kumar et al., 1995; Ling et
al., 1994; Tian et al., 1997]. In einer anderen Studie wiederum konnte dieser Schutz bei
homologer wie heterologer Parasiteninfektion nicht gefunden werden [Burghaus et al.,
1996].

In vitro konnen MSP-1¢-spezifische Antikorper die erythrozytire Invasion der
Plasmodium falciparum-Merozoiten hemmen [Chappel und Holder, 1993]. In weiteren
Studien konnte gezeigt werden, dass die zwei epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen
Domainen bei PMSP-1;9 von humanen Antikérpern erkannt werden [Shai et al., 1995],
und dass in immunepidemiologischen Studien die Anwesenheit solcher Antikdrper mit
einem niedrigeren Risiko klinisch an Malaria zu erkranken assoziiert war [Al-Yaman et

al., 1996; Branch et al., 1998; Egan et al., 1996; Hogh et al., 1995; Riley et al., 1992].

1992 konnten Riley und Mitarbeiter bei 3- bis 8-jdhrigen Kindern in Gambia zeigen,
dass bei den Untersuchungskindern das Auftreten der gegen das 42 kDa-C-terminale
Fragment von PfMSP-1 — vom West-afrikanischen Wellcome-Typ - gerichteten
Antikorper signifikant mit Resistenz vor klinischer Malaria assoziiert war [Riley et al.,
1992]. Dabei wurde die Untersuchung in einem Gebiet mit saisonaler, aber stabiler
Malaria-Transmissionsrate durchgefiihrt [Greenwood et al., 1987]. Egan et al. zeigten

1996 bei 3- bis 8-jdhrigen Kindern, ebenfalls in Gambia, eine strenge Assoziation
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zwischen Antikorper gegen die zweite epidermale Wachstumsfaktor-dhnliche Doméne
des MSP-1,9 vom MAD20-Typus und Schutz vor Malaria und hoher Parasitdmie. Dabei
belief sich in dem saisonbedingten endemischen Malariagebiet die Inokulationsrate bei
den Kindern auf 1-5 infektiose Stiche / Jahr [Greenwood et al., 1987]. In einer zweiten
Population von 0- bis 8-jdhrigen Kindern in Sierra Leone konnte in der gleichen Studie
zudem ein 40%iger Schutz vor Malaria nachgewiesen werden [Egan et al., 1996]. Dabei
wurde als Antigen ein Protein gewihlt, das die MAD20 Sequenz fiir die erste
epidermale Wachstumsfaktor-dhnliche Domine und die Sequenz des Wellcome-Typus
fir die zweite epidermale Wachstumsfaktor-dhnliche Domédne besall. Die
Transmissionsrate ist in Sierra Leone ganzjdhrig und liegt bei ca. 30 infektiosen
Stichen / Jahr und Erwachsener [Barnish et al., 1996].

Im Gegensatz zu den bisher dargestellten Studien zeigten 1999 Dodoo et al. in Ghana
bei 266 Schulkindern im Alter von 3 bis 15 Jahren, dass bei Verwendung des
Wellcome- und des MAD20-Typus des MSP-1;9 keine Assoziation zwischen der
Antikorperantwort und klinischem Schutz vor Malaria aufzuzeigen war. Dabei lag die
Priavalenz des die beiden epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen Bereiche
beinhaltende Proteins erkennenden Antikorper bei 30% [Dodoo et al., 1999]. Die
longitudinale Studie fand in einer Region mit stabiler aber saisonaler Malaria-
Transmission statt. Die Inokulationsrate liegt in dieser Region bei 20 infektidsen

Stichen / Jahr, wobei 98% Plasmodium flaciparum tibertragen wird [Afari et al., 1995].

In dieser Arbeit wurden die IgG-, sowie die IgG-1- und IgG-3-Antikdrperantworten von
gabunesischen Kindern im Alter von 8 Monaten bis 11 Jahre auf den die beiden
epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen Doménen enthaltenden konservierten
19 kDa- Bereich des C-terminalen Endes des Merozoiten Surface Proteins-1 — MSP-149
- untersucht. Dabei liegt das Untersuchungsgebiet in einer Region mit stabiler
Plasmodium falciparum-Malariatransmission mit einer infektiosen Inokulationsrate von

ca. 50 infektioser Stiche / Jahr [Sylla et al., 2000].
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4.1 IgG-Antikorperproduktion und MSP-1,9

An Tag 0 und Tag 28 liegt die Responderrate der IgG-gesamt-Antikorperantwort bei
>80%. Wiihrend an Tag 0 die Anzahl der 1gG-Positiven zwischen der M- und S-Gruppe
in der S-Gruppe signifikant hoher liegt, sind an Tag 28 die Responderraten beider
Gruppen ungefdhr auf gleichem Niveau.

Die mit >80% gemessene Responderrate der untersuchten Kindern ldsst bei dem
untersuchten MSP-1,9-Antigen innerhalb der humoralen Immunantwort auf eine starke
Immundominanz schlieBen. Damit liegt die Beobachtung dieser Arbeit im Gegensatz zu
den Untersuchungen von Doodo et al. und Egan et al., die in ihren Untersuchungen eine
schwichere Immunantwort beschreiben. Die durch Doodo und Mitarbeiter untersuchten
Kinder im Alter von 3-15 Jahren wiesen bei der die zwei epidermalen
Wachstumsfaktor-dhnlichen Doménen des Wellcome-Typus des MSP-1,9 beinhaltenden
Antigen-Prasentation nur eine Prédvalenz von 30% auf. Wurde lediglich die erste
epidermale Wachstumsfaktor-dhnliche Doméine prisentiert, so lag die Responderrate bei
15%. Bei Prasentation der zweiten epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen Doméne
vom MAD20-Typus wurde sogar nur eine Priavalenz von 4% gefunden [Doodo et al.,
1999]. Egan et al. wiesen bei westafrikanischen Kindern und Erwachsenen in Gambia
eine Priavalenz von ca. 40% gegen das die zwei epidermalen Wachstumsfaktor-
dhnlichen Dominen des Wellcome-Typus wie auch des MAD20-Typus beinhaltende
MSP-1,9—Antigen auf sowie eine Prdvalenz von <20%, wenn die zwei epidermalen
Wachstumsfaktor-dhnlichen Doménen alleine préisentiert wurden. Bei 0-8jdhrigen
Kindern in Sierra Leone wurde sogar nur eine Antikdrperprivalenz von <20% bei
gemeinsamer Prisentation beider epidermaler Wachstumsfaktor-dhnlichen Dominen
sowie von 3-4% bei Prisentation der zweiten epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen
Domine des MSP-1;9 gemessen [Egan et al., 1995]. Lediglich Cavanagh und
Mitarbeiter konnten bei 3-27jdhrigen Sudanesen im Osten von Sudan in einem Gebiet
von mesoendemischer und unstabiler Malaria eine Responderrate von 90% gegen das
MSP-1,o—Antigen vom Wellcome-Typus nachweisen [Cavanagh et al., 1998]. Dabei

wurde der Unterschied zwischen dieser hohen Responderrate und den niedrigeren
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Responderraten in den vorher genannten Studien von Cavanagh und Mitarbeitern durch
den prizise gewihlten Studienaufbau erklirt, in dem die Strategie einer longitudinalen
Untersuchung mit einem nahen Monitoring der Malariainfektion iiber einen Zeitraum
von 4 Jahren verbunden wurde. Die in der hier vorliegenden Untersuchung gefundenen
Responderraten von >80% wiirden demnach nicht nur fiir eine ausgeprigte
Immundominanz des die beiden epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen Doménen des
Wellcome-Typus enthaltenden MSP-1,9 sprechen, sondern gleichfalls auch auf eine gut
gewihlte Studiendurchfiihrung hinweisen.

Die hier gefundenen IgG-Responder-Prozentsitze entsprechen zudem der Tatsache,
dass die meisten Studien-Kinder bereits vor Aufnahme in die Studie Kontakt mit
Plasmodium falciparum gehabt haben, so dass es sich bei den meisten Kindern nicht um
einen Erstkontakt mit dem Parasiten handelt. Von einem fiir die Primédrantwort
typischen Antikorperverlaufsbild mit zundchst sehr niedrig ausfallender IgG-
Antikorperantwort — bedingt durch primédre Bildung von IgM und einen sich erst
langsam vollziehenden Switch zu IgG - war daher nicht auszugehen.

