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Zusammenfassung

Deskriptive Untersuchungen zur Erythropoese bei schwerer Malaria-Anamie

Iris Appelmann

Die Malaria ist die Infektionskrankheit mit der weltweit hochsten Morbiditat und Mortalitat
und somit die wichtigste parasitdre Erkrankung des Menschen. Es handelt sich um eine
Protozoen-Infektion, die Erythrozyten beféllt und durch den Biss der weiblichen Anopheles-
Micke Ubertragen wird. Die mit der Malaria assoziierten Todesféalle und schweren Verlaufe
der Erkrankung sind fast ausnahmslos auf Infektionen mit Plasmodium falciparum
zuriickzufuhren, welches die sogenannte Malaria tropica auslost.
Die zwei schwerwiegendsten Komplikationen der Malaria tropica sind die zerebrale Malaria
und die schwere Malaria-Anédmie. In vielen Regionen spielt die Malaria-Anédmie als
Komplikation inshesondere bei Kindern im Alter bis sechs Jahre eine sehr wichtige Rolle.
Erschwerend ist sie aufgrund mangelhafter Transfusionsinfrastruktur oft nur unzureichend
behandelbar.
Zwischen 2003 und 2005 wurde im Albert-Schweitzer-Krankenhaus in Lambaréne, Gabun,
bei insgesamt 91 an Malaria tropica erkrankten Kinder im Alter von einem bis sechs Jahren
die Pathogenese der schweren Malaria-Anadmie untersucht. Die vorliegende Arbeit befasst
sich in diesem Zusammenhang mit der Erythropoese bei Malaria-Anamie. Die Parasitdmie
und die Parasiteneliminationszeit sind nicht allein verantwortlich fir das Ausmal der Anémie.
Retikulozytenzahlen im peripheren Blut steigen addquat und zeitgerecht an. Ein Eisenmangel
und dessen Folgen konnten als Andmieursache ausgeschlossen werden. Im Knochenmark der
schwer andmischen Patienten finden sich Zell-Zell-Wechselwirkungen und ein unbekannter
Faktor, wodurch die Erythropoese gesteigert wird. Dies ist durch Zytokinzusétze nicht
reproduzierbar. Insgesamt ist zytologisch eine gesteigerte Erythropoese mit stark ausgeprégter
Dyserythropoese erkennbar. Auf der Ebene der Erythropoese lasst sich allerdings die Schwere
der Anamie nicht allein erkldaren, sondern auch die Faktoren Erythrophagozytose und
Hamolyse spielen eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese der schweren Malaria-Anémie.
Tag der miindlichen Prufung: 27.10.2008
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1. Einleitung

1.1  Allgemeines zur Malaria tropica

Die Malaria ist eine Protozoen-Infektion, die Erythrozyten befdllt und durch den Biss der
weiblichen Anopheles-Miicke iibertragen wird (Manson 2002; Miller 2002). Es gibt vier
verschiedene, regional unterschiedlich verbreitete Spezies von Malaria-Parasiten, die den
Menschen infizieren konnen: Plasmodium malariae, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale
und Plasmodium falciparum.

Die mit der Malaria assoziierten Todesfélle und schweren Verldufe der Erkrankung sind fast
ausnahmslos auf Infektionen mit Plasmodium falciparum zuriickzufithren, welches die
sogenannte Malaria tropica auslost. Die durch die anderen drei Plasmodien-Spezies
ausgelosten Erkrankungen zeichnen sich in den meisten Fallen durch einen milderen Verlauf
aus.

Malaria wird in Landern, in denen die Erkrankung endemisch ist, fiir eine Erniedrigung des
jéhrlichen Wirtschaftswachstums von etwa 1,3 Prozent verantwortlich gemacht (Sachs 2001).
Insgesamt wirken sich wiederholte Malaria-Infektionen und besonders Komplikationen wie
Andmie oder zerebrale Malaria auch langfristig negativ auf die Entwicklung von Kindern aus

(Walker 2007).
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Abb 1:Verbreitung und Epidemiologie der Malaria tropica, modifiziert nach WHO, (WHO
2005)

1.1.1 Epidemiologie

Die Malaria ist die Infektionskrankheit mit der weltweit hochsten Morbiditat und Mortalitéit
und somit die wichtigste parasitidre Erkrankung des Menschen (WHO 2003). Dieses zeigt sich
vor allem daran, dass pro Jahr etwa 500 Millionen Menschen daran erkranken und bis zu 2,5
Millionen daran versterben, darunter vor allem Kinder unter sechs Jahren im tropischen
Afrika. Etwa 60 Prozent aller klinischen Malaria-Erkrankungen und 80 Prozent aller
Todesfille durch Malaria ereignen sich in Afrika siidlich der Sahara. Obwohl die Erkrankung
in Europa, Russland und dem ndrdlichen Asien seit Mitte des 20. Jahrhunderts als ausgerottet
gilt, nimmt die Zahl der Erkrankten weltweit kontinuierlich zu. Die Mortalitit von Kindern
mit Malaria tropica hat sich seit 1980 etwa verdoppelt (Korenromp 2003). Dies erklért sich
durch eine Zunahme von Resistenzen der Parasiten gegen Anti-Malaria-Medikamente sowie
durch  verspitete = Reaktionen  v.a.  afrikanischer = Staaten  auf  aktualisierte
Therapieempfehlungen (Hastings 2007). Weiterhin stellt auch die Resistenzentwicklung der
Anopheles-Miicke gegen Insektizide ein zunehmendes Problem dar (Ambroise-Thomas
2004). Von den etwa 400 Anopheles-Arten konnen nur etwa 80 eine Malaria {ibertragen. Das
Uberleben und die Vermehrung von Anophelesmoskitos ist an Wasser gebunden, sodass
Transmissionsraten der Malaria in der Regenzeit ansteigen. Mit steigender Zahl an Flugreisen
in tropische Lénder steigt auch die Zahl von nach Europa importierten Malariaerkrankungen

und stellt somit auch hier ein zunehmendes Problem dar (Ladhani 2007).



1.1.2 Lebenszyklus von Plasmodien und Atiologie

1.1.21 Préaerythrozytare Entwicklung

Eine weibliche Anopheles-Miicke injiziert aus ihrer Speicheldriise beim Stich eines Menschen
bis zu 100 sogenannte Sporozoiten, bevor sie Blut aspiriert. Diese gelangen entweder direkt
oder iiber die Lymphe ins periphere Blut. Innerhalb von 45 Minuten invadieren die
Sporozoiten Hepatozyten und konnen sich in ihnen vermehren. Es entwickelt sich ein
Schizont, welcher rupturiert und dann Merozoiten in die Blutbahn entldsst. Diese erste
asexuelle Vermehrung in der Leber dauert bei Plasmodium falciparum 5,5 Tage. Insgesamt
werden aus einem platzenden hepatischen Schizont mehrere Tausende Merozoiten entlassen.
Weil aber zuvor nur einige Hepatozyten infiziert wurden, verlduft diese Phase fiir den

Menschen asymptomatisch (Manson 2002).

Abb. 2: Lebenszyklus von Plasmodien (vor allem Plasmodium falciparum)



1.1.2.2 Erythrozytare asexuelle Entwicklung

Die ovoiden, beweglichen Merozoiten konnen sehr schnell Erythrozyten invadieren. Dazu
miissen sie mit dem sogenannten apikalen Komplex an die Zellmembran andocken und sich
mit einer bohrenden Bewegung in die Membran einstiilpen, sodass sie sich im Erythrozyten in
einer abgeschlossenen Vakuole (parasitophore Vakuole) befinden. Die Bindung an die
Erythrozytenoberfliche geschieht bei Plasmodium falciparum iiber Sialinsdure und GpA.
Innerhalb des Erythrozyten entwickeln sich die Merozoiten weiter zu Trophozoiten, deren
charakteristische Ringform man im Lichtmikroskop erkennen kann. Die Trophozoiten
entwickeln sich zu Blutschizonten, welche rupturieren und aus denen erneut Merozoiten in
die Blutbahn gelangen. SchlieBlich endet die asexuelle Entwicklung, indem sich Merozoiten
zu minnlichen (Mikro-) und weiblichen (Makro-) Gametozyten entwickeln. Dieses wird
beispielsweise durch eine Verdnderung des pH-Werts und der Bikarbonatkonzentration als
Folge der Infektion induziert. Die Mikro- und Makrogametozyten werden bei einem erneuten
Stich der weiblichen Anopheles-Miicke in die Miicke aufgenommen. Dort beginnt der

sexuelle Vermehrungszyklus. Die asexuelle Entwicklung dauert insgesamt 48h.

1.1.2.3 Sexuelle Entwicklung in der Micke

Im Mitteldarm der Miicke wird der die Gametozyten noch immer umgebende Erythrozyt
mechanisch durch Darmbewegungen und chemisch durch Verdauungsenzyme zerstort. Die
Mikrogameten durchlaufen den ProzeB3 der Exflagellation und befruchten anschlieend die
Makrogameten. Es entwickelt sich eine Zygote, spéter ein Ookinet, der die Darmwand des
Moskitodarms durchdringt und sich zur Oozyste entwickelt. Diese bewegt sich iiber die
Hamolymphe in die Speicheldriise des Moskitos. Dort kann die weitere Entwicklung zum
Sporozoiten geschehen. Sporozoiten werden dann beim néchsten Stich moglicherweise

wieder in den Wirt injiziert (Manson 2002; Miller 2002).

1.1.3 Immunitat

Anders als bei einigen viralen oder bakteriellen Erkrankungen oder nach Impfungen kann sich
eine vollstandige Immunitidt gegen Malaria nicht entwickeln, da es zu viele verschiedene
lokale Plasmodien-Stamme gibt. Durch wiederholte Infektionen in holo- oder
hyperendemischen Gebieten ergibt sich aber gerade bei kleinen Kindern eine erhebliche

Morbiditdt und Mortalitdt. Gleichzeitig kann sich aber auch durch diese wiederholten



Infektionen eine partielle Immunitit (sog. ,,premunity) entwickeln, durch die erneute
Infektionen zwar nicht verhindert werden, aber nicht oder nur selten zu schweren Symptomen
oder zum Tod fithren. Diese Art Immunitit entwickelt sich bei Kindern verhdltnismaBig
langsam als Funktion des Alters. Im Gegensatz dazu konnen bisher nicht infizierte
Erwachsene, die in ein Holoendemie-Gebiet kommen, eine solche ,,premunity” schneller
entwickeln.

Wihrend der akuten Infektion spielen sowohl wunspezifische, als auch spezifische
Abwehrmechanismen eine Rolle. Spezifische Antikorper verhindern die Ausbreitung der
Erkrankung durch Agglutination von Merozoiten und durch Bindung an parasitierte
Erythrozyten sowie durch Aktivierung deren Fc-Rezeptoren. Bei der unspezifischen
Immunantwort spielen vor allem Phagozytose iiber CD36 an der Zelloberfliche von
Monozyten und Makrophagen, proinflammatorische Zytokine und die Aktivierung von
Neutrophilen eine Rolle. Aktivierte Neutrophile setzen parasitizide Sauerstoffradikale und
Stickoxide frei. Des weiteren ist der Abbau parasitierter Erythrozyten in der Milz gesteigert
durch eine erhohte Filtration (verminderte Elastizitdt parasitierter Erythrozyten) und Fc-

vermittelte Erythrophagozytose

1.1.4 Pathophysiologie

Die Krankheit und die Schwere der Symptomatik sind Resultat aus Abbau von Erythrozyten
und Hidmoglobin, Freisetzung von erythrozytirem und parasitirem Material und der daraus
resultierenden Antwort des Wirts auf diese Ereignisse (Wickramasinghe and Abdalla 2000;
Manson 2002; Miller 2002; Stauffer and Fischer 2003; Goldberg 2005; Min-Oo and Gros
2005).

1141 Zytokine

Lange Zeit war nicht klar, wie Plasmodien, die nahezu ausschlieBlich innerhalb von
Erythrozyten leben, Gewebeschidden und biochemische Verdnderungen auslosen kénnen. Die
Theorie eines Parasitentoxins, das diesen gewebeschddigenden Effekt haben sollte, wurde vor
einigen Jahren verlassen zugunsten der Theorie, dass der Wirt selbst Proteine sezerniert als
Reaktion auf Plasmodien: Zytokine oder Zellbotenstoffe.

Zytokine sind Zellbotenstoffe aus Makrophagen, T-Zellen und NK-Zellen, und sind wichtige
Mediatoren zur interzelluldren Kommunikation bei verschiedensten Infektionen.

Im Tiermodell (Maus) und wahrscheinlich auch beim Menschen werden von den beiden

Untergruppen der CD4-positiven Lymphozyten, Th-1 und Th-2-Zellen, wichtige Zytokine
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ausgeschiittet. Th-1-Zellen produzieren v.a. IFNy, IL-2 und TGFf. Diese wiederum aktivieren
Makrophagen und leisten damit indirekt einen Beitrag zur folgenden Produktion von
proinflammatorischen, zytotoxischen Zytokinen wie TNFa, IL-1 und IL-6. Th-1-Antworten
sind also unabdingbar fiir eine effektive Abwehr bei der Akute-Phase-Reaktion.