Allerdings bleibt festzustellen, dass die Responderrate an Tag O innerhalb der Gruppe
derjenigen Kinder, die schwer an der Malaria tropica erkrankt sind, hoher liegt als bei
den mild erkrankten Kindern. Da die Kinder innerhalb der S-Gruppe definitionsgeméf
eine hohere Parasitimie aufweisen als die Kinder in der M-Gruppe, konnte dieser
Unterschied damit erkldrt werden, dass durch die hohere Parasitenanzahl dem
Immunsystem eine groflere Menge an Merozoiten-Antigen préisentiert wird. Dadurch
konnte es zu einer stiarkeren und schnelleren Antikorper-Produktion angeregt werden, so
dass die Nachweisgrenze der Antikorper in der S-Gruppe gegeniiber derjenigen in der
M-Gruppe schneller erreicht und damit frither iiberschritten wird. Der AU-Wert der
IgG-Responder der S-Gruppe liegt dabei an Tag O leicht unter dem der M-Gruppe.
Insgesamt aber liegen die AU-Werte der Responder in der S-Gruppe unter denen der
M-Gruppe, ohne dass jedoch ein statistisch signifikanter Unterscheid zwischen der

Hohe der IgG-Antikorper zwischen den Kindern der M- und S-Gruppe auszumachen ist.
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Sowohl bei der 1gG-1- wie bei der IgG-3-Antikorperantwort steigt die Responderrate in
der M-Gruppe von Tag 0 auf Tag 28 signifikant an, um dann an Tag 28 hoher zu liegen
als in der S-Gruppe.

Diese Beobachtung zeigt, dass die Kinder in der M-Gruppe im Gegenstaz zu den
S-Kindern iiber einen Mechanismus verfiigen miissen, der ihr Imnmunsystem in die Lage
versetzt, mit der Zeit trotz geringerer Parsitenmenge mehr IgG-1- und IgG-3-Antikorper
zu produzieren. Eine Antikorper-verbrauchenden Reaktion ist demnach nicht zu

beobachten.

Sowohl bei der IgG-Antikorperantwort wie auch bei den Subklassen-
Antikorperantworten 1gG-1 und 1gG-3 zeigen die gefundenen Werte einen statistisch
signifikanten Abfall der Responderrate von Tag 28 auf Tag 180. Wihrend bei der 1gG-
und 1gG-1-Antikorperantwort dieser Abfall innerhalb der S-Gruppe immer stirker
ausgeprdgt ist als in der M-Gruppe, ist dies bei der IgG-3-Antikorperantwort
umgekehrt: hier ist der Abfall der Responderrate zwischen Tag 28 und Tag 180

innerhalb der M-Gruppe wesentlich stirker ausgeprdgt als in der S-Gruppe.

Die Beobachtung des Abfalls der Responderraten vom rekonvaleszenten auf den
gesunden Zustand sowohl bei der IgG- wie auch bei den IgG-Subklassen-
Antikorperantworten konnte mit dem Ausbleiben von Reinfektionen und der damit im
Blut einhergehenden Abnahme der Parasitenstadien versucht werden zu erkldren.
Dadurch bedingt kommt es zu einer Abnahme der Parasiten-Antigene und der durch die
Medikamenten-induzierte Parasitenklarung erzeugten und ebenfalls als Antigene
wirkenden  Zerfallsprodukte. =~ Bemerkenswert ist allerdings, dass in der
Untersuchungsgruppe die Kinder der S-Gruppe, die also definitionsgemél} eine hohere
Parasitenlast aufweisen, einen stirker ausgeprigten Abfall in der Responderrate bei der
IgG- und IgG-1-Antikorperantwort zeigen, als die Kinder in der M-Gruppe. Eine
dhnliche Beobachtung konnten auch Luty und Mitarbeiter in derselben
Untersuchungsgruppe bei der Untersuchung der IgG-Antikorperantwort auf Schizonten-
Antigene machen [Luty et al., 2000].
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Insgesamt weisen die Beobachtungen auf einen fundamentalen Unterschied in der
Empfinglichkeit gegeniiber Infektionen zwischen den beiden Gruppen von Kindern hin.
Die signifikant geringeren Parasiten-spezifischen IgG- und IgG-1-Antikérperantworten,
die in der gesunden Phase in den untersuchten Kindern mit schwerer Malaria beobachtet
wurden, konnten einen sich entwickelnden Status immunologischer Toleranz in Bezug
auf die Parasitenantigene widerspiegeln. Dieser Toleranz-Status konnte dabei durch die
kumulativen Effekte der sich wiederholenden hohen Antigenkonzentrationen wihrend
den sukzessiven Infektionen bedingt sein [Luty et al., 2000].

Andererseits konnte bei den schwer an Malaria tropica erkrankten Kindern auch eine
erhohte Apoptose-Rate MSP-1,o-spezifischer CD4"-T-Zellen vorliegen, wie sie bei
Wipasa et al. fiir eine Plasmodium yoelii-Infektion beschrieben wird [Wipasa et al.,
2001]. Bereits in fritheren Jahren konnte in Miusen und bei Nagetier-Malaria gezeigt
werden, dass die durch Immunisation induzierte protektive Immunitit gegen MSP-19
neben den Antikorpertitern gegen MSP-19 auch von CD4"-T-Zellen abhingig ist [Daly
et al., 1995, Hirunpetcharat et al., 1997]. Malaria induzierte Apoptose wurde dabei bei
Maiusen, Affen und Menschen untersucht. In mehreren dieser Studien konnte eine
Reduktion der CD4"-T-Zellen wihrend einer Malaria nachgewiesen werden [Helmby et
al., 2000; Hirunpetcharat et al., 1998; Lisse et al., 1994, Matsumoto et al., 2000].
Wipasa und Mitarbeiter folgern, dass sich der durch Apoptose verursachte Verlust von
MSP-1,9—spezifischen T-Helfer-Zellen giinstig auf das Parasitenwachstum auswirken
konnte, indem es die Hohe der Antikorperantwort durch Stérung der Ausbildung und
des Fortbestandes der immunologischen Gedichtnisantwort limitieren konnte. In
Patienten mit einer Plasmodium falciparum-Infektion ist der Verlust peripherer
T-Lymphozyten mit einer Suppression sowohl der spezifischen als auch der

unspezifischen Antikorperantworten assoziiert worden [Ho et al., 1986].

Weiterhin bleibt die Frage bestehen, warum sich die Responderrate bei der IgG-3-
Antikorperantwort  gegenldufig verhidlt: diese bleibt in der S-Gruppe an
Untersuchungstag 180 fast gleich hoch wie an Untersuchungstag 28, wihrend die
Responderrate dagegen in der M-Gruppe signifikant abfillt.

In der Wirt-Parasit-Interaktion nimmt normalerweise bei einer Reinfektion die IgM-

Antikorperantwort gegeniiber der Erstantwort ab, wihrend die IgG-1- und IgG-3-



Diskussion, Seite 82

Antikorperantwort zunehmen. Ab der zweiten Reinfektion sind dann die IgM-
Antikorperspiegel sehr niedrig, wéhrend IgG-1-Antikorper dominieren und IgG-3-
Antikorper in niedriger Konzentration persistieren. Findet danach keine weitere
Reinfektion statt, so bilden die IgG-1-Antikérper die Hauptklasse der Antikorper
[Ferrante und Rzepczyk, 1997]. In der hier vorliegenden Untersuchung liegt die IgG-3-
Responderanzahl in der S-Gruppe an Tag 180 fast genauso hoch wie die der IgG-1-
Responder. Diese Beobachtung kann darauf hinweisen, dass durch die erhohte
Reinfektionsrate innerhalb der S-Gruppe [Lell et al., 1999] eine hiufigere Restimulation
der Antikorper-produzierenden Zellen erfolgt, so dass die normalerweise kurze
Halbwertszeit der IgG-3-Antikdrperantwort verldngert wird, und es dadurch zu
kontinuierlich hohen IgG-3-Antikorperspiegeln im Wirt kommt. IgG-3-Antikorper
werden dabei aufgrund ihres zytophilen Charakters und der
Komplementbindungsfahigkeit als potentiell effektive Schutzmediatoren betrachtet

[Ferrante und Rzepczyk, 1997].