Th-2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. Diese induzieren einerseits eine starke
Antikorper-Produktion durch B-Zellen und haben andererseits einen inhibitorischen Effekt
auf viele Makrophagen-Funktionen. Bei Uberwiegen der Th-2-Antwort ist somit die
Empfinglichkeit fiir die Erkrankung erhoht und der Krankheitsverlauf schwerer. Eine zentrale
Frage ist nun, wie ein Gleichgewicht zwischen Th-1- und Th-2-Antwort aufrechterhalten wird
bzw. wie bei einer Infektion mit Plasmodien die Immunantwort des Wirts in Richtung Th-1
oder Th-2 gelenkt wird. Viele Faktoren scheinen Einfluss darauf zu haben: physikochemische
Eigenschaften, Dosis und Persistenz des Antigens, der Ort der Antigen-Exposition, der
Genotyp und der Immunstatus des Wirts. AuBlerdem regulieren TGFB1 und IL-12 das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen. Die TGFB1 und IL-12-
Spiegel liegen bei unkomplizierter Malaria hoher als bei einer schweren Erkrankung
(McDevitt 2004).

Eine gesteigerte Produktion von Th-1-Zytokinen, insbesondere TNFa und Stickoxiden
scheint bei der Pathogenese der zerebralen Malaria wie auch bei der Entwicklung einer KM-
Depression, Dyserythropoese, Erythrophagozytose und Andmie bei Malaria eine wichtige
Rolle zu spielen (Anstey, Granger et al. 1999), (Clark and Chaudhri 1988).

Die Menge an freigesetztem IL-10, welches ein sehr potentes antiinflammatorisches Th-2-
Zytokin ist, ist bei schwerer Malaria deutlich erhéht, wird allerdings im Falle einer letztlich
todlich verlaufenden Erkrankung nicht ausreichend produziert, um die Folgen von
zirkulierendem TNFa zu antagonisieren. Bei milderen Verldufen der Malaria-Andmie finden
sich hdufig erhohte Spiegel von IFNy, TNFa, IL-6 und IL-10 (Wenisch, Parschalk et al.
1995). Unerwartet niedrige IL-10-Spiegel wurden bei Kindern mit schwerer Malaria-Anédmie
in einzelnen Studien beschrieben (Kurtzhals, Adabayeri et al. 1998).

Im Mausmodell 16st die Injektion von rekombinantem TNFa eine Dyserythropoese aus,
welche sich durch anti-TNFoa-Antikdrper (Remicade®) wieder antagonisieren ldsst .

Erhohte Spiegel von TNFa sind assoziiert mit der Entwicklung von ineffektiver Erythropoese
bzw. Dyserythropoese bei einer Infektion mit Plasmodium falciparum (McDevitt 2004). Bei
Patienten mit metastasierten Karzinomerkrankungen fiihrt die Gabe von TNF o zu einer
Andmie. TNFa scheint einen direkten inhibitorischen Einfluss auf BFU-Es zu haben wihrend
der Einfluss auf CFU-Es auf indirektem Wege geschieht (McDevitt 2004).
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Die TNFa / IL-10 — Ratio war bei Kindern mit schwerer Malaria-Andmie wesentlich hoher
als bei Kindern mit milden Verldufen. Dies legt nah, dass eine inaddquate Erhhung des 11-10-
Spiegels bei bereits erhohtem TNFa-Spiegel eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
schweren Malaria-Anédmie spielt (Kurtzhals, Adabayeri et al. 1998; Othoro, Lal et al. 1999;
May, Lell et al. 2000; Dodoo, Omer et al. 2002; Li, Sanni et al. 2003).

Auch beziiglich eines verfrithten Abbaus von RBCs sind Zytokine von besonderer
Wichtigkeit. So kann Fieber innerhalb weniger Tage zu einer Verédnderung der rheologischen
Eigenschaften mit vermehrter Membran-Rigiditit und somit zum vorzeitigen Abbau im RHS
fiihren (Day, Hien et al. 1999).

Zytokine haben auch einen direkten Einflull auf die Erythropoese: IL-1, TNFa (und TGFp je
nach Studie) haben einen inhibitorischen Effekt auf die Produktion von Epo als wichtigstem
Regulator der Erythropoese, IL-6 dagegen stimuliert sie (Jr, Olsen et al. 1989; Jr and Krantz
1991; Jelkmann, Pagel et al. 1992).

Die vielféltigen Wirkungen von Zytokinen beinhalten auch die Hochregulation endothelialer
GefaBwandliganden (ICAM1). Dadurch kommt es zu einer vermehrten Zytoadhdrenz von
parasitierten Erythrozyten an der GefiBwand mit resultierenden Stérungen der
Mikrozirkulation. Durch  Aktivierung von Leukozyten zur Ausschiittung von
Sauerstoffradikalen, Stickoxiden und Fettoxiden wirken sie indirekt parasitizid. Somit sind
also die Zytokine, die in hohen Konzentrationen schweren Schaden anrichten kdénnen, in
geringen Konzentration von wahrscheinlich enormer Wichtigkeit fiir die Abwehr von
Plasmodien (McDevitt 2004)

Alle oben erwihnten Zellbotenstoffe sind essentiell fiir die malaria-typische Symptomatik,
v.a. fir Fieber und generelles Unwohlsein (Kwiatkowski and Bate 1997). Bei P.vivax, wo
sich die zeitliche Synchronisierung schneller einstellt als bei anderen Plasmodien Spezies,
kann eine pulsatorische Ausschiittung von TNFa direkt nach der Ruptur von Blutschizonten
beobachtet werden. Es gibt eine positive Korrelation zwischen der Menge an freigesetzten

Zytokinen und der Prognose bei Plasmodium falciparum-Malaria (McDevitt 2004).

1.1.4.2 Sequestrierung

Ein wesentlicher pathogenetischer Faktor der Malariaerkrankung ist die sogenannte
Sequestrierung von Parasiten. Das bedeutet, dass sich parasitierte Zellen an das Endothel von
Kapillaren und v.a. Venolen anheften und ins umgebende Gewebe austreten konnen. Die
Anzahl von Parasiten, die sich insgesamt im Korper befinden, korreliert also nicht mit den im

Blut lichtmikroskopisch sichtbaren Parasiten. Ein Teil der Parasiten befindet sich sequestriert
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in anderen Geweben, etwa in der weillen Hirnsubstanz. Daraus resultieren beispielsweise
Mikrozirkulationsstorungen und Odembildung.

In der ersten Hélfte das asexuellen Vermehrungszyklus von Plasmodium falciparum ist bereits
zu beobachten, dass reifere Parasitenformen nicht mehr im peripheren Blut gefunden werden,
sich also sequestiert im Gewebe befinden. Findet man sie dennoch im peripheren Blut, so ist
dies als Indikator fiir eine schwere Infektion anzusehen.

Der Prozess der Sequestrierung lduft nicht in allen Organen gleichmifig ab. Am hiufigsten
findet man sequestrierte Parasiten im Gehirn (v.a. in der weilen Substanz), im Herzen, in den
Augen, in der Leber und den Nieren. Die Rolle und das Ausmall von Sequestrierung im KM
ist bislang nicht geklért. Es gibt aber Hinweise darauf, dass im Knochenmark sequestrierte
Parasiten eine Rolle bei der Entwicklung einer Dyserythropoese spielen (Wickramasinghe

1987).

1.1.4.3 Zytoadharenz

Zytoadhdrenz wird durch einige verschiedene Faktoren vermittelt, von denen eine wichtige
Rolle das PfEMP1 hat, das P. falciparum erythrocyte membrane protein 1. PfEMP1 wird
innerhalb des Parasiten transkribiert, synthetisiert und gelagert. Etwa 12 h nach Eindringen
des Parasiten in den Erythrozyten wird erstmals das PfEMP1 an der Oberfliche der
Erythrozyten exprimiert. An der Oberfliche bilden sich sogenannte knobs, mit denen die
Adhésion wohl vereinfacht wird, die aber nicht essentiell dafiir sind. Parasitierte Erythrozyten
konnen damit am Gefdlendothel anheften und somit Sequestrierung erleichtern und zu

Storungen der Mikrozirkulation fiihren.

1.1.5 Klinik

Sduglinge entwickeln nur selten eine schwere Malaria. Dies liegt v.a. an von der Mutter
iibertragenen Immunglobulinen und an dem noch hohen Anteil von HbF in ihrem
Hémoglobin. HbF verlangsamt die Entwicklung der Malariaparasiten, da diese HbF und auch
andere Hb-Varianten schlechter oder nicht fiir den zu ihrem Uberleben wichtige Himoglobin-
Katabolismus nutzen kénnen (Pasvol 1977; Fried, Nosten et al. 1998; Goldberg 2005; Min-
Oo and Gros 2005). Bei kleinen Kindern wird als Komplikation v.a. die schwere Andmie
beobachtet, widhrend mit zunehmendem Alter die zerebrale Malaria und das akute
Nierenversagen als Komplikationen an Bedeutung gewinnen (Brewster 1990).

In Abhidngigkeit vom Immunstatus des Wirtes reicht die klinische Ausprigung der Malaria

von asymptomatischer Parasitimie bis hin zu fulminanten Verlaufsformen mit Beteiligung
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von Gehirn, Nieren und anderen inneren Organen. Hauptsymptom ist wiederkehrendes hohes
Fieber. Dieses wird haufig begleitet von Allgemeinsymptomen wie Schiittelfrost,
SchweiBausbriichen, Kopf-, Bauch-, Riicken- und Muskelschmerzen, Appetitlosigkeit,
allgemeiner Leistungsschwiche und Erbrechen. Héufig tritt bei einer Malaria-Infektion eine
Splenomegalie manchmal erheblichen Ausmalles auf. Patienten sind auBerdem durch

sekundire Infektionen und Gerinnungsstorungen gefahrdet.

1.1.6 Diagnostik

Die Diagnose einer Malaria wird anhand verschiedener Kriterien gestellt. Zum einen ist eine
ausfiihrliche Anamnese und korperliche Untersuchung notwendig. Zum anderen sind z.T. sehr
einfach durchzufiihrende Tests schnell wegweisend, insbesondere der sogenannte ,,Dicke
Tropfen”. Wenn im ,Dicken Tropfen“ keine Parasiten nachzuweisen sind, wird diese
Untersuchung zunichst in téglichen Abstdnden wiederholt fiir insgesamt drei Tage. Ist dann
nach wie vor kein Parasitennachweis erfolgt, so ist eine Malariainfektion mit hoher
Wahrscheinlichkeit auszuschlieen. Verdnderungen im Blutbild oder Differentialblutbild
konnen ebenfalls ein Hinweis fiir eine Erkrankung sein. Wichtig ist unter Umstédnden auch die
Klinische Chemie. Hier sind beispielsweise ein Bilirubinanstieg, eine Hypoglykédmie und eine
Laktatazidose Anzeichen flir einen komplizierten Verlauf der Erkrankung. Auch
Gerinnungsstérungen sind nicht selten bei schweren Verldufen einer Malaria nachweisbar.
Bei der Malaria-Diagnostik kommen aber auch Methoden wie PCR und immunologische

Tests zum Tragen (Manson 2002; Stauffer and Fischer 2003).

1.1.7 Therapie

Grundsitzlich stehen zur Therapie einer Malaria einige verschiedene Substanzen zur
Verfligung. Diese sollten optimalerweise in Abhéngigkeit der Plasmodienspezies und deren
Resistenzlage, sowie der Schwere der Klinik ausgewdhlt werden. Leider ist allerdings
vielerorts die Medikamentenauswahl eingeschriankt und damit eine optimale Therapie nicht
moglich. Optimalerweise sollte die Malariatherapie als Kombination von Préparaten mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen durchgefiihrt werden, da hierdurch die Gefahr der
Resistenzentwicklung minimiert werden kann (s. Abb. 3).

Medikamente zur Malariatherapie lassen sich in drei groe Gruppen unterteilen:
Arylaminoalkohole (z.B. Chinin, Chloroquin, Amodiaquin, Mefloquin, Halofantrine,
Lumefantrine), Antifolate (z.B. Pyrimethamin, Proguanil, Trimethoprim) und Artemisinin-

Derivate (z.B. Artemisinin, Artemether, Artesunate). Letztere gehoren zu den
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bestvertrdglichen und effektivsten Antimalariaprédparaten. Bei Gabe von Artemisinin-
Derivaten ist die Gefahr der Resistenzentstehung am geringsten. Bei der unkomplizierten
Malaria steht die Therapie mit Medikamenten aus diesen drei Gruppen im Vordergrund,
wiahrend bei komplizierten Formen in den meisten Féllen zusétzlich eine umfangreiche
supportive Therapie und intensivmedizinische Uberwachung durchgefiihrt werden muss.
Hierzu gehdren eine ausreichende Substitution von Fliissigkeit, Bluttransfusionen bei Anédmie
und drohendem Kreislaufversagen, eine medikamentdse oder physikalische Senkung der
Korpertemperatur, Korrektur einer eventuell vorliegenden Hypoglykdmie bzw.
Hyperlaktatimie = sowie = die = Behandlung  Malaria-assoziierter =~ Komplikationen
(Nierenversagen, Lungenddem, bakterielle Superinfektionen). Ebenso kann der Einsatz von
Antikonvulsiva und Antiemetika notwendig sein. (WHO 2000)

In der vorliegenden Studie wurden die Patienten mit einer Kombinationstherapie aus Chinin
und Clindamycin behandelt. Diese Therapie wurde zuvor in der Studienpopulation als

besonders wirksam getestet. (Kremsner, Radloff et al. 1995)
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Abb. 3: Verbreitung der Malaria, Aufschliisselung der Resistenzen gegen Anti-Malaria-
Medikamente in verschiedenen Regionen, modifiziert nach WHO, (WHO 2005)
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1.2 Allgemeines zur Erythropoese

Der Begriff Erythropoese bezeichnet die Bildung von Erythrozyten im Knochenmark. Dieser
Prozess kann in verschiedene Phasen unterteilt werden. Zunidchst miissen pluripotente
Vorlduferzellen beginnen, sich erythroid zu differenzieren. Es folgen eine friihe,
Erythropoetin-unabhingige Entwicklungsphase und eine spéte, Erythropoetin-abhéingige
Phase. Die Rate der Erythrozytenproduktion ist normalerweise so limitiert, dass die
Gesamtmenge an Erythrozyten im Korper konstant bleibt. Dieses erfordert eine genaue
Kontrolle der Erythropoese, deren Mechanismen bislang v.a. fiir die spidte Phase der
Erythropoese untersucht sind. Wéhrend dieser Phase ist das Glykoprotein Erythropoetin (Epo)
der hauptsachliche humorale Regulationsfaktor.

Die Erythropoese verlduft iiber einige zelluldre Zwischenstufen. Alle diese Zellen werden
unter dem Begriff Erythron zusammengefasst. Das Erythron kann als eine funktionelle

Einheit gesehen und werden und daher als Gewebe gelten (Wintrobe, Greer et al. 2004).

®) Q ( p) ® © =
pluripotenie pluripotes i Procrythroblast Erythroblast Retikubozyt Erythrozyt
Stammacllc y 1l (CDT1) (071, Gpa) (O, GpA) 1GpA)
(CD34) (CD34) 1CDX4)
Leukouyten (CTHS) Granuloryten (CTHS)
Monoiyten (CT14) & Theombaryten
im Knochenmark Einfluss der Wachstumsfaktoren:
GM-CSF
Erythropoetin

Abb. 4: Erythropoese, modifiziert nach Koury,(Koury, Sawyer et al. 2002)

1.2.1 Erythroide Differenzierung von pluripotenten Stammzellen

Im Knochenmark existieren Zellen, die sowohl die Fihigkeit zu Selbsterneuerung, als auch
die Féhigkeit zur Produktion von Vorlduferzellen mit dem Potential zur Differenzierung in
Erythrozyten, Megakaryozyten und Granulozyten haben. Diese Zellen bilden Kolonien in
vitro, sodass man sie als colony forming unit (CFU) benannt hat (Till and McCulloch 1964).
Es gibt drei Theorien, die zu erkldren versuchen, warum eine bestimmte Vorlduferzelle sich in
eine bestimmte reife Zelle entwickelt. Die erste, ,,stochastische* Theorie geht davon aus, dass
das Einschlagen eines Differenzierungsweges ein zufilliges Ereignis ist. Folgte man dieser

Theorie, so hitten Regulationsfaktoren der Hamatopoese erst in der spiteren Phase der
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Reifung Einfluss auf Zellwachstum und Entwicklung. (Till and McCulloch 1964). Die zweite
Theorie (hematopoietic-inductive micro-environment) schldgt vor, dass Hédmatopoese vor
allem durch die Umgebung der einzelnen Zellen induziert und beeinflusst wird (Curry and
Trentin 1967). Dass erythroide Differenzierung allein abhéngig von humoralen Faktoren ist,
wird von der dritten Theorie angenommen (VanZant and Goldwasser 1977; VanZant and

Goldwasser 1979).

1.2.2 Erythroide Progenitorzellen

Die Unterscheidung der einzelnen Vorlduferzellen kann nicht allein morphologisch
geschehen, sondern muss nach funktionellen Gesichtspunkten, wie der Fahigkeit, in vitro
Erythroblasten-Kolonien zu bilden, erfolgen. Danach lassen sich Colony-forming units
erythroid (CFUe) und Burst-forming units erythroid (BFUe) unterscheiden. Diese Vorldufer
wachsen in halbfesten Kulturmedien und bilden Kolonien aus gut hidmoglobinisierten

Erythroblasten.

1.2.2.1 BFU-E:

BFU-Es sind im Vergleich zu CFU-Es wesentlich unreifer. Sie &hneln insgesamt eher
pluripotenten Stammzellen, sind beispielsweise dhnlich grofl und befinden sich nur zu einem
sehr geringen Teil in der S-Phase des Zellzyklus. BFU-Es sind morphologisch sehr unreifen
Blasten dhnlich, haben ein leicht basophiles Zytoplasma mit wenig Pseudopodien, sehr feines
Chromatin und groBe Nucleoli. BFU-Es sind absolut IL-3-abhéngig und wachsen in
Anwesenheit von Epo, G-CSF und Thrombopoietin zu gro3en Kolonien bestehend aus 200
bis 5000 gut himoglobinisierten Erythroblasten in einem oder mehreren Clustern heran (siehe
Abb. 5). Durch Bestimmung des Himoglobintyps konnte der klonale Ursprung der in BFU-Es

enthaltenen Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 5: Kolonie von BFU-E

Die Zahl von BFU-Es pro 10’ kernhaltigen Zelle im Knochenmark schwankt zwischen 10 und
50 in Abhingigkeit von Kulturbedingungen und Separationsverfahren. BFU-Es sind auch im
peripheren Blut zu finden, allerdings in sehr geringer Konzentration (0,02 — 0,05% der
mononukledren Zellen).

Die Friihphase der BFU-E-Proliferation ist unabhingig von Erythropoetin. Dementsprechend
exprimieren auch nur maximal 20 % der BFU-Es den Epo-Rezeptor. Im Gegensatz zu CFU-
Es wird die absolute Zahl von BFU-Es nicht durch Epo-Level beeinflusst, allerdings kann der
Anteil der sich im peripheren Blut befindlichen BFU-Es durch eine Anidmie (also einen
erhohten Epo-Spiegel) erhoht werden. Eine gleiche Reaktion wird von Epo auch auf
Vorlduferzellen anderer Zelllinien ausgeiibt, was zeigt, dass das Knochenmark auf dem
Niveau der frithen Vorlauferzellen eher als ein Gesamtorgan reagiert und nicht Zelllinien-
spezifisch. Des Weiteren kann Epo dafiir sorgen, dass mehr BFU-Es in die Synthese-Phase
des Zellzyklus eintreten. Somit kann man sagen, dass sich die Sensitivitdt fiir Epo auf der
Stufe zwischen BFU-E und CFU-E entwickelt (Gregory and Eaves 1977; Gregory and Eaves
1978).

1.2.2.2 CFU-E:

Diese Zelle dhnelt dem Proerythroblasten und aus ihr konnen unter Erythropoetin-Einfluss
Kolonien aus Erythroblasten wachsen, deren klonaler Ursprung durch Analyse von Glucose-
6-Phosphat-Dehydrogenase-Isoenzymen bewiesen werden kann.

Es handelt sich um Zellen mit basophilem Zytoplasma mit Pseudopodien, einem gro3en
Nucleolus, einer hohen Kern-Plasma-Relation, feinem Chromatin und

elektronenmikroskopisch erkennbaren Gruppen von Mitochondrien und Pinozytosevesikeln.
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Thre Zahl variiert je nach Separationsmethode zwischen 50 und 400 pro 10° kernhaltigen
Zellen mit geringer Dichte. (siche Abb. 6)

Abb. 6: Kolonie aus CFU-E

70 — 90 Prozent der CFU-Es befinden sich in der S-Phase des Zellzyklus. Wie bereits erwéhnt
sind CFU-Es absolut Erythropoetin-abhéngig, d.h. in Abwesenheit von Epo gehen sie in
Apoptose. Damit ldsst sich auch erkldren, dass hohe Epo-Spiegel (Andmie, Epo-Gabe) zu
einer Zunahme der Zahl an CFU-Es fiihren und geringe Epo-Spiegel zu einer Abnahme der
CFU-E-Anzahl fiihrt. CFU-Es haben nach einigen Autoren die grofte Dichte an Epo-
Rezeptoren an ihrer Oberfliche und sind die fiir Epo empfindlichsten Zellen im gesamten
Erythron (Krantz 1991; Wintrobe, Greer et al. 2004).

Die Entwicklung der erythroiden Vorstufen natiirlich eigentlich eher als ein Kontinuum
anzusehen, das sich iiber viele kleine Zwischenschritte zwischen BFU-E und CFU-E
entwickelt. So wurde bei Menschen und Maiusen eine Zwischenstufe als reife BFU-E
bezeichnet, die ein Proliferationspotential zwischen dem von BFU-Es und CFU-Es hat, die
auBBerdem nicht mehr absolut IL-3-abhdngig ist, dafiir aber eine relative Abhédngigkeit von

Epo zeigen (Gregory and Eaves 1978).

1.2.3 Spiite erythroide Vorliuferzellen

Die unreifste erythroide Vorlduferzelle nach der CFU-E wird als Pronormo- oder
Proerythroblast bezeichnet. Die darauf folgenden, immer reiferen Zellen sind der basophile
Normoblast, der polychromatische Normoblast, der orthochromatische Normoblast und
schlieBlich der Retikulozyt.

Zeichen der Reifung im Zytoplasma ist die Anderung der Farbe von tiefblau (basophil, unreif,
hoher Gehalt an RNA) zu rot (hdmoglobinisiert, reif). Die Kernreifung zeigt sich durch das

fortschreitende Verschwinden von Nucleoli und die Kondensation von Chromatin.
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Der Zellkern schrumpft (pyknotische Kerndegeneration) und wird aus der Zelle ausgestof3en.
Danach bezeichnet man die Zelle als Retikulozyten, der sich vom reifen Erythrozyten durch
sein um etwa 20% grofleres Volumen und ein Netzwerk aus ribosomaler RNA unterscheidet.
Diese ribosomale RNA kann durch eine Supravitalfirbung sichtbar gemacht werden und hat
durch ihre netzartige Struktur der Zelle ihren Namen verliechen. Je élter die Zelle ist, desto
weniger retikuldre ribosomale RNA und desto weniger Organellen enthélt sie.

Proliferation und Reifung laufen parallel zueinander ab. Vorldufer sind nicht fahig zur
Selbsterhaltung auf einer bestimmten Zwischenstufe, sondern miissen sich weiterentwickeln
und teilen, bis sie zum reifen Erythrozyten geworden sind. Aus jedem Pronormoblasten
entstechen in 3 bis 5 mitotischen Teilungen etwa 8 bis 32 reife Erythrozyten. Da
orthochromatische Normoblasten keine DNA mehr enthalten, kénnen sie sich nicht mehr
teilen, sondern lediglich weiter reifen.

Die durch Teilung und Reifung maximal erreichbare Anzahl reifer roter Blutzellen kann
variieren. Zum einen kann eine ineffektive Erythropoese Grund fiir eine Abnahme sein.
Hierbei kommt es zum Zelltod vor oder kurz nach dem Verlassen des Knochenmark und dem
Eintritt in die periphere Blutbahn. Zum anderen kann eine Entwicklungsstufe der
Erythropoese libersprungen werden, woraus grof3e, himoglobinarme Zellen resultieren.

Es ist nicht bekannt, was wihrend der Differenzierung auf biochemischer Ebene in der
Progenitor-Zelle geschieht, man weil} lediglich um die Verdnderung von der absolut IL-3-
abhingigen Zelle mit wenigen Epo-Rezeptoren zur Epo-abhingigen Zelle. Ab der
Entwicklungsstufe des basophilen Normoblasten beginnt die Zelle, vermehrt Eisen, Calcium
und Glucose aufzunehmen, sie beginnt mit der Synthese von Himoglobin und Transferrin-
Rezeptoren und auf der Zelloberfliche werden die fiir erythroide Zellen bzw. Erythrozyten
typischen Proteine exprimiert (Hoffman 2000). Die Himoglobinsynthese persistiert zu einem
geringen Ausmal} auch noch im Retikulozyten. Der reife Erythrozyt kann es nicht mehr
produzieren, da er keine Ribosomen mehr besitzt.

Das Vorhandensein von Héamoglobin in der Zelle scheint eine Ursache fiir die
Kerndegeneration zu sein. Die Kernmembran wird mit der fortschreitenden Entwicklung der
Zelle durchléssig fiir Himoglobin, sodass man das Protein schlieBlich auch im Kern findet.
Wenn es eine kritische Konzentration erreicht hat, interagiert es wahrscheinlich mit Histonen,
was zur Inaktivierung von Chromosomen und zur Kondensation von Chromatin und
schlieBlich zur Kerndegeneration fiihrt. Nach der Kerndegeneration wird der Kern in etwa

fiinf bis 60 Minuten aus der Zelle ausgestoB3en.
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Fiir einige Tage verbleibt die nun als Retikulozyt zu bezeichnende Zelle im Knochenmark,
gelangt dann in die Blutbahn und in die Milz, wo sie fiir ein bis zwei Tage sequestriert bleibt.

Die Fahigkeit zur Himoglobinsynthese geht durch die Entwicklung vom Retikulozyten zum
Erythrozyten verloren. Normale Retikulozytenwerte bei Kindern ab dem 7. Lebenstag sind 3-
10 Promille. Bei Blutungen oder Hidmolyse kann das normal funktionsfdhige kindliche
Knochenmark die Retikulozytenproduktion wesentlich steigern: Die Retikulozytenwerte
konnen innerhalb von drei bis vier Tagen auf das Drei- bis Zehnfache ansteigen. Ist ein
Anstieg der Retikulozytenzahlen auch nach sieben bis zehn Tagen (normale Latenzzeit bis
zum Maximum des Anstiegs) nicht zu beobachten, kann dies Hinweis auf eine
Dyserythropoese verschiedenster Ursache sein (Hoffman 2000; Sitzmann 2006). Bei der
schweren Malaria-Andmie sind die Retikulozytenzahlen als nicht addquat erh6ht beschrieben

(Menendez, Fleming et al. 2000)

1.2.4 Regulation und Kontrolle der Erythropoese

Veridnderungen der Himoglobinkonzentration im Blut flihren zu Verdnderungen des
Sauerstoft-Partialdrucks in Geweben. In der Niere fiihrt ein Abfallen des pO2 zu einer
Ausschiittung von Erythropoetin (Epo). Epo sorgt dafiir, dass sich erythroide Vorlduferzellen

zu Pronormoblasten entwickeln.