Statistisch ist ein Trend in der Zunahme des IgG-1:1gG-3-Ratio-Wertes in der
M-Gruppe der Kinder vom rekonvaleszenten zum gesunden Zustand zu erkennen,
wdhrend in der S-Gruppe der Kinder eine statistisch signifikante Abnahme von Tag 28
auf Tag 180 zu verzeichnen ist — d.h. wéihrend in der Gruppe der nur mild an Malaria
tropica erkrankten Kinder vom rekonvaleszenten Zustand zum gesunden Zustand eine
Verschiebung des 1gG-1:1gG-3-Gleichgewichts zu Gunsten der IgG-I-Antikorper
stattfindet, ist in der Gruppe der schwer an Malaria tropica erkrankten Kinder eine
Verschiebung des Antikorpergleichgewichts zu Gunsten der 1gG-3-Antikorper zu

erkennen.

Shi und Mitarbeiter [Shi et al., 1999] fanden bei in vitro Untersuchungen iiber
Antikorper-abhingige und Monozyten-induzierte Parasiten-Inhibition bei Blutseren
von Erwachsenen aus Kenia

- fiir die chronische Malariainfektion wurde ein hypothetisches Modell formuliert:
Antikorper-abhiingige zellulire Hemmung (ADCI), bei dem Antikorper die Parasiten im
Merozoitenstadium opsonieren, die dann durch zellulire Mechanismen eliminiert

werden [Druilhe et al., 1997], wobei gezeigt werden konnte, dass bei Plasmodium



Diskussion, Seite 83

falciparum die ADCI von den zytophilen Isotypen IgG-1 und IgG-3 abhéngig ist
[Bouharoun-Tayoun et al., 1990] - ,dass der IgG-1:IgG-3-Ratio-Wert derjenigen
Individuen hoher war, deren Antikdrper den hochsten inhibitorischen Effekt innerhalb
der Untersuchung aufwiesen. Daher vermuten Shi und Mitarbeiter, dass auch die IgG-3-
Antikorper mit den protektiven IgG-1-Antikorpern interferieren kdnnen, indem sie mit
ihnen um dieselben Antigen-Epitope auf den Parasiten konkurrieren. Unterstiitzung fiir
diese Hypothese liefert eine weitere Studie von Shi et al. von 1996, in der Schutz vor
Parasitdmie in jungen kenianischen Kindern (<5 Jahre) nicht mit IgG-3- aber mit IgG-1-
Antikorpern assoziiert war, die gegen die C-terminale 19-kDa Doméne der Merozoiten-
Oberfliche gerichtete waren [Shi et al., 1996]. Damit zeigen die Ergebnisse der hier
vorliegenden Arbeit in soweit Ahnlichkeit mit denen von Shi et al. von 1996, indem ein
gewisser Schutz vor der Erkrankung an der schweren Form der Malaria tropica mit dem
erhohten IgG-1:IgG-3-Ratio-Wert assoziiert zu sein scheint. Dabei entsprechen sich
auch anndhernd die Altersgruppe der untersuchten Kinder in beiden Untersuchungen.
Ein Zusammenhang zwischen den IgG-Antikorperantworten auf das MSP-19 und der
Hohe der Parasitimie kann dagegen in der hier vorliegenden Studie nicht gezeigt
werden. Ahnliche Beobachtungen konnten auch in anderen Studien gemacht werden:
Egan et al. konnten bei ihren Untersuchungen an Kindern und Erwachsenen in Gambia
eine vorherrschende IgG-1-Antikdrperantwort messen. Sie schliessen daraus, dass damit
den IgG-1-Antikorpern eine Aufgabe in der Opsonierung und der Komplement-
vermittelten Lyse freier Merozoiten zukommen konnte [Eagen et al., 1995]. Auch in der
Untersuchung von Dodoo et al. an Kindern in Ghana wurde eine dominierende
IgG-1-Antikorperantwort in allen positiven Anti-PfMSP-1,9-IgG-Proben gefunden.
Aufgrund der insgesamten IgG-1-Dominanz wurde in deren Untersuchung keine
IgG-1:IgG-3-Ratio gemessen. Allerdings fanden Dodoo et al. keine signifikante
Assoziation zwischen der Antikérperhohe und dem Schutz vor klinischer Malaria
[Dodoo et al., 1999]. Auch Ferrante und Rzepczyk erwihnen, dass in untersuchten
Blutseren aus Gambia IgG-1-Antikorper die dominierende Antwort auf das PAMSP-1,9
darstellten [Ferrante und Rzepczyk, 1997]. Weiterhin schlagen Shi und Mitarbeiter vor,
dass die Prisenz einer zirkulierenden, niedrigst konzentrierten Parasitdmie in immunen
Erwachsenen das Gleichgewicht von schiitzenden IgG-1- und IgG-3-Antikorpern

modifizieren und den Aktivations-Status der Monozyten beeinflussen konnte. Dabei ist
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zu erwarten, dass die Unterschiede in der Qualitdt versus Quantitdt von Antikorpern,
Monozyten und Parasitenlast den immunitiren Status auf individuellem Niveau
beeinflussen. Diallo und Mitarbeiter wiesen in ihrer Untersuchung zu IgG-1/IgG-3-
Antikorperantworten auf MSP-1,9 bei Erwachsenen aus dem Senegal darauf hin, dass
die IgG-1:1gG-3-Ratio auch von den Antigenen abhingt, die in den Isotyp-spezifischen

Immunassays verwendet werden [Diallo et al., 2001].

4.2 Zusammenhang der MSP-1,¢-spezifischen IgG-Antikorperantwort mit der

Incidence density rate und Zeit bis zur ersten Reinfektion

Sowohl wdihrend der Rekonvaleszenz, an Tag 28, als auch im gesunden Zustand, an Tag
180, weisen die Responder, d.h. Kinder mit einer Antikorperantwort, bei der IgG-
Antikorperantwort in der M- wie in der S-Gruppe eine niedrigere Reinfektionsrate als
die Non-Responder, d.h. Kinder ohne eine Antikorperantwort, auf.

Dieser statistische Trend ist auch bei der IgG-1- und IgG-3-Subklassen-
Antikorperantwort an Tag 28 zu beobachten. Im gesunden Zustand, an Tag 180, ist
dieser statistische Trend dagegen nur in der S-Gruppe fiir die 1gG-1-Antikorperantwort
auszumachen. Bei der 1gG-3-Antikorperantwort weisen sowohl in der M- wie in der

S-Gruppe die Responder eine hohere Reinfektionsrate (IDR) als die Non-Responder auf.

Lell et al. konnten fiir die gleiche Untersuchungsgruppe nachweisen, dass die Kinder
der S-Gruppe signifikant hohere Reinfektionsraten aufweisen, als diejenigen der
M-Gruppe. Dabei wird Reinfektion als Plasmodium falciparum-Parasitamie in
Begleitung von Malaria-Krankheitssymptomen definiert [Lell et al., 1999]. Die
beobachteten unterschiedlichen Reinfektionsraten fithren Lell et al. dabei teilweise auf
angeborene Resistenzen zuriick. In derselben Patientengruppe konnte eine Assoziation
zwischen einer verldngerten Zeit bis zur ersten Reinfektion und einer Punktmutation in
der Promotorregion des Stickstoffmonoxid-Synthase-2-Gens (NOS2%™**") gefunden

werden [Kun et al., 1998a].
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In der hier vorliegenden Arbeit kann nun fiir MSP-1,9 wihrend der Rekonvaleszenz
zusitzlich der statistische Trend aufgezeigt werden, dass in beiden Gruppen diejenigen
Kinder, die eine IgG-Antikorperantwort entwickeln, d.h. die sogenannten Responder,
eine niedrigere Reinfektionsrate als die Non-Responder sowohl in der M- wie S-Gruppe
aufweisen. Dabeli ist die Beobachtung in der S-Gruppe bei der IgG-3-Antikdrperantwort
statistisch signifikant. IDR und AntikOrperantwort zeigen zu diesem Zeitpunkt somit
eine negative Korrelation, d.h. eine Antikorperproduktion gegen MSP-19 scheint in der
Rekonvaleszenz unabhingig von der Schwere der urspriinglich durchgemachten
Erkrankung einen schiitzenden Effekt vor erneuten Reinfektion zu haben.