1.2.4.1 Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck ist abhdngig von Versorgung mit und Verbrauch von Sauerstoff.
Vier Komponenten bestimmen den Sauerstoffpartialdruck: BlutfluB,
Hamoglobinkonzentration, Sauerstoffséttigung des Hidmoglobins, Sauerstoffaffinitit des
Hamoglobins. Jede dieser Komponenten kann zum Ausgleich eines Defizits einer anderen
verandert werden. So kann beispielsweise eine chronische Lungenerkrankung mit
verminderter Sauerstoffséttigung zu einer Polyglobulie fiihren.

Gewebehypoxie ist der wichtigste Stimulus fiir eine gesteigerte Erythropoese und fiir die

Ausschiittung von Epo (Wintrobe, Greer et al. 2004).

1.2.4.2 Erythropoetin
Erythopoietin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 34000 kDalton. Die
Potenz dieses Hormons wird in der Einheit U/l gemessen. Das Gen, das fiir Epo codiert, liegt

auf Chromosom 7.
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Epo wird hauptsachlich in der Niere produziert. Im Mausmodell kommt es bei schweren
Andmiezustdnden oder Blutungen auch zur Produktion in der Leber, dies trdgt aber nur 7 %
zur Gesamtausschiittung bei (Wintrobe, Greer et al. 2004). Es wurden keine nennenswerten
Speicher des Hormons gefunden.

Erst seit kurzer Zeit ist bekannt, dass es im Epo-Gen sauerstoffsensitive Regionen gibt. Etwa
in derselben Region wie das Epo-Gen findet man einen ebenfalls sauerstoffempfindlichen
Enhancer, dessen Ligand der hypoxia inducible factor 1 (HIF1) ist. Dieser scheint der
physiologische Regulator der Epo-Transkription zu sein. Die Konzentration und
Transkriptionsaktivitdt der beiden HIFI-Untereinheiten (o und ) nehmen proportional zum
AusmaB einer Hypoxie zu. Somit sind wohl diese zwei Proteine an der Regulierung der Epo-
Produktion und Ausschiittung malgeblich beteiligt und agieren als Sauerstoffsensor in den

Epo-produzierenden interstitiellen Zellen der Niere (Wintrobe, Greer et al. 2004).

Epo bindet an Oberfldchenproteine, die Epo-Rezeptoren (EpoR). Die Expression von Epo, als
auch von EpoRs ist lebensnotwendig fiir den Menschen. Man geht davon aus, dass der
wichtigste Kontrollpunkt der Erythropoese die Wechselwirkung von Epo und dem EpoR ist.
Die Aktivierung des EpoRs generiert ein intrazelluldres Signal in unreifen Zellen der
Erythropoese, das das Uberleben dieser Zellen bedingt, die ansonsten in Apoptose gehen
wiirden. AuBBerdem kann Epo die Proliferation von Zellen ausldsen.

Die Dichte von EpoRs an der Zelloberflache korreliert mit dem Grad der Epo-Abhédngigkeit
der jeweiligen Zelle. Die grofite Dichte findet man bei Zellen, die sich in der Entwicklung von
der CFU-E zum Pronormoblasten befinden. Bei Retikulozyten und Erythrozyten sind keine
EpoRs mehr zu finden.

Nach Bindung von Epo an den EpoR findet iiber eine JAK2-Kinase und STAT-Proteine eine
Transkriptionsaktivierung bestimmter Gene statt. Das distale Ende des EpoRs scheint eine
Rolle bei der Begrenzung der Reaktion auf Epo zu spielen, denn bei Miusen, deren EpoRs
dieses distale Ende fehlte, fanden sich Zustinde einer starken Erythrozytose, etwa
vergleichbar mit der Polyzythdmie bei Menschen (Wintrobe, Greer et al. 2004). Normale Epo-
Serumspiegel liegen bei Kindern zwischen 6 und 25 U/l (Thomas 2005). Die Epo-
Serumspiegel sollten im Allgemeinen nicht als einzelner Wert, sondern in Relation zum
Héamatokrit und Hb-Wert gesehen werden. Bei Erkrankungen, die zu einer Hypoplasie des
KM fiihren, sind die Epo-Spiegel i.d.R. hoher als aufgrund des Hb-Abfalls zu erwarten wére.
Weniger hohe Spiegel finden sich bei ACD (anemia of chronic disease, Andmie bei

chronischen Erkrankungen). Nach einer akuten Blutung oder Hamolyse steigt der Epo-Spiegel
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im Serum bereits innerhalb weniger Stunden stark an und erreicht nach ein bis drei Tagen ein
Maximum.

Beziiglich der Serum-Epo-Spiegel bei Malaria und Malaria-Andmie finden sich
widerspriichliche Angaben in der Literatur: Burchard et al. und Burgmann et al. fanden die
Serumspiegel erhoht aber dennoch inaddquat niedrig fiir das Ausmal} der Andmie (Burchard,
Radloff et al. 1995; Burgmann, Looareesuwan et al. 1996). Miller et al. fanden in einer Studie
stark erhohte Epo-Werte bei Malaria und erkldrten das AusmaBl der Andmie mit Zellen
(wahrscheinlich Makrophagen), die in Milz und KM durch einen 16slichen Faktor die Epo-
Antwort von erythroiden Progenitorzellen inhibieren (Miller, Schooley et al. 1989).
Normalerweise verhalten sich Hb und Erythropoetin-Spiegel invers: Ein Abfall des Hbs 16st
einen Anstieg des Epo-Levels aus. Bei andmischen Patienten mit verschiedenen
Grunderkrankungen (RA, HIV, Karzinome), also bei Vorliegen einer ACD, konnte jedoch
beobachtet werden, dass im Vergleich zu andmischen Patienten mit Eisenmangel das Epo-
Level zwar nach wie vor erhoht war, allerdings in wesentlich geringerem Ausmal als es bei
den Eisenmangelanédmie-Patienten der Fall war(Baer, Dessypris et al. 1987; Faquin, Schneider

etal. 1992).

1.3  Allgemeines zu Animien

Als Andmie bezeichnet man eine Verminderung der Hidmoglobinkonzentration, des
Hamatokritwertes bzw. der Erythrozytenzahl unter den Normbereich. Typische
Andmiesymptome sind Blidsse von Haut und Schleimhiuten, Miidigkeit, Kopfschmerzen,
Schwindel und Tachykardie oder Palpitationen.Nach der Erythrozytenmorphologie lassen sich
Anédmien nach dem Erythrozytenvolumen (MCV) in mikro-, normo- und makrozytir sowie
nach dem Hamoglobingehalt (MCH, MCHC) in hypo-, normo- und hyperchrom einteilen.
Pathophysiologisch lassen sich Andmien wie folgt unterteilen: Anidmien koénnen durch
Storungen im Stammzellkompartiment entstehen, beispielsweise als aplastische Andmie oder
durch Infiltration des Stammzellkompartiments durch Leukdmien, Lymphome oder solide
Tumoren. Stérungen der Erythropoese verursachen eine Andmie durch Hb-Synthesestdrungen
(z.B. bei Eisenmangelanédmie) oder DNA Synthesestdrungen (z.B. bei Vitamin-B12-Mangel).
Durch Hamolyse kdnnen Andmien auf der Stufe des reifen Erythrozyten entstehen. Weiterhin
konnen Andmien durch Erythrozytenverlust bzw. -mangel bedingt sein, so etwa bei Blutungen
oder Splenomegalie. Fiir die Differentialdiagnose der verschiedenen Anidmieformen sind

neben der Anamnese und korperlichen Untersuchung ein Blutbild mit Differentialblutbild,
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eine Bestimmung der Retikulozytenzahl, eine Serumchemie inklusive Leber- und
Nierenparameter sowie Bestimmung der Himolyseparameter unabdingbar. Weiterhin sind ein
Eisenstatus, Vitaminstatus, Coombs-Test, Virusserologie und ggf. Epo-Spiegel-Bestimmung
von Bedeutung.

Die héufigste Anidmieform weltweit ist die Eisenmangelandmie. Diese ist
charakteristischerweise ,,mikrozytir, d.h. sie geht mit niedrigem Erythrozytenvolumen
einher. Bedingt ist die Eisenmangelandmie in vielen Fillen durch Mangelerndhrung, aber
auch durch Verlust von Eisen, z.B. bei Blutungen. Normalwerte fiir Eisen im Serum bei
Kindern ab dem 12. Lebensmonat liegen bei 40 bis 135 pg/dL. In der Studienpopulation war
die Eisenmangelandmie ebenfalls verbreitet, zahlreiche Malariapatienten konnten wegen einer
koinzidierenden mikrozytiren, also a.e. Eisenmangelanimie, nicht in die Studie

aufgenommen werden.

1.4  Die schwere Malaria-Anémie

Die zwei schwerwiegendsten Komplikationen der Malaria sind die zerebrale Malaria und die
schwere Malaria-Andmie. Diese treten fast ausschlieBlich bei nicht immunen Patienten auf. In
vielen Regionen, in denen die Malaria endemisch ist, spielt die Malaria-Andamie als
Komplikation insbesondere bei Kindern im Alter zwischen sechs Monaten und sechs Jahren
eine sehr wichtige Rolle. Erschwerend ist sie aufgrund mangelhafter Transfusionsinfrastruktur

oft nur unzureichend behandelbar.

1.4.1 Definition
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert die schwere Malariaandmie (SMA) als
Héamoglobinkonzentration (Hb) < 5g/dl oder Hdmatokrit (Hkt) < 15% bei einer Parasitimie

von > 10.000 Parasiten/uL Blut und einem normozytiren Ausstrich (Slutsker 2001).

1.4.2 Epidemiologie

Einheitliche Aussagen zur Epidemiologie der schweren Malaria-Andmie lassen sich kaum
treffen, da die Pathogenese der schweren Malaria-Andmie multifaktoriell ist und wesentlichen
saisonalen und geographisch bedingten Schwankungen sowie Einflissen in der
Studienpopulation selbst unterliegt. Insbesondere die Koinzidenz der Malaria mit bakteriellen,
viralen und anderen parasitiren Erkrankungen sowie die Hiufigkeit von erblichen
Hamoglobinopathien und Enzymopathien in Endemiegebieten erschweren die Diagnose.

Zusétzlich  spielen verschiedene Formen von Mangelandmien, insbesondere die
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Eisenmangelanimie, in Malariaendemiegebieten eine wichtige Rolle. So konnten von 404
ausgeschlossenen  Malariapatienten  allein 115 aufgrund eines zu niedrigen
Erythrozytenvolumens bei wahrscheinlich zugrundeliegender Eisenmangelandmie nicht in die
Studie aufgenommen werden.

Zum Erkrankungsalter ldsst sich feststellen, dass in Holo- bzw. Hyperendemiegebieten eher
jiingere Kinder im Alter von ein bis drei Jahren an der schweren Malariaandmie erkranken.
In Gebieten mit variablen Transmissionsraten verschiebt sich das Erkrankungsalter hin zu
dlteren Kindern. Auch Erwachsene konnen in diesen Gebieten leichter an einer SMA
erkranken: Aufgrund der geringeren Transmissionsrate konnte sich eine partielle Immunitét
bei den Betroffenen im frithen Kindesalter nicht oder nur unzureichend entwickeln (WHO
2005).

Beziiglich der Hospitalisierungsraten aufgrund einer SMA muss man leider feststellen, dass
nur ein Teil der an SMA erkrankten Kinder zu einem Arzt bzw. in ein Krankenhaus gelangt.
Daher spiegeln die in der Literatur genannten Werte sicher nur einen Teil der realen Zahlen
wider und es muss beflirchtet werden, dass diese eigentlich sehr viel hoher liegen. Die
Hospitalisierungsrate wird bei Kindern bis 4 Jahre mit 7,6 pro 1000 Kinder pro Jahr und bei
dlteren Kindern bis 9 Jahre auf 0,47 pro 1000 Kinder pro Jahr geschitzt. Die
Kindersterblichkeit aufgrund einer SMA wird auf etwa 37,8 pro 1000 Kinder pro Jahr
geschitzt (Hendrickse and al. 1971; Marsh and al. 1995; Slutsker 2001; Smith, Leuenberger
et al. 2001; Korenromp 2003).

Im Durchschnitt betrdgt die case fatality rate (CFR, Anteil der Personen, die an einer
definierten Erkrankung innerhalb eines definierten Zeitraumes verstirbt) fiir hospitalisierte
Kinder mit SMA 9,7%, wobei dieser Wert in verschiedenen Studien zwischen 8 und 18 %
schwankt. Die Privalenz der Malaria-Andmie unter allen hospitalisierten Kindern
unabhingig vom Hospitalisierungsgrund betrdgt nach Angaben einiger Autoren 8 bis 29 %.
Unter diesen Betroffenen liegt der Anteil der davon nach WHO-Definition
transfusionspflichtigen Kinder bei 20 bis 65 % (Schellenberg 1999).