Der gleiche statistische Trend ist im gesunden Zustand an Tag 180 fiir die IgG- und
IgG-1-Antikorperantwort zu beobachten. Dabei ist dieser allerdings in der S-Gruppe
starker ausgepragt als in der M-Gruppe.

Fiir die IgG-3-Antikorperantwort zeigt sich dagegen ein anderes Bild: hier weisen die
Responder sowohl in der M- wie auch in der S-Gruppe hohere Reinfektionsraten als die
Non-Responder auf. Wie ist das zu erklidren ?

Blackman et al. stellten bei ihren Untersuchungen iiber das Antikorperverhalten gegen
MSP-1 fest, dass einige Antikorper, die an das MSP-1,9 binden, den zweiten
Prozessierungsschritt des MSP-1-Molekiils inhibieren konnen, wobei andere
Antikorper, die an das gleiche Antigen binden, dies nicht konnen [Blackman et al.,
1994]. Diese zweite Gruppe von Antikorpern konnte wiederum in zwei Untergruppen
unterteilt werden: sogenannte ,blockierende” Antikorper und sogenannte ,,neutrale‘
Antikorper. Dabei wurde entdeckt, dass die ,,blockierenden‘ Antikdrper das Binden der
inhibierenden Antikorper an das Antigen blockieren. Dagegen interferieren die
,heutralen* Antikorper nicht mit der Bindung der inhibitorischen Antikorpern, haben
aber gleichzeitig auch keinerlei biologischen Effekt bei Bindung an das Antigen
[Holder et al., 1999]. Zudem konnte gezeigt werden, dass nicht nur der C-terminale Teil
des MSP-1 ein Ziel fiir ,,blockierende Antikorper* ist, sondern dass AntikOrper gegen
andere Teile des MSP-1 auch als ,,blockierende Antikorper* agieren konnen [Patino et
al., 1997]. Holder et al. schlieen daraus, dass bei Vorliegen einer frithen Induktion von
,blockierende* Antikorper wihrend einer Infektion, diese wahrscheinlich gegen die

Aktion der sich erst nachfolgend entwickelnden inhibierenden Antikorper wirken.
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Konnte es also sein, dass die gemessenen IgG-3-Antikérper an Tag 180 bei den
Untersuchungskindern in dieser Studie zu einem grofleren Anteil aus ,,blockierenden
als inhibierenden Antikorpern bestehen ? Dadurch wire der protektive Effekt der
inhibierenden Antikoérper "blockiert", und es wiirde sich eine hohere Reinfektionsrate
ausbilden konnen.

Andererseits ist bekannt, dass die IgG-3-Antikorper nur eine Halbwertszeit von 8 Tagen
besitzen [Ferrante und Rzepczyk, 1997]. Von daher kann davon ausgegangen werden,
dass diejenigen Kinder, die sowohl in der M- als auch in der S-Gruppe IgG-3-
Antikorper an Tag 180 besitzen, erst kurz vor Tag 180 eine Reinfektion durchgemacht
haben miissen. Normalerweise aber sollte bei wiederholten Reinfektionen eher die
IgG-1-Antikorperantwort dominieren. Konnte es demnach vielleicht auch sein, dass
eine sich bei Reinfektion gegen das MSP-1,9 ausbildende IgG-3-Antikorperantwort
hinweisend auf ein defizienteres Immunsystem ist, so dass es leichter zur Ausbildung
von Reinfektionen kommen kann ? Eine weitere Abkldrung durch zeitlich
engmaschigere Kontrolluntersuchungen innerhalb der 1/95C-Studie wire daher

wiinschenswert gewesen.

Auflerdem ist der starke Trend einer verldngerten Zeit bis zur ersten Reinfektion in der

1gG-Responder-Gruppe gegeniiber der IgG-Non-Responder-Gruppe zu verzeichnen.

Dieses Ergebnis bestitigt die oben gemachten Beobachtungen.
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4.3 Verlauf der MSP-1yo-spezifischen IgG-Antikorperantwort mit dem Alter

In der vorliegenden Untersuchung liegt die IgG-Responderrate sowohl in der M- wie
auch in der S-Gruppe in allen Altersklassen an Tag 0 und Tag 28 >80%. Im gesunden
Zustand an Tag 180 bleibt die Responderrate mit >80% nur in der jiingsten Altersklasse
—,,0 bis 2 Jahre* - erhalten, wihrend sie in den beiden dlteren Altersklassen — in den
S-Gruppen statistisch signifikant - auf <80% absinkt. Dabei ist die Abnahme der Anzahl
der Responder in der S-Gruppe wieder deutlich stirker ausgeprdgt, als in der

M-Gruppe.

Eine altersabhiingige Zunahme der IgG-Antikorperantwort wie sie bei Egan et al. und
Riley et al. beschrieben wurde kann in dieser Arbeit nicht aufgezeigt werden [Egan et
al., 1995; Riley et al., 1992]. Damit entspricht das in dieser Arbeit erhaltene Ergebnis
eher den Beobachtungen von Dodoo et al., die ebenfalls in ihrer Untersuchungsgruppe
keine Zunahme einer Antikorperantwort mit zunehmendem Alter beobachten konnten
[Dodoo et al., 1999]. Bemerkenswert ist die an allen drei Untersuchungszeitpunkten
konstant >80% bleibende Responderrate in der jiingsten Altersklasse ,,0 bis 2 Jahre*
sowohl in der M- wie S-Gruppe. Wihrend im gesunden Zustand an Tag 180 die
Responderrate in den dlteren Altersklassen deutlich abfillt, bleibt sie in der jiingsten
Altersklasse weiterhin >80%. Konnte diese Beobachtung bei den jiingsten Kindern noch
mit dem Vorhandensein von maternalen Antikorpern erkliart werden ? Diese konnen von
der Mutter auf das Kind hauptsidchlich im dritten Trimenon diaplazentar iibertragen
werden [Hogh et al., 1995]. Allerdings ist das jiingste Kind in der hier vorliegenden
Untersuchungsgruppe 8 Monate. Normalerweise wird beobachtet, dass die passiv
transferierten maternalen Antikorper hauptsidchlich in den ersten Lebensmonaten
prasent sind, um dann ab dem 6 Monat nur noch in geringerem Male im kindlichen
Organismus zu persistieren [Hogh et al., 1995; Hollingdale et al., 1989; Riley et al.,
2000].

Branch et al. konnten 1998 bei Kindern in Kenia fiir das erste Lebensjahr eine
signifikante Assoziation zwischen der Prisenz von IgG-Antikorpern gegen das MSP-1 9

und einem Schutz vor Malaria aufzeigen [Branch et al., 1998].
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Oder konnte es sein, dass in diesen jiingsten Kindern der bei einer anderen Studie
[Wipasa et al., 2001] fiir MSP-1,o-spezifische CD4"-T-Zellen postulierte Apoptose-
Mechanismus noch nicht in dem Malle ausgebildet ist, wie bei den dlteren Kindern ?
Bildet sich dieser Mechanismus woméglich erst durch sich wiederholende Infektionen

aus ?

Bei der 1gG-1-Subklassen-Antwort weist in der akuten Phase an Tag 0 die hochste
Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* mit >80% eine deutlich hohere Responderrate in der
M- und S-Gruppe auf, als die beiden niedrigeren Altersklassen mit <80%. Dabei ist der
Unterschied in der M-Gruppe zwischen der Altersgruppe ,,2 bis 4 Jahre und ,, dlter als
4 Jahre* statistisch signifikant. Der Unterschied in der Responderrate der M-Gruppe
zwischen der Altersgruppe ,,0 bis 2 Jahre* und ,,dlter als 4 Jahre* liegt an der Grenze

zur Signifikanz.

Bei der nach Altersklassen getrennten Untersuchung der Antikérperantwort der
IgG-1-Subklasse fillt der Unterschied in der Responderrate zwischen der &ltesten
Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* und den beiden jiingeren Altersklassen mit den Kindern
von 0 bis 4 Jahren auf: wihrend die Kinder ilter als 4 Jahre schon im akuten Zustand an
Tag O eine Responderrate von >80% aufweisen, liegt die Responderrate bei den
jingeren Kinder deutlich — teilweise statistisch signifikant — niedriger. Erst an Tag 28
entsprechen sich die Responderraten mit >80% in allen Altersklassen. Diese
Beobachtung konnte darauf hinweisen, dass das Immunsystem der dlter als 4-jdhrigen
Kinder durch multiple Reinfektionen einen Status erreicht hat, in dem es sehr schnell
auf eine Plasmodien-Infektion reagieren kann.

Eine alternative Erkldrungsmoglichkeit wire, dass das Antigen nach dem Verschwinden
der Merozoiten und des durch Zerstorung der Merozoiten freigesetzten Materials im
lymphatischen Gewebe zuriickgehalten und von langlebigen Antigen-préisentierenden
Zellen - z.B. dendritische Zellen [Zinkernagel, 1996] — immer weiter prisentiert wird,
so dass es zu einer andauernden Stimulation der betreffenden B-Zellen fiihrt. Folglich
bleiben die Antikorper-Spiegel hoch, obwohl keine Errger mehr da sind. Dieser
Mechanismus kénnte um so besser ausgeprégt sein, je dlter die Kinder und damit je

ausgereifter das Immunsystem ist. Zu dieser Annahme wiirden die kontinuierlich
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>80%ige Responderraten an allen Untersuchungstagen passen. Zur weiteren Abklirung
miiBte allerdings der Tag O der ersten auf die Untersuchung an Tag 180 folgenden
Reinfektion mit in die Auswertung einbezogen werden. Diese Untersuchungen wurden
aber nicht in der hier zugrunde liegenden Follow-up-Studie durchgefiihrt. Die Kinder
der S-Gruppe zeigen dagegen das Phinomen der Kkontinuierlich >80%igen
Responderrate nicht. Hier ist ein signifikanter Abfall der Responderrate von Tag 0 und
Tag 28 auf Tag 180 zu verzeichnen, dhnlich wie auch in den beiden jiingeren

Altersgruppen.

Bei Vergleich der Responderraten der Untersuchungstage 0 und 180 bei der
1gG-3-Subklassen-Antikorperantwort ist eine hoch signifikante Abnahme der Responder
in der S-Gruppe der dltesten Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* zu verzeichnen, wihrend
in den beiden jiingeren Altersklassen ein Trend zur Zunahme der Responderrate in der
S-Gruppe beoabchtet werden kann. Wiihrend im gesunden Zustand die Responderraten
der S-Gruppe in den beiden jiingeren Altersklassen bei um die 70% liegt, ist sie in der
dltesten Altersklasse <20%. Die Responderrate der M-Gruppe liegt dabei an Tag 180
in der dltesten Altersklasse iiber der der S-Gruppe, wdhrend sie in den jiingeren
Altersklassen deutlich unter denen der S-Gruppe liegt. Damit verhdlt sich die
1gG-3-Antikorperantwort in den beiden jiingeren Altersklassen gegenldufig zu der der
1gG- und IgG-1-Antikorperantwort.

Beim Vergleich der 1gG-1-Responderraten im akuten Zustand mit denen im gesunden
Zustand ist fiir alle Altersgruppen eine teilweise statistisch signifikante Abnahme in der
S-Gruppe zu verzeichnen, sowie eine ebenfalls teilweise statistisch signifikante
Zunahme in der M-Gruppe in den beiden Altersgruppen ,,2 bis 4 Jahre* und ,,0 bis 2
Jahre“. In der M-Gruppe der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre* bleibt die Responderrate
an Tag 180 auf gleich hohem Niveau wie an Tag 0.

Die 1gG-3-Responderraten der S-Gruppe der Altersklassen ,,0 bis 2 Jahre* und
.2 bis 4 Jahre* sind an Tag 180 signifikant hoher als die der Altersklasse ,,dlter als 4
Jahre“. Im akuten Zustand weist die S-Gruppe der Altersklasse ,,dlter als 4 Jahre mit
einer Responderrate von 86% die hochste in dieser Arbeit gemessene Responderrate fiir

die IgG-3-Antikorperantwort auf. Sie liegt damit signifikant hohere als die der
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entsprechenden M-Gruppe und ebenfalls signifikant hoher als die Responderrate der
S-Gruppe der Altersklasse ,,2 bis 4 Jahre“.

Insgesamt ist der Trend auszumachen, dass an allen Untersuchungstagen in allen
Altersklassen in der M- und S-Gruppe die Responderraten niedriger als bei der 1gG-
und IgG-1-Antikorperantwort liegen. Wdihrend von Tag 28 auf Tag 180 in allen
Altersklassen die Responderrate in der M-Gruppe und in der Altersklasse ,,dlter als 4
Jahre* auch in der S-Gruppe signifikant abnimmt, nimmt sie in der S-Gruppe der

Altersklassen ,,0 bis 2 Jahre“ und ,,2 bis 4 Jahre“ trendhaft zu.

Die IgG-3-Antikorperantwort in den verschiedenen Altersklassen présentiert sich sehr
vielgestaltig. Die signifikant hohere IgG-3-Responderrate in der S-Gruppe der iltesten
untersuchten Kinder gegeniiber der M-Gruppe derselben Altersklasse und gegeniiber
der M- und S-Gruppen der jiingeren Altersgruppen ist auffillig. Die gemessenen Werte
deuten darauf hin, dass eine IgG-3-AntikOrperantwort im akuten Zustand keinen
schiitzenden Effekt vor schwerer Malaria tropica aufweist. Sie ist vielleicht sogar
vielmehr fiir eine Protektion hinderlich.

Wihrend die M-Gruppe in der Altersklasse ,.dlter als 4 Jahre* im akuten Zustand eine
hohe IgG-1-Antikorper-Responderrate  aber eine niedrige IgG-3-Antikorper-
Responderrate zeigt, weist die S-Gruppe derselben Altersklasse eine hohe IgG-1-
Antikorper-Responderrate und eine hohe IgG-3-Antikorper-Responderrate auf. Nach
der Studie von Holder et al. und anderen, konnen bei einer polyklonalen
Antikorperantwort blockierende und inhibierende Antikérper gemeinsam auftreten
[Holder et al., 1999]. Konnte die vorliegende Beobachtung somit ein weiterer Hinweis
darauf sein, dass die im akuten Zustand innerhalb der S-Gruppe bei einer groferen
Anzahl von Respondern gebildeten IgG-3-Antikorper vielleicht zu einem hdoheren
Anteil aus blockierender Antikdrpern bestehen, so dass die protektiven Effekte der
inhibierenden Antikorper dadurch verhindert werden ? Holder et al. weisen in ihrer
Untersuchung darauf hin, dass bei frither Induzierung blockierender Antikorper die
Wirkung der nachfolgend gebildeten inhibierenden Antikoérper blockiert wird. Sie
empfehlen daher die genaue Untersuchung der Entwicklungs-Kinetik der verschiedenen

Antikorper bei einer Antikorperantwort [Holder et al., 1999].
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Der signifikante Abfall der IgG-, IgG-1- und IgG-3-Antikérperantwort in der S-Gruppe
der iltesten Altersklasse von Tag O auf Tag 180 konnte wiederum Folge einer
moglicherweise erhohten  Apoptose-Rate  MSP-1¢-spezifischer ~CD4"-T-Zellen
innerhalb der schwer an Malaria tropica erkrankten Kinder sein. Der gleichzeitige
Riickgang der Responderraten in beiden Subklassen kann dabei als verstirkendes
Argument fiir obige Annahme angesehen werden. Zur weiteren Beurteilung miissten
wiederum Blutproben fiir die Messungen der Antikdrperantworten an Tag O der ersten
Reinfektion nach Tag 180 vorliegen. Diese wurden aber in der 1/95C-Studie nicht
erhoben.