Soziodkonomische Faktoren wie schlechte Wohnverhiltnisse, Uberbevélkerung und
schlechtes Bildungsniveau priadisponieren laut WHO World Malaria Report 2005 zu einer
komplizierten Malaria, also auch zu einer Andmie (WHO 2005). Hierzu finden sich in der
Primérliteratur kontroverse Ergebnisse. Fiir Endemiegebiete in Asien und Lateinamerika
finden sich dazu einzelne bestitigende Studien (Banguero 1984). Bei westafrikanischen
Studienpopulationen findet sich eine solche Assoziation zwischen soziodkonomischen

Faktoren und dem Risiko, an einer SMA zu erkranken, nicht (Luckner, Lell et al. 1998).
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1.4.3 Pathogenese

Die Entstehung der Malaria-Andmie ist als ein multifaktoriell bedingtes Geschehen
anzusehen. Drei Pathomechanismen scheinen im Wesentlichen daran beteiligt zu sein:
Hamolyse, Erythrophagozytose und Dyserythropoese (Abdalla and Wickramasinghe 1988;
Wickramasinghe and Abdalla 2000).

Von Bedeutung ist die Himolyse und Phagozytose parasitierter Erythrozyten. Diesbeziiglich
haben einige Autoren festgestellt, dass die Parasitimie nur selten mit dem Ausmall der
Andmie korreliert (Menendez, Fleming et al. 2000). Im Widerspruch dazu stehen
Feststellungen anderer Autoren, dass das Ausmal} der Andmie allein durch die Parasitdmie
erklédrbar ist (Ekvall, Premji et al. 2001).

Anscheinend verdndern auch nicht-parasitierte Erythrozyten bei einer Infektion mit
P.falciparum ihre Membraneigenschaften, sodass auch nicht-parasitierte Erythrozyten
vermehrt in der Milz gefiltert bzw. phagozytiert werden (Dondorp, Angus et al. 1999).
Weiterhin kommt einer Dyserythropoese bei Malaria eine erhebliche Bedeutung bei der
Entstehung der Malaria-Andmie zu. In vitro konnte eine Dyserythropoese nachgewiesen
werden, die durch Invasion von Plasmodien in Erythroblasten erkldrt wird. In vivo konnte
dies nicht bestitigt werden. Nur ein geringer Prozentsatz von Erythroblasten war mit
Plasmodien infiziert (Abdalla 1990).

Die Erythropoese wird von einigen Autoren als addquat gesteigert im Verhiltnis zum
Schweregrad der Andmie angesehen (Verhoef, West et al. 2002). Andere beschreiben die
Erythropoese als vermindert, moglicherweise aufgrund bestimmter Mediatoren im Serum
(Jootar, Chaisiripoomkere et al. 1993).

Insgesamt muss man feststellen, dass sich die in der Literatur zu findenden Informationen zur
Pathogenese der schweren Malaria-Anidmie als duferst uneinheitlich zeigen und sich somit
bisher keine klaren Aussagen diesbeziiglich machen lassen. Lediglich eine multifaktorielle
Genese wird angenommen, welcher Faktor aber nun in welchem Ausmal} die Entstehung der
Andmie beeinflusst, muss vorerst als unbekannt angesehen werden (Weatherall 1988;

Weatherall, Miller et al. 2002).

1.4.4 Klinik
Durch einen Abfall der Erythrozytenzahl stehen dem Korper bei einer Andmie weniger

Sauerstofftransporter zur Verfiigung, wodurch es zu einer Sauerstoffminderversorgung
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lebenswichtiger Organe kommen kann. Diese fillt klinisch zunédchst durch eine Bldsse von
Haut und Schleimhduten auf (Weber 1997; Muhe 2000). Die Betroffenen verspiliren eine
allgemeine Schwiche und eine Belastungsdyspnoe, welche sich bei Kindern in Nasenfliigeln
und lauten Atemgerduschen zeigt. Insgesamt steigen Herz- und Atemfrequenz an. Es kdnnen
Kopfschmerzen auftreten. Bei der Auskultation kann ein Galopprhythmus oder ein
systolisches Stromungsgerdusch iiber dem Herzen wahrgenommen werden, welches durch
Turbulenzen durch verminderte Blutviskositit ausgelost wird. Prognostisch ungiinstig ist die
Entwicklung einer Laktatazidose, welche wiederum zu weiteren Stérungen der Atmung fiihrt
(Mackintosh, Beeson et al. 2004).

Durch Héamolyse parasitierter und nicht-parasitierter Erythrozyten fallen vermehrt
Héamoglobin-Abbauprodukte an. Dies ldsst sich laborchemisch durch einen Anstieg des
indirekten Bilirubins nachweisen und ist an Haut und Skleren als Ikterus zu sehen.

Die prognostisch ungiinstige Entwicklung einer Hypoglykdmie flihrt zu Kaltschweifigkeit,
Tachykardie und Bewusstseinstriibung bzw. —verlust.

Lebensbedrohliche Komplikationen treten bei einem Hadmoglobinwert unter 5 mg / dL auf.
Dies  betrifft insbesondere Patienten, deren Hb-Wert schnell abfillt, sodass
Kompensationsmechanismen des Organismus nicht greifen konnen. Leicht kann es dann zu
einer durch Hypovoldmie und Mikrozirkulationsstérungen bedingten Herzinsuffizienz
kommen. Weitere Folgen konnen ein akutes Nierenversagen sowie neurologische Austfille
sein, welche zu Verwirrtheit und Unruhe bis hin zum Koma fiihren. Letztlich kann eine
Malaria-Infektion und insbesondere eine schwere Malaria-Andmie unbehandelt rasch zum
Tod fiihren.

Des Weiteren fiihrt eine chronische Andmie bei Kindern auf lange Sicht zur Beeintrachtigung

von Wachstum und Entwicklung (Walker 2007).

1.4.5 Diagnostik

An erster Stelle sollte der Nachweis einer Plasmodieninfektion mit Hilfe des ,,Dicken
Tropfens* stehen. Sind zunéchst keine Parasiten in diesem Ausstrich zu finden, sollte die
Untersuchung mehrfach in acht- bis zwolfstiindigen Abstinden wiederholt werden (WHO
2000; WHO 2000; Manson 2002; Miller 2002). Einen weiteren Hinweis auf eine aktuelle,
aber auch auf eine abgelaufene Infektion erhdlt man durch lichtmikroskopische Untersuchung
eines Blutbilds auf Malariapigment. Dieses findet sich in neutrophilen Granulozyten und

Monozyten. (Metzger, Mordmuller et al. 1995)
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Eine Andmie wird durch das maschinelle oder lichtmikroskopische Anfertigen eines
Blutbildes nachgewiesen. Dabei wird sich bei Vorliegen einer Andmie ein erniedrigter Hb-
Wert und eine erniedrigte Erythrozytenzahl finden. Die Animie bei Malaria ist meist
hypochrom und normozytdr. Zur weiteren Diagnostik sollte, wie auch bei anderen
Anédmieformen, eine Retikulozytenzahlung durchgefiihrt werden. Damit kann die Andmie als
hyper-, normo- oder hyporegeneratorisch eingeteilt werden (Wintrobe, Greer et al. 2004;
Mertelsmann, Berger et al. 2006). Bei der schweren Malaria-Andmie sind die
Retikulozytenzahlen in den meisten Féllen nicht addquat erhoht (Menendez, Fleming et al.
2000). Weiterhin fallen im Blutbild bei komplizierten Verldaufen erhdhte Leukozytenzahlen
auf. Zu den Thrombozytenwerten lassen sich keine einheitlichen Aussagen treffen, vielen
Autoren ist aber eine Thrombopenie im Zusammenhang mit einer Malaria bzw. Malaria-
Anédmie aufgefallen (Abdalla 1990).

Im Serum finden sich regelmifBig erhohte Werte von Kreatinin, Bilirubin und Eiweif. Bei
komplizierter Malaria liegt aulerdem oft eine Azidose vor, die sich in einem erniedrigten pH-
Wert und erhdhten Laktatwerten zeigt. Der Blutzucker ist hdufig niedrig (Hendrickse and al.
1971; Marsh and al. 1995; Murphy and Breman 2001).

1.4.6 Therapie

Die symptomatische Behandlung einer schweren Andmie mit Bluttransfusionen gilt in den
westlichen  Industrienationen als ein  sicheres, einfaches und erfolgreiches
Behandlungskonzept. Im tropischen Afrika ist dies jedoch durch den hohen personellen und
technischen Aufwand in der Regel nur schwer moglich. Die zunehmende Pravalenz von HIV,
HBYV und HCV stellt besonders in Liandern, in denen Malaria endemisch ist, einen weiteren
erschwerenden Faktor dar. Bestenfalls werden nur sehr andmische Patienten mit einem Hb <
4g/dl transfundiert (WHO 2000).

Zur Therapie der Malaria tropica siehe 1.1.9.
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1.5  Hypothese und Fragestellung

Die schwere Malaria-Andmie als eine der beiden schwerwiegendsten Komplikationen der
Malaria tropica wird durch verschiedene Faktoren in ihrer Entstehung beglinstigt. Neben der
Hiamolyse sind die gesteigerte Erythrophagozytose und supprimierte Erythropoese die
mafigeblich beteiligten Pathomechanismen. Insbesondere die Untersuchung der Neubildung
der Erythrozyten in einem klar definierten Patientenkollektiv mithilfe klinischer,
zellbiologischer, immunologischer, molekularer und biochemischer Methoden sowie die
genaue Charakterisierung der Interferenz mit P. falciparum tragen zur Erstellung eines

Modells zur Pathogenese der schweren Malaria-Anédmie bei.

In der vorliegenden Arbeit soll v.a. mit zellbiologischen Methoden deskriptiv die
Erythropoese bei Malaria untersucht werden. Weiterhin wird besonderes Augenmerk auf den
Zusammenhang mit Epo- und Eisenwerten im Serum der Patienten gelegt. Auch zytologisch
wurde das Knochenmark beurteilt und somit versucht, sich unter Hinzunahme
hamatologischer Basisparameter wie insbesondere der Retikulozytenzahlen ein deskriptives

Gesamtbild tiber die Erythropoese bei Malaria zu verschaffen.

Dabei sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Lisst sich das Ausmal} der Andmie bei der schweren Malaria-Anémie allein durch
die Parasitendichte im Blut erkléren?

2. Ist die Erythropoese bei Malaria-Andmie gesteigert oder supprimiert?

3. Welche Faktoren nehmen Einfluss auf die Erythropoese bei der schweren
Malaria-Anédmie?

4. Lisst sich die Erythropoese durch Zugabe bestimmter Zytokine beeinflussen?

5. Konnte sich — wenn vorhanden — ein solcher Effekt therapeutisch nutzen lassen?
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2. Studie, Patienten und Methoden

2.1 Klinische Studie
Mit dem Ziel des besseren Verstindnisses der bisher lediglich unzuldnglich bekannten
Pathogenese der schweren Malaria-Andmie wurde von November 2003 bis August 2005 eine

klinische Studie in der Medical Research Unit des Albert-Schweitzer-Hospitals durchgefiihrt.

2.1.1 Studiendesign

Bei der genannten Studie handelt es sich um eine longitudinale, prospektive klinische Studie,
bei welcher die eingeschlossenen Patienten dem Alter entsprechend drei vergleichbaren
Gruppen (A, B, C) zugeordnet wurden (age matched triplets). Die Zuordnung in die drei
Gruppen erfolgte entsprechend dem Hb-Wert bei Aufnahme in die Studie: Zu Gruppe A
wurden Kinder mit einem Hb-Wert < 5 g/dL zugeordnet. Gruppe B umfasste Patienten mit
einem Hb-Wert > 5 aber < 10 g/dL. In Gruppe C wurden Patienten mit einem Hb-Wert > 10

g/dL aufgenommen.

2.1.2 Studienort

Gabun liegt im westlichen Zentralafrika auf Hohe des Aquators, angrenzend im Norden an
Kamerun und Aquatorialguinea sowie Kongo im Siidosten. Die westliche Grenze bildet eine
etwa 800 Kilometer lange Kiistenlinie entlang des Atlantischen Ozeans. Auf einer Fliche von
ungefiahr 268000 Quadratkilometern leben 1,36 Millionen Menschen, davon die Mehrzahl in
und um die Landeshauptstadt Libreville (? 2007).

Lambaréné ist mit etwa 24000 Einwohnern Hauptstadt der Provinz Moyen Ogooué. Der Ort
liegt 50 Kilometer siidlich des Aquators und 180 Kilometer landeinwirts der Hauptstadt
Libreville. Das Zentrum Lambarénés liegt auf einer Insel im Fluss Ogooué. Zu beiden Ufern
des Flusses erstrecken sich Ortsteile. Nahe dem Ortsteil Adouma am nordlichen Ufer liegt das
Geldnde des Albert-Schweitzer-Krankenhauses. Das Krankenhaus wurde 1913 von Albert
Schweitzer und seiner Frau Helene gegriindet und seitdem immer wieder erweitert. Heute ist
es aufgeteilt in Abteilungen fiir Chirurgie, Gyndkologie und Geburtshilfe, Innere Medizin,
Psychiatrie, Pddiatrie und Zahnmedizin. RegelmiBig finden augenirztliche und neurologische

Sprechstunden statt, zu denen die entsprechenden Arzte aus der Hauptstadt anreisen. 1981
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wurde ein Forschungslabor eroffnet, in dem die vorliegende Studie von November 2003 bis
August 2005 durchgefiihrt wurde.

Lambaréné liegt umgeben von groBen Fliachen eines sehr artenreichen tropischen
Regenwaldes, unterbrochen von kleinen Ackerflichen. Das Klima ist tropisch mit einer
Durchschnittstemperatur von 27 °C und einer durchschnittlichen Luftfeuchtigkeit von 80-90
% ohne wesentliche saisonale Schwankungen. Die Niederschldge wihrend einer ,,langen*
Regenzeit von Januar bis Mai und einer ,kurzen® Regenzeit von Oktober bis Dezember
filhren zu einer durchschnittlichen Regenmenge von 380 mm pro Monat. In der Trockenzeit
von Juni bis September liegt die durchschnittliche Niederschlagsmenge lediglich bei 35 mm
pro Monat. Insgesamt betrdgt die jéhrliche Niederschlagsmenge somit mehr als 3000mm
(Quammen 2001; ? 2007).