Die gegenldufige Beobachtung in den beiden jiingeren Altersklassen der S-Gruppe
konnte darauf hinweisen, dass in diesem frithen Lebensalter der spezifische Apoptose-
Mechanismus noch gar nicht oder aber nur in sehr geringem Malle ausgebildet ist. Die
in den S-Gruppen signifikant gegeniiber den M-Gruppen erhohte Reinfektionsrate
[Lell et al., 1999] konnte damit fiir die zu beobachtende bestindig hohe IgG-3-
Antikorperantwort verantwortlich sein.

Der auffillige Unterschied im Antikorperantwortverhalten zwischen der dltesten
Altersklasse ,dlter als 4 Jahre* und den beiden jiingeren Altersklassen ist womdoglich
damit zu erkldren, dass sich bei den dltesten Kindern das Immunsystem soweit
ausgebildet und auf die Plasmodien-Infektion eingestellt hat, dass alle bisher
aufgezeigten Immun-Mechanismen fiir den Wirt optimal miteinander wirken. Gupta et
al. wiesen bei Untersuchungen in Kenia nach, dass sich Immunitit gegen schwere nicht-
cerebrale Malaria nach erfolgreichen infektosen Stichen wihrend der ersten und zweiten
Infektion unabhingig von den Transmissionraten entwickeln. Demnach hat sich eine
Immunitidt gegen schwere Malaria mit dem Erreichen des 5. Lebensjahres nahezu
vollstindig ausgebildet [Gupta et al., 1999].

Allerdings wird in der Literatur die Assoziation zwischen der Transmissionsrate und der
Zeitspanne bis zur Entwicklung einer Immunitét vor schwerer Malaria tropica auch wie
folgt beschrieben: in Regionen mit niedrigerer Plasmodium falciparum-
Malariaendemizitit oder einer unstabilen Malariatransmission ist die Immunitdt der
Bevolkerung gering, und klinische Malariaverldufe, wie auch schwere Komplikationen,
konnen in allen Altersgruppen auftreten [Wildling et al., 1995]. In Regionen mit hohen

Transmissionsrate  sind dagegen schwere Plasmodium  falciparum-Malaria-
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Erkrankungen der Kinder wesentlich seltener [Snow, et al., 1997]. Als mogliche
Erkldrung wird angefiihrt, dass Siduglinge in diesen Regionen eine gesteigerte
Exposition fiir Malariainfektionen aufweisen, wéhrend sie aber noch — wahrscheinlich
iber die maternalen Antikorper - vor der Krankheit geschiitzt sind [Slutsker et al., 1996;
Kitua et al., 1996; Wagner et al., 1998]. Somit wiirden die Kinder aus dieser Zeit mit
einem wesentlich hoheren Immunitétsgrad gegeniiber denjenigen aus den Gebieten mit
niedrigerer Transmissionsrate hervorgehen.

Da sich die hier vorliegende Arbeit auf eine in einem Gebiet mit stabiler, hoher
Transmissionsrate durchgefiihrte Studie bezieht, miiite demnach eine kiirzere
Zeitspanne bis zur Ausbildung eines protektiven Schutzes vor schwerer Plasmodium-
falciparum-Malaria festzustellen sein. Dazu wiére jedoch eine vergleichende
Untersuchung mit gepaarten Patienten aus einem Gebiet mit unstabiler, niedrigerer

Plasmodium falciparum-Transmissionsrate durchzufiihren.

4.4 Zusammenhang der MSP-1,¢-spezifischen IgG-Antikorperantwort mit
Geschlecht, ABO-Blutgruppe, Sichelzellgen-Trigerschaft, MBL- und NOS-

2-Mutation und Parasitimie

In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls statistische Vergleiche der gefundenen
gegen MSP-1,9 gerichteten IgG-Antikorperwerte mit der Verteilung des Geschlechts,
der ABO-Blutgruppenzugehorigkeit, der Sichelzellgen-Trigerschaft sowie der
Trigerschaft der MBL- und NOS-2""""“*_Mutationsvariante und der gemessenen
Parasitimie der Untersuchungskinder vorgenommen. Dabei konnten keine statistische
Signifikanzen gefunden werden.

Damit kénnen die Beobachtung von Egan et al, Riley et al und Shi et al., die in Kindern
eine Assoziation zwischen dem Schutz vor Parasitdmie und einer MSP-1o-spezifischen
IgG-Antikorperantwort aufzeigen [Egan et al., 1995; Riley et al., 1992; Shi et al., 1996],
nicht bestitigt werden. Die Beobachtungen von Dodoo et al., die solch eine Assoziation

ebenfalls nicht aufzeigen konnten, aber bestitigt werden [Dodoo et al, 1999].
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Die in der hier vorliegenden Untersuchungsgruppe in vorherigen Studien gefundene
positiv korrelierende Assoziation zwischen der IgG-Antikorperantwort auf Peptide aus
der PfEMP-1-DBL-1-Region der parasitierten Erythrozyten und der Blutgruppe
O-Tragerschaft [Kohler, 2000] kann fiir das MSP-1,9 Antigen ebenfalls nicht
beschrieben werden.

Auch Egan et al. konnten in ihrer Untersuchung in Gambia und Sierra Leone keine
Assoziation zwischen dem Geschlecht oder der Sichelzellgen-Triagerschaft und der

PfMSP-1,9 Antikorper-Priavalenz beobachten [Egan et al., 1996].

4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit auf Grundlage der in einem stabilen
Plasmodium falciparum-Transmissionsgebiet durchgefiihrten 1/95C-Studie gezeigt
werden, dass spezifisch gegen den konservierten C-terminalen Teil des Merozoiten-
Oberflachenantigens MSP-1 — MSP-1,9 — gerichtete IgG-Antikorper wihrend der
Infektion mit Plasmodium falciparum von an Malaria tropica schwer und mild
erkrankten gabunesischen Kinder gebildet werden. Dies geschieht mit einer hohen
Responderrate von >80%, so dass von einer deutlichen Immunogenitit des untersuchten
Antigens ausgegangen werden kann. Damit steht die hier vorliegende Studie im
Gegensatz zu dhnlichen Studien, die von Riley et al., Egan et al. und Dodoo et al. in den
vergangenen Jahren durchgefiihrt wurden, und in denen eine wesentlich geringere
Immunantwort von <40% beschrieben wird. Dabei scheint die spezifische
Immunogenitit hauptsdchlich von den beiden epidermalen Wachstumsfaktor-dhnlichen
Domiinen abzuhingen, die innerhalb des MSP-1,9 lokalisiert sind. Bei Vorhandensein
beider epidermaler Wachstumsfaktor-dhnlichen Doménen im présentierten Antigen lag
die hochste Immunogenitit vor [Dodoo et al., 1999; Egan et al., 1996; Riley et al.
1992]. Lediglich Cavanagh et al. fanden eine Responderrate von 90%, wobei deren

Untersuchung aber in einem Gebiet von mesoendemischer und unstabiler Malaria
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durchgefiihrt wurde [Cavanagh et al., 1998]. Damit kann mit der hier vorliegenden
Studie erstmals bei Kindern eine Responderrate mit >80% gegen MSP-1;9 in einem

Gebiet mit stabiler Plasmodium falciparum-Transmission nachgewiesen werden.

Wihrend die Responderrate im akuten Zustand innerhalb der schwer an Malaria tropica
erkrankten Kinder hoher liegt als in der Gruppe der nur mild erkrankten Kinder, wird in
der hier vorliegenden Studie in der gesunden Phase bei den schwer an Malaria tropica
erkrankten Kinder eine signifikant geringere MSP-19-spezifische IgG- und IgG-1-
Antikorperantwort als bei den nur mild an Malaria tropica erkrankten Kindern
gefunden. Es bleibt zu diskutieren, ob diese Beobachtung eher nach Luty et al. zu
interpretieren ist, der einen sich durch wiederholt hohe Antigenkonzentrationen
entwickelnden Toleranz-Status des Immunsystems vorschlidgt [Luty et al., 2000], oder
aber ob vielleicht der bei Wipasa et al. beschriebene Apoptose-Mechanismus von
MSP-1,o-spezifischen CD4"-T-Zellen in der S-Gruppe dafiir verantwortlich zu machen
ist [Wipasa et al., 2001].