Der wichtigste Malariavektor in der Umgebung ist die Anopheles gambiae-Miicke. Die
Region ist hyperendemisch fiir Plasmodium falciparum. Die Priavalenz von
Malariaerkrankungen wurde als zwischen 30 und 60% liegend angegeben, wobei es keine
wesentlichen saisonalen Schwankungen gibt (,,stabile Malaria*).

Bei 92% aller Malariainfektionen handelt es sich um Infektionen mit Plasmodium falciparum,
die restlichen 8% stellen Misch- und Monoinfektionen mit Plasmodium malariae und
Plasmodium ovale dar (Wildling, Winkler et al. 1995).

2.1.3 Patienten

Der groBte Teil der Patienten des Albert-Schweitzer-Hospitals kommt aus Lambaréné und
Umgebung. Der gute Ruf des Krankenhauses zieht aber auch Patienten aus allen iibrigen
Landesteilen an. Samtliche Kinder mit Verdacht auf Malaria werden zunichst in der
Abteilung fiir Padiatrie untersucht und dann zur weiteren Diagnostik an das Forschungslabor
des Krankenhauses tiberwiesen. Hier findet dann eine Blutentnahme zur Anfertigung eines
,Dicken Tropfens® statt, welcher nach Anfarbung und Trocknung an Ort und Stelle
begutachtet wird. Aktuell wird im Albert-Schweitzer-Krankenhaus bei etwa 2500 Patienten
p.a. eine Malaria diagnostiziert. Darunter finden sich auch 50 bis 100 Kinder, die an einer
schweren Malaria-Andmie erkrankt sind. Das Durchschnittsalter dieser Patienten betragt etwa

drei Jahre
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2.1.4 Studienprotokoll

Jeder Patient mit schwerer Malaria-Andmie wurde einer Gruppe (,,A*) zugeordnet. Jedem

Patienten der Gruppe A wurde dann altersentsprechend ein Patient mit milder Malaria-

Andmie (Gruppe B) und ein Patient mit Malaria aber ohne Diagnose einer Andmie (Gruppe

C) zugeordnet. Die Patienten dieser drei Gruppen wurden wihrend zweier Monate verfolgt

und im Durchschnitt alle zwei Wochen wiedergesehen und untersucht.

2.1.4.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien sowie Gruppenzuteilung

Von November 2003 bis August 2005 wurden etwa 4000 Kinder mit Verdacht auf Malaria

gesehen. Von diesen wurden 495 mit gesichterter Malaria auf weitere Einschluss- und

Ausschlusskriterien gepriift. 91 Patienten wurden schlieBlich in die Studie aufgenommen,

nachdem sie folgende Kriterien erfiillten:

Schriftliche Einverstdndniserklarung eines Elternteils oder eines
Erziehungsberechtigten

Parasitologisch nachgewiesene Monoinfektion mit Plasmodium falciparum

Alter zwischen 1 und 6 Jahren

Parasitdmie von > 1000 / pL

MCV > 65 fL

HbAA oder HbAS

Leukozyten < 15000 /uL

Ausschluss anderer schwerer Infektionskrankheiten

Wohnort bis 100 Kilometer vom HAS entfernt

Zusitzliche Kriterien fiir den Einschluss in Gruppe A (schwere Malaria-Anémie)

Schwere normochrome und normozytire Andmie mit einem Hb <= 5 g/dL

Zusitzliche Kriterien flir den Einschluss in Gruppe B (milde Malaria-Anémie)

Ubereinstimmung des Alters mit einem Kind der Gruppe A

Hb > 5 und <= 10 g/dL

Thrombozyten > 30000/uL

Laktat <3 mM

Glukose > 50 mg/dL

Keine Zeichen einer komplizierten Malaria nach der WHO-Definition (WHO 2000;
Slutsker 2001)
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Zusitzliche Einschlusskriterien fiir die Gruppe C (Malariaerkrankung ohne Anamie)
e Ubereinstimmung des Alters mit einem Kind aus Gruppe A
e Hb>10g/dL
e Thrombozyten > 50000 /uL
e Laktat<3 mM
e Glucose > 50 mg/dL
e Anteil an himozoinhaltigen neutrophilen Granulozyten < 2%

e Keine Zeichen einer komplizierten Malaria nach der WHO-Definition

Folgende Kriterien waren ein Grund zum Ausschluss aus der Studie:
e Sichelzellandmie oder a-Thalassdmie
e Untererndhrung
¢ Bluttransfusion im vergangenen Monat

e Komplikationen aufler Andmie und Hyperparasitdmie

e Infektionen mit Helminthen (insbesondere Filarien), Bakterien oder Viren (HIV,

HBV, HCV)

e Andere schwere systemische Erkrankungen, z.B. Blutungskomplikationen

2.1.4.2 Diagnostik

Die Malaria und die schwere Malariaandmie wurden bei den Studienpatienten mit Hilfe
der Anamnese, der klinischen Symptomatik und verschiedener -etablierter
Laboruntersuchungen diagnostiziert.
Sie werden im Folgenden aufgezihlt und sind im Einleitungs- bzw. Methodenteil genau
dargestellt. Thre zeitliche Abfolge ist aus Tabelle 1 ersichtlich.
Klinische Untersuchungen:
- Korperliche Untersuchung (z.B. Inspektion von Haut und Schleimhéuten,
Palpation von Leber und Milz, Auskultation von Herz und Lunge)
- Erhebung der Vitalparameter: Korpertemperatur, Blutdruck, Atem- und
Herzfrequenz
- Sonographie der Milz
Laboruntersuchungen:
»Dicker Tropfen*

- Blutausstrich

33



- Blutbild (manuell und mit Cell-Dyn 3000)

Zusiatzlich erfasste Basisparameter bei Aufnahme (Tag 0) sind die Bestimmung der
Blutgruppen (mit Anti-A, Anti-B und Anti-D Antisera), die Hb-Elektrophorese (Azetat-
Zellulose-Elektrophorese  (Lell, May et al. 1999), zur Bestimmung des
Hamoglobinphénotyps) und die Plasmaeisenkonzentration.

Auflerdem  wurden zum  Ausschluss anderer = Andmieursachen  virologische
Blutuntersuchungen (HIV, HBV, HCV, Parvovirus B19), Urin- (Schistosoma haematobium,
Bakterien) und Stuhlanalysen (Wurmerkrankungen, okkultes Blut) durchgefiihrt.

2.1.4.3 Therapie

Alle Patienten wurden mit einer viertigigen Kombinationstherapie aus Chinin und
Clindamycin behandelt, welche im Albert-Schweitzer-Krankenhaus von der Kinderklinik
empfohlen wird und effektiv und sicher ist. (Kremsner, Radloff et al. 1995)

Patienten der Gruppe A bekamen zunichst eine intravendse Startdosis von 12 mg Chinin pro
Kilogramm Korpergewicht in 5% Glukoseldsung {iber vier Stunden. Nach einem
vierstiindigen Intervall wurde Chinin in niedrigerer Dosierung (8mg/kg Korpergewicht) mit
Clindamycin (5 mg/kg Kopergewicht) in 5% Glukose kombiniert gegeben, was bei insgesamt
zwolf Dosen mit einem jeweiligen Intervall von acht Stunden wiederholt wurde.

Die Behandlung der Patienten aus den Gruppen B und C entsprach der oben beschriebenen,
allerdings wurde die Therapie wenn mdglich nach zwei Tagen auf eine orale Gabe umgestellt.
Als supportive Therapie wurde nach WHO-Richtlinien (WHO 2000) bei Hb-Werten unter 4
g/dL und/oder schweren Andmiesymptomen (Dyspnoe, Bewusstseinstriibbung) eine
Vollbluttransfusion von zunichst 10 mL/kg Korpergewicht gegeben. Fiir die rasche
Versorgung der Patienten mit Vollbluttransfusionen wurde ein Blutbank angelegt. Spender
wurden auf HIV, HBV, HCV, Treponemen, Filarien und Malaria untersucht. Vor der
Transfusion erfolgte eine Kreuzprobe.

Alle Patienten wurden nach Beendigung der Malariatherapie mit Mebendazol behandelt.
Fieber iiber 38,5° Celsius wurde mit physikalischen MaBBnahmen und/oder mit Ibuprofen
behandelt (Brandts, Ndjave et al. 1997). In Einzelfdllen wurde bei starkem Erbrechen
Metoclopramid als Suppositorium verwendet. Bei einem Patienten musste wegen bekannter

Fieberkrampfe einmalig Diazepam eingesetzt werden.
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2.1.4.4 Probengewinnung

Bei allen Patienten wurden am Aufnahmetag (Tag 0) und allen darauf folgenden
Behandlungs- und Follow-up-Tagen etwa 2 ml periphervendsen Blutes abgenommen.

Bei Einverstidndnis der Erziehungsberechtigten und wenn der Zustand des betreffenden
Kindes es zulieB, wurde auBBerdem an Tag 0 und an Tag 56 eine Knochenmarkspunktion
durchgefiihrt, bei der 10 mL Knochenmark aspiriert und eine Knochenmarksstanze

entnommen wurden.

2.1.4.5 Follow Up

Nach erfolgreicher Behandlung und Entlassung wurden die Patienten in regelmifBigen
Abstiinden einbestellt bzw. aufgesucht, um sie nach dem unten aufgefiihrten Schema klinisch
und laboranalytisch zu untersuchen. Nach einem krankheitsfreien Intervall von acht Wochen
wurden die Patienten zum Abschluss nochmals knochenmarkpunktiert und es wurden alle

Aufnahmeuntersuchungen nochmals durchgefiihrt.

Tag 6 1 2 3 4 5 14 28 56
Therapie:

Chinin und Clindamycin i.v./p.o. X X X X

Supportive Behandlung xX) N X K K ®

Anamnese:

Fieber und/oder Malaria in den letzten drei Monaten X

Klinik:

Ausfuhrliche Untersuchung, Temperatur, RR, HF, AF X  x X X X X X X X
Sonographie der Milz X X
Laboruntersuchungen:

Parasitamie X X X X X X X X X
Héamatologische Basisparameter X X X X X X X X X
Hamolyseparameter X X X X
Knochenmarkspunktion X X
Erythropoetin, sTfR X X X X
Durchflusszytometrische Analysen X X X X X X
Virologie X X
Zytokine X X X
Genotypisierung der Patienten X
Genotypisierung der Parasiten X

Urinanalyse X X X X X X X
Stuhlmikroskopie X X

CRP X X X X

Tab. 1: Follow Up
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2.2 Material

2.2.1 Gerite

Biologisches Mikroskop CX31, Olympus, Japan

Inverses Mikroskop Diavert, Leitz, Deutschland

Durchflusszytometer CyFlow® SL, Partec, Deutschland

Automatisches Hdmatologiegerit Cell-Dyn 3000, Abbott Laboratories, USA
Sterile Werkbank The LabGard™ 425, NuAire Corporation, Plymouth, USA
Zentrifuge EBA 12, Hettich Zentrifugen, Deutschland

Zentrifuge Rotanta / AP, Hettich Zentrifugen, Deutschland

Pipetboy acu, Integra Biosciences, Schweiz

Pipetten Labmate™ 1.20, 1.200, L1000, Abimed, Deutschland

Pipetten Proline 0,5-10 pl, 5-50 pl, Carl Roth GmbH, Deutschland
Reagenzglasmixer Vortex 7-2020, neoLab, Deutschland

Schiittel- und Mischgerét Titramax 100, Heidolph Instruments, Deutschland
Neubauer improved-Zihlkammer, LaborOptik, Deutschland

Roche Modula P, Roche Diagnostics

Photometer, Tecan, Deutschland

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Falcon Blue Max™ Tubes 15 / 50 ml, Becton Dickinson Labware, USA
Flacon Cell Strainer (70 / 100 um), Becton Dickinson Labware, USA
Serologische Pipetten 5/ 10 / 25 ml, Costar Corporation, USA
Pipettenspitzen 10 /200 / 1000 ul, Sarstedt, Deutschland

Objekttrager geschnitten Mattrand, Langenbrinck, Deutschland
FACS-Tubes, Sarstedt, Deutschland

Probengefille 1,5 ml, Eppendorf, Deutschland

Erythropoetin Elisa Kit, IBL, Deutschland

Fe-Kit, Roche Diagnostics, Deutschland

2.2.3 Chemikalien

Phosphate-Buffered-Saline-Tablets, Sigma, USA
Fetales Kélberserum FCS, Sigma Cell culture, USA
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Bovines Serumalbumin BSA (Fraction V, >96%), Sigma, USA
Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Deutschland
RPMI 1640 Medium + L-Glutamin, Gibco, GB
Brilliantkresylblau-Féarbelosung, Merck, Deutschland
May-Griinwald-Farbelosung, Merck, Deutschland
Methylzellulose , Stem Cell Technologies, USA
Giemsa-Stammlosung, Merck, Deutschland

Phosphatpuffer nach Weise (Titrisol®)

224 Zusitze
Zvad-fmk

Anti-TNF-alpha

IL-10

2.2.5 Patientenproben

Es wurden Proben periphervendsen Blutes, Knochenmarkaspirate und Knochenmarkstanzen
untersucht. Diese stammen von 91 Malariapatienten im Alter von 1 bis 6 Jahren, die von
Dezember 2003 bis August 2005 im Rahmen einer klinischen Studie zur Untersuchung der
Pathogenese der schweren Andmie bei Plasmodium falciparum-Malaria am Albert-
Schweitzer-Krankenhaus in Lambaréné, Gabun behandelt wurden. Die wesentlichen

Patientenmerkmale sind in Tab. 2 dargestellt.

2.3 Methoden

2.3.1 Dicker Tropfen

Der Dicke Tropfen ist eine Anreicherungsmethode, mit welcher sich auch ein geringer
Parasitenbefall erfassen ldsst (Kremsner, Zotter et al. 1988; WHO 1991).

Nach sorgfiltiger Reinigung mit Ethanol wurde eine Fingerbeere des Patienten mit einer
Einmallanzette angestochen. Der erste Tropfen Kapillarblut wurde verworfen. Vom zweiten
Kapillarblutstropfen wurden 10 pL abpipettiert und auf einer 18 x 10 mm grofen Flédche eines
Objekttragers mithilfe einer Schablone gleichmdBig verteilt. Nach der Trocknung erfolgte

eine Giemsa-Fiarbung. Bei dieser Firbemethode wurde die Giemsa-Stammldsung mit
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Phosphatpuffer nach Weise im Verhiltnis 1:5 gemischt. Diese Losung wurde durch einen
Papierfilter filtriert und die Dicken Tropfen wurden in dieser Losung in einer Farbekiivette fiir
20 Minuten gefarbt. Durch die Farbung ohne vorherige Fixierung werden die Erythrozyten
hédmolysiert, wodurch die Parasiten zuriickbleiben und so im Mikroskop bei 1000facher
VergroBerung sichtbar werden. Nach vorsichtigem Abspiilen und erneuter Trocknung waren
die Dicken Tropfen fertig zur Auszihlung. In 500 Olimmersionsfeldern wurden die Parasiten
gezdhlt. Bei sehr hohen Parasitimien wurden weniger Gesichtsfelder gezihlt und auf 500
extrapoliert. Die erhaltene Zahl entspricht der Parasitenzahl pro pL. Die Detektionsgrenze lag

bei einem Parasiten pro pL.

2.3.2 Blutausstrich

Der Blutausstrich wird zur Auszdhlung eines Differentialblutbildes oder zur

Retikulozytenzdhlung nach der sogenannten ReiB3-Quetsch-

B100d | Methode angefertigt. Es werden maximal 5 pul

. Patientenblut auf das Ende eines Objekttragers gegeben

und mit Hilfe eines zweiten Objekttragers so diinn wie

_.(_/ moglich ausgestrichen. Dazu hélt man den zweiten

Objekttrager in einem Winkel von etwa 45° und bewegt

_ ithn langsam auf den Blutstropfen zu bis dieser sich

Abb. 7: Anfertigung des . ] ) ) )
Ausstrichs gleichmdflig am Objekttragerende verteilt. Nun wird der
obere Objekttriger ohne Anderung des Ausstrichwinkels
zum anderen Ende des eigentlichen Probentridgers geschoben (siche Abb. 1 (GreatScopes
2006; Mertelsmann, Berger et al. 2006)). So wird das Patientenblut gleichméfig und diinn

ausgestrichen und kann nach Trocknung fixiert und, wenn ndtig, fiir weitere Analysen

gefarbt werden.

2.3.3 Blutbild

Mit Hilfe eines Blutbildes konnen die im Blut enthaltenen Zellen differenziert werden. Dazu
gehort eine Aufschliisselung und Quantifizierung von Erythrozyten, Leukozyten (und deren
Unterformen fiir das sogenannte Differentialblutbild) sowie Thrombozyten.

Ein Blutbild kann maschinell, aber auch manuell, also lichtmikroskopisch erstellt werden.
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Fiir die manuelle Methode wird ein Blutausstrich benétigt, welcher nach oben beschriebener
Methode angefertigt wird. Dieser wird nach Trocknung fiir 3 Minuten mit Methanol (70%)
fixiert. Anschliefend erfolgt die Firbung nach Pappenheim. Dies ist eine Folge zweier
Einzelfarbungen. Zunichst erfolgt ein Farbung mit May-Griinwald-Losung. Nach kurzer
Spiilung mit destilliertem Wasser wird der Objekttrager fiir 20 Minuten in eine Giemsa-
Féarbelosung gegeben. Nun wird nochmals mit destilliertem Wasser gespiilt. Sobald der
Objekttrager luftgetrocknet ist, kann das Differentialblutild mikroskopisch ausgezéhlt
werden.

Zusitzlich zur manuellen Methode kann das Blutbild auch durchflusszytometrisch, also
maschinell, bestimmt werden. Dies erlaubt neben einer optischen Zahlung der Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten und der Anfertigung eines Differentialblutbildes auch die
Bestimmung von Héamoglobin, Héamatokrit, MCV, MCH, MCHC,
Erythrozytenverteilungsbreite (RDW), mittlerem Thrombozytenvolumen, Thrombokrit,
Thrombozytenverteilungsbreite (PDW).

2.3.4 Retikulozytenzihlung

Retikulozyten lassen sich in einer sogenannten Supravitalfirbung mit 0,5%
Brilliantkresylblau anfarben. Dabei werden RNA-Reste in den Retikulozyten angefirbt,
durch deren Quantifizierung auch auf das Alter eines Retikulozyten geschlossen werden
kann. Je mehr rRNA sich anférbt, desto jiinger ist die Zelle. Fiir die Farbung werden 30 ul
peripheres Patientenblut fiir 30 Minuten mit 30ul Farbelosung inkubiert. AnschlieBend fertigt
man vom angefarbten Blut einen Ausstrich an, in dem die Retikulozyten lichtmikroskopisch
ausgezihlt werden. Die Retikulozytenzahlen kénnen dann sowohl als absoluter Wert als auch

als Retikulozytenindex dargestellt werden.

2.3.5 Knochenmarkpunktion

Die Knochenmarkpunktion erfolgte gemdfl dem Studienprotokoll an Tag 0 und an Tag 56
nach  separater  schriftlicher  Einverstindniserkldrung eines  Elternteiles  oder
Erziehungsberechtigten. Bei Kindern jeden Alters wurde die Punktion mit einer
Jamshidinadel (spezielle Hohlnadel) in Lokalanésthesie der Haut und der Knochenhaut mit
Scandicain, unter Sedierung mit Dormicum (Wirkstoff Midazolam, Firma Roche) und unter

Kontrolle der Sauerstoffsittigung des Blutes mit einem Pulsoxymeter der Firma Siemens
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durchgefiihrt. Stets wurde als Punktionsstelle die Beckenschaufel, speziell die Spina iliaca
posterior superior gewdéhlt. Die Punktion wurde in Bauchlage durchgefiihrt. Um Infektionen
des Wundgebiets zu verhindern, wurden die Punktionen unter sterilen Bedingungen mit
Einmaltiichern, Einmalhandschuhen sowie Einmal-Jamshidinadeln durchgefiihrt. Nach
ausreichender Lokalanésthesie von Haut und Knochenhaut wurde zunéchst mit einem sterilen
Skalpell eine Stichinzision der Haut durchgefiihrt. Danach wurde mit langsamen
Drehbewegungen die Jamshidinadel durch die Pars compacta des Knochens in den Markraum
vorgeschoben.

Es wurden zunichst 2-3 ml Knochenmark in eine Spritze ohne Zusatz aspiriert und schnell in
eine EDTA-Monovette gefiillt, welche kurz geschwenkt wurde zur Vermeidung einer
frithzeitigen Koagulation. In eine mit 5000 L.E. Liquemin gefiillten Spritze wurden ca. 5 mL
Knochenmark aspiriert. Diese Spritze wurde steril verschlossen und ebenfalls kurz
geschwenkt. Des weiteren wurde ein etwa ein bis zwei Zentimeter langer Stanzzylinder

entnommen, welcher in Formalin fixiert wurde.

2.3.6 Knochenmarkausstriche

Das EDTA-Knochenmark wurde in ein Uhrglasschélchen gegeben und geschwenkt. Mit einer
Pasteurpipette wurden einige Tropfen des brockchenhaltigen Markes aufgenommen und
jeweils ein Tropfen auf einen Objekttriger gegeben. Mit der Quetschmethode mithilfe eines
zweiten Objekttrigers wurde der Ausstrich angefertigt. Alle Ausstriche wurden in Methanol
70% fixiert und luftgetrocknet. Je ein Ausstrich wurde nach Giemsa und einer nach
Pappenheim gefarbt. Nach der oben bereits beschriebenen Methode wurde auch aus dem

Knochenmark ein Dicker Tropfen angefertigt und nach Giemsa geférbt.

2.3.7 Gradientenzentrifugation zur Zellseparation

Aus dem gewonnenen Knochenmark werden zu weiteren Untersuchungen, v.a. zur
Untersuchung des klonalen Wachstums in speziellen Medien, mononukledre Zellen isoliert.
Dies geschieht iiber eine Gradientenzentrifugation.

Zundchst wird das mit Heparin antikoagulierte Knochenmark iiber einen sterilen Falcon
Cellstrainer-Filter in ein 50-mL-Rdhrchen filtriert. Dann erfolgt eine Zentrifugation bei 300 g
fiir fiinf Minuten zur Separation des Knochenmarkplasmas von zelluldren Bestandteilen. Das
Knochenmarkplasma wird abpipettiert und bei —80° Celsius asserviert. Die zuriickbleibenden

zelluldren Bestandteile werden mit PBS-Losung auf ein Volumen von 35 mL verdiinnt und
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diese Suspension vorsichtig in ein neues Rohrchen iiber darin vorhandene 15 mL Biocoll-
Losung geschichtet. Dieses wird dann bei 400 g (1500 RPM) fiir 20 Minuten ohne Bremse
zentrifugiert. Dabei sammeln sich mononukledre Zellen ihrer Dichte entsprechend in einer
weiBllichen Interphase, welche sich zwischen einem Uberstand aus Plasma sowie
Thrombozyten und der darunter liegenden Biocoll-Losung befindet. Ein Zellpellet aus
Erythrozyten und Granulozyten mit hoherer Dichte findet sich am Boden des Rohrchens.
Anschliefend wird die zellreiche Interphase mit einer TSK-Supra-Nadel vorsichtig
entnommen und in PBS-Losung zweimal gewaschen (jeweils bei 300 g fiir fiinf Minuten).
Zuletzt wird das nun entstandene Zellpellet in Medium (RPMI, 10% FCS) aufgenommen. Die
Zellzahl in der Suspension wird nach Anfarbung mit Tiirks-Losung mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer unter einem Inversen Mikroskop bestimmt. Nun koénnen fiir weitere Experimente

genau definierte Zellzahlen entnommen und verwendet werden.

2.3.8 Klonales Wachstum in Methylcellulose (Colony Assay)

Aus dem an Tag 0 gewonnenen Knochenmarkaspirat werden wie folgt Zellkulturen angelegt:
Nachdem eine Gradientenzentrifugation zur Zellseparation durchgefiihrt ist, die Zellen in
Medium aufgenommen sind und die Zellzahl bestimmt ist, werden pro Zellkulturschale 12,5
* 10° Zellen in 1 mL Methylcellulose eingesetzt. Es werden insgesamt fiinf Duplikate mit
jeweils 1 mL Methylcellulose angesetzt. Beim ersten Duplikat wird die oben genannte
Zellzahl * 3 in 30 pL cell suspension solution aufgenommen. Fiir alle weiteren Duplikate
werden die Zellen zunéchst in 30 pL autologes Knochenmarkplasma aufgenommen. Ein
Duplikat wird so belassen, einem werden 3pL anti-TNF (10pug/mL), einem 3pL IL-10 und
dem letzten 3puL zvad-fmk (40 pumolare Losung) zugegeben. Die Zellen in den Kulturschalen
werden 12 Tage bei 37 °C und 5% CO? inkubiert.

Analog zur Beschreibung oben werden aus den an Tag 56 gewonnenen
Knochenmarkaspiraten die Zellen separiert und in Medium aufgenommen. Es werden
wiederum Duplikate angesetzt, diesmal allerdings nur drei: Beim ersten werden die Zellen
erneut in 30 uL cell suspension solution aufgenommen. Dem zweiten Duplikat werden 30 pL.
autologes Knochenmarkplasma von Tag 56 zugesetzt. Dem dritten Duplikat wird bei — 80 °C
konserviertes autologes Knochenmarkplasma von Tag 0 zugesetzt.

Alle Methoden der Zellkultur werden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
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Die Unterscheidung der verschiedenen Kolonien und damit die Quantifizierung ist nur
morphologisch moglich. Es wurden folgende Kriterien zur Unterscheidung der Kolonien

verwendet (Nissen-Druey, Tichelli et al. 2005; Nissen-Druey;, Tichelli; et al. 2005):

Kolonie Zellzahl Cluster morphologische Besonderheiten

BFU-E 50 bis 200 einzeln 0. mehrere dusterrot, oft mehrfach geclustert

CFU-E 8 bis 50 einzeln hellere rote Farbe

CFU-GM mehr als 50 einzeln farblos

CFU-GEMM mehr als 50 einzeln "spiegeleiférmig" mit germinativem Zentrum

Tab. 2: Zahlkriterien Colony Assays

Abb. 8: Unterschiedliche Kolonieformen im Vergleich (Quelle: R&D Systems,)
BFU-E CFU-E CFU-GM CFU-GEMM

2.3.9 Erythropoetin-Bestimmung

Die Bestimmung der Epo-Spiegel wurde mittels ELISA-Kits der Firma IBL, Hamburg,
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um einen Sandwich-ELISA, bei dem Epo zunichst durch
einen Kaninchen-Epo-Antikérper an eine Festphase gebunden wird. Nach einem Waschschritt
bindet sich ein zweiter, mit Biotin konjugierter Kaninchen-Epo-Ak an das bereits gebundene
Epo. Nach einer weiteren Inkubation mit einem Anti-Biotin-Ak und einem Chromogen
entsteht einer gelblich Farbung, welche der Konzentration an Epo proportional ist. Somit kann
die Epo-Konzentration photometrisch bestimmt werden. Dabei wurde ein Photometer der

Firma Tecan verwendet.