Weiterhin kann in der hier vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu Shi et al. kein
Zusammenhang zwischen der IgG-Antikorperantwort auf das MSP-1,9 und der Hohe
der Parasitimie gezeigt werden. Shi et al. wiesen in ihrer Studie eine Assoziation
zwischen dem Schutz vor Parasitimie und den gegen das MSP-1,9 gerichteten
IgG-1-Antikorpern nach [Shi et al., 1996].

Allerdings scheint in der hier vorliegenden Studie ein gewisser Schutz vor der
Erkrankung an der schweren Form der Malaria tropica mit einem erhohten
IgG-1:IgG-3-Ratio-Wert assoziiert zu sein. In der Gruppe der nur mild an Malaria
tropica erkrankten Kindern liegt der IgG-1:IgG-3-Ratio-Wert im gesunden Zustand
signifikant hoher als in der Gruppe der schwer an Malaria tropica erkrankten Kinder. Ob
dieser Schutz womoglich iiber die bisher hauptsidchlich bei Erwachsenen gezeigte
Antikorper-abhidngige zellulire Hemmung (ADCI) [Bouharoun-Tayoun et al., 1990;

Druilhe et al., 1997; Shi et al., 1999] vermittelt wird, ist weiter zu untersuchen.

Wihrend Lell et al. fiir die gleiche Untersuchungsgruppe nachweisen konnten, dass die

Kinder der S-Gruppe signifikant hohere Reinfektionsraten aufweisen, als diejenigen der



Diskussion, Seite 95

M-Gruppe [Lell et al., 1999], zeigt die hier vorliegende Arbeit zusitzlich eine negative
Korrelation zwischen der Reinfektionsrate und der gemessenen Antikdrperantwort
wihrend der Rekonvaleszenz, d.h. eine Antikdrperproduktion gegen MSP-1,9 scheint in
der Rekonvaleszenz unabhingig von der Schwere der Erkrankung einen schiitzenden
Effekt vor erneuten Reinfektion zu haben. Im gesunden Zustand bleibt der gleiche
statistische Trend fiir die IgG- und IgG-1-Antikorperantwort erhalten. Allerdings
scheint dieser schiitzende Effekt keinerlei Auswirkung auf den Ausgang einer
Plasmodium falciparum-Infektion zu haben. Die in der vorliegenden Arbeit
vorgenommene genaue Differenzierung zwischen MSP-1,o-spezifischer IgG-
Antikorperantwort und  Reinfektionsrate, sowie schwerem und mildem
Krankheitsverlauf, wurde in den zum Vergleich herangezogenen Studien von Egan et
al., Riley et al. und Dodoo et al. nicht vorgenommen. Die Untersuchungen von Egan et
al. und Riley et al. zeigen einen Schutz vor Malaria und hoher Parasitamie, Dodoo et al.
konnten dagegen keinerlei Assoziation zwischen den AntikOrperspiegeln und einem
Schutz vor Malaria feststellen. Dagegen konnte in der hier vorliegenden Studie im
Einklang mit der Studie von Doodo et al. aber im Gegensatz zu den Beobachtungen von
Egan et al.,, Riley et al. und Shi et al. keine altersabhiingige Zunahme der IgG-
Antikorperantwort beobachtet werden.

Fir die IgG-3-Antikorperantwort zeigt sich dagegen in der vorliegenden Studie im
gesunden Zustand eine hohere Reinfektionsrate in der S-Gruppe als in der M-Gruppe.
Damit verhilt sich die Reinfektionsrate hier genau gegenldufig zu den IgG- und IgG-1-
Antikorperantworten. Diskutiert wurde, ob diese Beobachtung in Zusammenhang mit
der von Holder et al. und anderen gemachten Beobachtung zu bringen ist, dass bei einer
polyklonalen MSP-1,¢-spezifischen Antikorperantwort neben inhibierenden auch
blockierende und neutrale Antikorpern gebildet werden [Holder et al., 1999; Uthaipibull
et al., 2001]. Holder weist darauf hin, dass das Messen der totalen AntikOrperantworten
— auch das der Antigen- oder Epitop-spezifischen — keinerlei Hinweis auf die protektive
Qualitdt der gemessenen Antikorper geben kann. Vielmehr bestimmt das Verhiltnis der
inhibitorischen zu den blockierenden Antikdrpern das Ergebnis: Inhibition der
Erythrozyteninvasion oder aber Erythrozyteninvasion. Sollte sich das Hervorbringen
von blockierenden Antikorpern als ein sich zur Umgehung einer protektiven

Immunantwort entwickelter Evasion-Mechanismus darstellen, so Holder, so kann davon
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ausgegangen werden, dass diese Antikorper bestimmte Eigenschaften aufzeigen: sie
werden mehr gegen konservierte als variable Epitope gerichtet sein, so dass Parasiten-
Varianten, die nicht von den blockierenden Antikorpern erkannt werden, bevorzugt
zerstort werden. Weiterhin zeigen sie wahrscheinlich eine hohe Immunogenitit, werden
bei der ersten Infektion induziert und werden frith im Leben prisent sein, wobei sie
womoglich von der Mutter bereits transferiert werden.

Es bleibt zu diskutieren, ob das Phidnomen der blockierenden Antikérper die
Diskrepanzen zwischen den einzelnen Studien von Riley et al., Egan et al., Dodoo et al.
und der hier vorliegenden Studie sowie die Unterschiede zwischen den schwer an

Malaria tropica erkrankten Kindern und den nur mild erkrankten Kindern erkldren kann.

Einen weiteren Hinweis dafiir gibt die nach Altersklassen getrennte Analyse der in
dieser Studie gemessenen Werte: im akuten Zustand wurde bei den éltesten Kinder eine
signifikant hohere 1gG-3-Responderrate in der S-Gruppe als in der M-Gruppe gefunden.
Dies lédsst erkennen, dass die PfMSP-1o-spezifischen IgG-3-Antikdrper im akuten
Zustand wohl keinen protektiven Effekt vor der Ausbildung von schwerer Malaria
tropica aufweisen. Zudem konnte beobachtet werden, dass innerhalb der iltesten
Altersklasse im akuten Zustand die M-Gruppe eine hohe IgG-1-Antikorper-
Responderrate aber eine niedrige 1gG-3-Antikdrper-Responderrate zeigt, wihrend die
S-Gruppe eine hohe IgG-1-Antikorper-Responderrate und eine hohe IgG-3-Antikorper-
Responderrate aufweist. Da davon ausgegangen werden kann, dass sich das
Immunsystem in dieser Altersklasse bereits vollstindig ausgebildet hat [Gupta et al.,
1999], bleibt zu diskutieren, ob die PMSP-1,o-spezifischen 1gG-3-Antikdrper bei der
hier vorliegenden Untersuchung womoglich hauptsichlich blockierende Antikorper
beinhalten, die die  wahrscheinlich  protektiven = PfMSP-1,9-spezifischen
IgG-1-Antikorper [Egan et al, 1995, Shi et al., 1996] blockieren. Uthaipibull et al.
konnten bereits einigen von den blockierenden und inhibierenden Antikdrpern
erkannnten PfMSP-1,9-Epitopen spezifischen Lokalisationen innerhalb der Struktur des
PfMSP-19 zuweisen [Uthaipibull et al., 2001].
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AbschlieBend bleibt festzustellen, dass aus der Literatur zu erkennen ist, dass ein
moglicher Mechanismus der Merozoiten-Neutralisation die Inhibition der MSP-1-
Prozessierung darstellt [O"Donnell, 2001]. Dabei wird nach Holder und anderen die
qualitative Spezifitit der Antikdrperantwort vor allem entscheidend sein. Ein Impfstoff
basierend auf MSP-1;9 sollte demnach die Induktion von blockierenden Antikorpern
minimieren und die von inhibierenden Antikérpern maximieren.

Das Verstehen der bei einer Vakzinierung induzierten Immunmechanismen wird daher
fir die Bewertung von Impfstoffkandidaten in Zukunft entscheidend sein. Es gilt
generell die funktionelle Aktivitdt neben den Antikorperspiegeln zu bestimmen. Zudem

bleibt es wichtig, die dreidimensionale Struktur zu beachten [Morgan et al., 1999].

In Bezug auf die hier vorgelegte Studie ist zukiinftig eine Untersuchung auf das
Verhiltnis von inhibierenden versus blockierenden Antikorpern in den beiden

Untersuchungsgruppen in einer Nachfolgestudie durchzufiihren.

Insgesamt ist von einem multifunktionellen Zusammenspiel aller erwdhnten Immun-
Mechanismen auszugehen. Zu erhellen bleibt, ob sich diese jeweils in den beiden
Untersuchungsgruppen ergénzen oder gegenseitig auftheben. Zudem bleibt der Zeitpunkt
der vollstindigen Ausbildung dieser Immun-Mechanismen zu bestimmen.
Moglicherweise angeborene Resistenzmechanismen, die die protektiven Effekte einer
erhohten IgG-Antikorperantwort modifizieren oder iiberlagern konnten, sind dabei zu

beachten [Stirnadel et al., 2000].
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5 Zusammenfassung

Malaria ist eine Infektionskrankheit, die beim Menschen durch verschiedene Arten von
Plasmodien ausgelost wird. Die weitaus meisten Infektionen werden weltweit durch
Plamodium falciparum verursacht, dem Erreger der Malaria tropica, der sowohl die
schwersten als auch meisten todlichen Verlaufsformen verursacht. Nach Schitzung der
Weltgesundheitsorganisation betrdgt die jdhrliche Inzidenz der Malaria weltweit
300-500 Millionen klinischer Fille, von denen mehr als 1 Million tddlich verlaufen.

Die Immunantwort beim Menschen wihrend einer Malaria umfasst sowohl zellulire als
auch humorale, spezifische und unspezifische Abwehrmechanismen. Klinisch relevant
ist dabei vor allem die gegen die Krankheit verursachenden ungeschlechtlichen
Blutstadien gerichtete Immunitdt. Die durch die Malaria beim Wirt ausgeloste
Immunantwort dient der Kontrolle der Vermehrung und letztlich der Elimination der
Parasiten, triagt wahrscheinlich aber auch mafigeblich zur Pathologie der Erkrankung
bei. Dabei wird die humorale Immunitit durch spezifisch gegen Plasmodienantigene
gebildete Antikorper vermittelt. Diese Plasmodienantigene sind u.a. auf der Oberfliche
der Merozoiten lokalisiert. Eines der dort exprimierten Proteine ist das Plasmodium
falciparum merozoite surface protein 1 - PfMSP1, das u.a. fiir die Erythrozyten-
Invasion verantwortlich gemacht wird.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die IgG-Antikdrperantwort und die
Antikorperantwort der Subklassen IgG-1 und IgG-3 auf den 19 kDa konservierten
C-terminalen Teil des MSP-1 — MSP-19 - von 200 afrikanischen Kindern gemessen, die
von 1995-1996 in Lambaréné, Gabun, am Albert-Schweitzer-Hospital — ein fiir Malaria
tropica hochendemisches Gebiet - in eine Studie aufgenommen wurden. Dabei schloss
die Studie je 100 Kinder mit schwerer Malaria, sowie 100 Kinder mit einer leichten
Verlaufsform der Infektion, gepaart nach Alter und Geschlecht, ein. Zur Bestimmung
der Antikorperwerte fanden venose Blutentnahmen der Patienten bei Aufnahme in die
Studie — Tag 0, nach 28 Tagen und nach vollstindiger Gesundung - frithestens 180 Tage

nach Aufnahme in die Studie, statt. Die Bestimmung der spezifischen
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Antikorperantworten erfolgte mittels des Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay —
ELISA nach dessen Optimierung. Es wurde dabei der Einfluss von verschiedenen
Parametern auf diese Antikorperantworten untersucht, u.a. der Einfluss des Alters, der
Parasitdamie und der Reinfektionsrate.

Mit der vorliegenden Untersuchung kann erstmals gezeigt werden, dass in einem
stabilen Plasmodium falciparum-Malariatransmissionsgebiet in mehr als 80% der von
an Malaria tropica schwer und mild erkrankten gabunesischen Kinder spezifische IgG-
Antikorper gegen MSP-1,9 wihrend der Infektion mit Plasmodium falciparum gebildet
werden. Eine altersabhédngige quantitative Zunahme ist dabei nicht zu beobachten.
Zwischen der gemessenen MSP-1,o-spezifischen IgG-Antikorperantwort und der
Reinfektionsrate kann eine negative Korrelation aufgezeigt werden, die aber keinen
schiitzenden Effekt vor der Schwere der Ausbildung einer Plasmodium falciparum-
Infektion aufweist.

Im parasitenfreien Zustand ist die Responderrate der MSP-1,9-spezifischen 1gG- und
IgG-1-Antikorperantwort in der Gruppe der mild an Malaria tropica erkrankten Kinder
hoher als die in der Gruppe der schwer an Malaria tropica erkrankten Kinder. Letztere
Gruppe zeigt im parasitenfreien Zustand nach einer akuten Infektion eine deutliche IgG-
und IgG-1-Responderratenabnahme.

Bei einem Vergleich der IgG-1- und IgG-3-Subklassen-Antikdrperantworten kann eine
Assoziation zwischen einem erhohten IgG-1:IgG-3-Ratio-Wert und Schutz vor der
Erkrankung an der schweren Form der Malaria tropica beobachtet werden.

Insgesamt weist die vorliegende Untersuchung darauf hin, dass die PfMSP-1o-
spezifischen IgG-3-Antikdrper im Gegensatz zu den PfMSP-1,o-spezifischen IgG-1-
Antikorpern bei Kindern keinen protektiven Effekt vor der Ausbildung von schwerer
Malaria tropica zeigen. Vielmehr konnen Protektions-blockierende Eigenschaften
vermutet werden. Die dafiir verantwortlich zu machenden Immunmechanismen bleiben

aufzukliren.
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6 Verzeichnis der im Text verwendeten Abkiirzungen

Neben Standardabkiirzungen wurden hauptsidchlich international

SI-Einheiten verwendet.

Abb. Abbildung

AS Aminosdure

ATS Acid terminal Sequenz

AU Arbitrary Units

BSA Bovine Serum Albumin

°C Grad Celsius

CD Cluster Determinants

Cp Carbonate-Puffer

CSp Circumsporozoite Protein

DBL Duffy-Binding-Like

DDT Dichlor-diphenyl-trichlor-dthan (Chlorohenotan)
EGF Epidermal Growth Factor

EIA Enzymimmunassays

ELISA Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
Fab Fragment Antigen Binding

Fc Fragment Crystalline

g Gramm

GPI Glykosyl-Phospathidyl-Inositol

GST Glutathion-S-Transferase

Hb Héamoglobin

Hb-S Sichelzellandmie

HIV Human Immunodeficiency Virus

IDR Incidence Density Rate (Infektionsrate)
IgG Immunglobulin G

IgG1 Immunglobulin G, Subklasse 1

gebriuchliche
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IgG2

RIA
ROS

SD
S-Kinder
Tab.

™
TMB
TNF
WHO

Immunglobulin G, Subklasse 2

Kilo-Dalton

Liter

Mikroliter

Molaritit

Mannose-bindendes-Lectin

Kinder mit milder (unkomplizierter) Plasmodium falciparum Malaria
Millimolar

Merozoite Surface Protein

Natriumchlorid

Natiirliche Killerzelle

Stickstoffmonoxid-Synthase-2

Optische Dichte

Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1
Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate-buffered saline)
pondus Hydrogenii - negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration

Radioimmunassay

Reactive Oxygen Species

Standard Deviation

Kinder mit schwerer Plasmodium falciparum Malaria
Tabelle

Transmembrandoméne

3,3%,5,5 -Tetramethylbenzidin

Tumor Nekrose Faktor

World Health Organisation
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Anhang-Abbildung 10-2: Plasmodium falciparum-Lebenszyklus

(aus: Atlas of Medical Helminthology and Protozoology,
H.C. Jeffrey and R.M. Leach, 1975)
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Anhang-Abbildung 10-3: Immunglobulin-Struktur

(aus: ELISA, D.M. Kemeny, 1994)
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Anhang-Abbildung 10-4: MSP-1,, -Struktur
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Anhang-Abbildung 10-5: Blantyre Komascore
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