2.3.10 Eisen-Bestimmung
Fiir die Bestimmung der Eisenwerte im Serum wird zunéchst Fe’+ aus dem Transferrin-

Komplex mittels einer Sdure geldst. Dann wird durch Zusatz von Ascorbat Fe’+ zu Fe*+
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reduziert. Die Fe®+-lonen reagieren schlielich mit einem Farbkomplex, sodass die
Farbintensitdt photometrisch bestimmt werden kann.
Dazu wurden Reagenzien der Firma Roche Diagnostics und das Gerit ,,Roche Modula P*

verwendet.

2.3.11 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Computerprogramme JMP und StatView.
Zum Vergleich zweier Gruppen mit ungleicher Varianz diente der Mann-Whitney-U-Test
(quantitative Variablen). Mittelwerte der einzelnen Gruppen wurden mit der Analysis of
Variance (ANOVA) verglichen. Zur Korrelation klinischer und laboranalytischer Parameter

wurde die bivariate Korrelation nach Pearson durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeines

Wie oben beschrieben wurden die 91 Patienten in Abhdngigkeit von ihren Hb-Werten (oder
so dhnlich) drei verschiedenen Gruppen zugeteilt. Diese Gruppen wurden untereinander
beziiglich der Parasitimie, des Hb- und Retikulozyten-Verlaufs sowie der Epo- und
Eisenwerte verglichen.

Mit den an Tag 0 und an Tag 56 gewonnenen Knochenmarkaspiraten wurden deskriptive
Untersuchungen zur Erythropoese mit Hilfe der sogenannten Colony Assays durchgefiihrt.
Die wichtigen Patientenmerkmale sind in der untenstehenden Tabelle aufgefiihrt. Nach
Entnahme und Gradientenzentrifugation der Zellen wurden diese in einem halbfesten,
speziellen Nédhrboden unter Zugabe verschiedener Zusdtze fiir 12 Tage kultiviert und
anschlieBend nach definierten Kriterien ausgezdhlt. Somit wurde eine moglichst hohe
Vergleichbarkeit erzielt.

AuBlerdem wurde die Koloniebildung mit verschiedenen Zusitzen analysiert. Ein Vergleich
der Koloniebildung an Tag 0 und an Tag 56 wurde durchgefiihrt.

Weiterhin wurde zytologisch und histologisch die Erythropoese untersucht und auch hierbei
Vergleiche der Gruppen untereinander und Vergleiche Tag 0 — Tag 56 durchgefiihrt und

analysiert.

3.2. Flussdiagramm der Studie

In 20 Monaten (Dezember 2003 bis August 2005) wurden 91 Patienten in die SMA-Studie
aufgenommen. Diese wurden nach einem age-matched-triplet-Design in Abhéngigkeit des
Auspriagungsgrads der Andmie drei Gruppen zugeteilt. Die Gesamtzahl der untersuchten
Patienten und die Ausschlussgriinde fiir die nicht aufgenommenen Patienten sind in Abbildung

8 dargestellt.
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Ca. 4000 Patienten mit Verdacht auf Malaria untersucht

.

495 Patienten mit Malaria zur weiteren
Untersuchung in der Medical Research Unit

404 Patienten ausgeschlossen:
121 Alter
115 MCV <65 fl
54 nicht erreichbar fiir Follow-up
42 Parasitédmie
32 vorangegangene Antimalariabehandlung
28 logistische und technische Fehler
21 keine Einverstidndniserklarung
9 Anzeichen fiir cerebrale Malaria
7 Sichelzellandmie
6 Infektion mit P. malariae oder P. ovale
5 andere schwere Infektionen (Tuberkulose, Pneumonie,
multiple Abszesse)
4 Teilnahme in anderer Studie
3 schwere Mangelerndhrung (kwashiorkor)
1 schwere Dehvdration

91 Patienten entsprechend dem Hédmoglobin-Wert
age-matching unterzogen

|
l l l

Hb <5 g/dI Hb 5-10 Hb> 10
g/dl g/dl
N=29 N=33 N=29

Abbildung 8: Von etwa 4000 untersuchten Patienten gelangten aufgrund der strengen
Ausschlusskriterien nur 495 in die engere Auswahl fiir die SMA-Studie. Davon wurden
wiederum 91 Patienten entsprechend ihres Hb-Wertes den Gruppen A, B und C zugeteilt.

3.3  Patientencharakteristika
Am Aufnahmetag (Tag 0) wurden bei allen 91 Patienten die klinischen, parasitologischen und
laboranalytischen Charakteristika ermittelt. In Tabelle 3 sind sie, wenn nicht anders

gekennzeichnet, als Durchschnittswert fiir die Gruppen A, B und C dargestellt. Ein
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signifikanter Unterschied wurde bei p < 0,05 angenommen und zeigte sich fiir die markierten

(*, **, *#%*) Parameter.

Patientencharakteristika
Minnlich / weiblich

Durchschnittsalter in Monaten (SD)

Korpergewicht (kg)*
KorpergroBe (cm)

Kopfumfang (cm)
Thoraxumfang (cm)
Oberarmumfang (cm)
Symptome

Rektaltemperatur (°C)
Herzfrequenz (Schldge / min.)
Systolischer Blutdruck (mmHg)
Atemfrequenz (pro min)

Milz (cm unter Rippenbogen)**
Leber (cm unter Rippenbogen)
Ikterus, n (%)

Multiorgan dysfunction score**
Parasitimie (/pl)
geometrisches Mittel

(Bereich)

hamatologische Daten
Hamoglobin (g/dL) HoE
Héamatokrit (%)**
Erythrozytenzahl (x10'%/L)**
MCYV (fL)

MCH (pg)

MCHC (g/dL)
Erythrozytenverteilungsbreite (%)
Leukozytenzahl (x10°/L)
Thrombozytenzahl (x10°/L)
Retikulozyten (/uL)
geometrisches Mittel

(Bereich)

HbAS / HbAA

biochemische Daten
Blutglucose (g/dL)

Laktat (mmol/L)***

Gruppe A
Hb <5 g/dL
n=29

15/14
32 (16,5)
11,9 (3.6)
88 (12)

48,0 (2,6)
51,4 (5,2)
16,1 (4.5)

38,1 (1,1)
137 (20)
88 (12)
43 (14)
3,0 (1,9)
1,8 (1,3)
12 (41)
16,2 (3,0)

21.921
(1.060-1.000.000)

44 (0,7)
12,9 (2,5)
1,8 (0,4)
74 (6,1)
26 (3,8)
34 (2,5)
18,4 (2,7)
12,0 (10,6)
165 (113)

92556
(8240-667590)
1/28

78 (32)
4,6 (4,2)

Gruppe B
Hb5-10g/dL
n=33

16/17

36 (17,0)
12,9 (3,0)
90 (12)

48,6 (2,4)
52,3 (3,4)
16,7 (4,1)

38,1 (1,3)
137 (22)
89 (11)
40 (11)
1,7 (1,3)
1.4 (1,6)
9(27)
14,2 (1,8)

26.248
(1.800-700.000)

7,7 (1,4)
22,9 (4,1)
3,2 (0,6)
73 (5.2)
25 (2,5)
34 (2,0)
17,5 2,2)
8,6 (3,7)
156 (87)

73135
(25600-330750)
3/30

79 (31)
2,9 (1,3)

Gruppe C
Hb>10 g/dL
n=29

14/15

39 (18,0)
14,1 3,2)
95 (14)

49,1 (2,2)
52,8 (3,5)
17,4 (5.2)

38,4 (1,0)
131 (18)
94 (10)
36 (12)
1,0 (1,3)
1,0 (1,2)
6(21)
12,5 (1,3)

18.738
(1.500-100.000)

10,5 (0,5)
30,4 (2,4)
42(0,4)
72 (5.7)
25(2,1)
34 (1,4)
17,5 (2,4)
8,5(3,3)
194 (95)

72319
(27090-147220)
4/25

82 (30)
2,2 (0,6)

Werte als Durchschnitt dargestellt (SD), wenn nicht anderweitig bezeichnet. *p<0,05, ** p<0,0001, *** p<0,01.

Tab. 3: Klinische, parasitologische und laboranalytische Charakteristika bei Aufnahme (Tag 0)

3.4  Untersuchung periphervenosen Blutes

Das periphervendse Blut der Patienten der Gruppen A, B und C wurde auf Unterschiede im

Verlauf von Parasitdmie, Hdmoglobin, Retikulozyten und Epo-Spiegel unter Malariatherapie
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untersucht. Dafiir wurden die Messwerte der drei Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test fiir

quantitative Werte mit ungleicher Varianz verglichen. Ein signifikanter Unterschied wurde bei

p < 0,05 angenommen.

3.4.1 Parasitamie

Zwischen den drei Gruppen A, B und C lagen keine signifikanten Unterschiede der

durchschnittliche Parasiteneliminationszeit und des Eliminationsverlaufs vor. (siche Abb. und

Tab. .).

100000 -

10000 -

1000 -

100 ~

Parasitimie (/ul)

10 -

Abb. 9: Verlauf von Parasitimie und Parasiteneliminationszeit

©O— Gruppe A
—— Gruppe B
—&— Gruppe C

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
N 29 33 29
durchschnittliche
Parasiteneliminationszeit in 63,8 69,8 65,4
Stunden

Tab. 4: Die durchschnittliche Parasiteneliminationszeit unterschied sich in den drei Gruppen

nicht.
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3.4.2 Hamoglobin

Gemail der Gruppenzuteilung unterschieden sich bei Aufnahme die Hb-Werte. In der Gruppe C
blieben sie bis zum Ende des Follow up an Tag 56 konstant. Die Werte der Gruppen A und B
stiegen bis zum Tag 56 kontinuierlich an. Zum Ende des Follow Ups lagen die Werte aller drei

Gruppen im Normalbereich.

— e =
S = N W
! ! ! ]

7 ©— Gruppe A (nicht-transfundiert)
6 —l— Gruppe B
§ —&— Gruppe C

Himoglobin (g/dL)

R T T T T TN S, S

Abb. 10: Der Ausgangs-Hb-Wert der nicht-transfundierten Patienten bei Aufnahme (Tag 0)
unterschied sich entsprechend der Gruppenaufteilung. Messwerte sind als Mittelwert dargestellt

3.4.3 Retikulozyten

Am Aufnahmetag unterschieden sich die absoluten Retikulozytenzahlen (Anzahl der
Retikulozyten pro pl Blut) im periphervendsen Blut von Patienten der drei Gruppen nicht. In
den Gruppen A und B stiegen sie in den darauffolgenden Tagen unter Malariatherapie an. An
Tag 1, 2, 3, 4, 5 und 14 lagen die Werte der Gruppe A jeweils signifikant hoher als die der
Gruppe B und die der Gruppe B wiederum signifikant hoher als die der Gruppe C. An Tag 28
und 56 waren die Retikulozytenwerte abgefallen und unterschieden sich nicht mehr signifikant

zwischen den drei Gruppen. (siche Abb. 6 und Tab 5).
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Tag Gruppe A Gruppe B Gruppe C Kommentar
0 N 26 33 28 ns
Retikulozyten (/ul) 92555,83 73135,07 72319,5 >
1 N : 27 28 27 ASB>C
Retikulozyten (/ul) 103822,3 83989,28 54755,85
5 N : 27 32 27 ASBSC
Retikulozyten (/ul) 127795,5 90308,61 58164,4
3 N : 24 21 23 ASBSC
Retikulozyten (/ul) 186574,9 104230,3 56795,43
4 N : 24 18 17 ASBSC
Retikulozyten (/ul) 270699,2 160850,7 51483,99
5 N : 26 29 28 ASBSC
Retikulozyten (/nl) 332029 212743,8 84925,36
14 N - 21 30 24 A>B>C
Retikulozyten (/pul) 215209,5 121404,6 124785,5
28 N 21 26 22 ns
Retikulozyten (/ul) 54363,6 59200,55 58279,03 T
56 N 23 29 24 n.s
Retikulozyten (/ul) 58468,16 59434,72 50131,32 o
Tab. 6: Verlauf der absoluten Retikulozytenzahlen vom Aufnahmetag bis zum Abschluf3 des
Follow Up
510000 -
460000 - ©— Gruppe A
~ 410000 - —— Gruppe B
3 360000 - —a— Gruppe C
£ 310000 -
§ 260000 -
2 210000 -
Z 160000 -
110000 -
60000
10000

Abb. 11: Die absolute Retikulozytenzahl im periphervendsen Blut von Patienten der Gruppen
A, B und C. Darstellung als geometrisches Mittel bei einem 95%igen Konfidenzintervall.

3.4.4  Erythropoetin-Spiegel

An dO waren die Erythropoetin-Werte der drei Patientengruppen signifikant verschieden. Die

Epo-Werte der Patienten aus Gruppe A lagen signifikant hoher als die der Gruppe B. Ebenso

lagen die werte der Gruppe B signifikant hoher als die der Gruppe C. Im Verlauf nahmen die

Werte in Gruppe A und B ab und erreichten bei Ende des Follow Up an Tag 56 den Wert der
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Gruppe C, welcher konstant verlief. Signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen
gab es zu diesen Zeitpunkten nicht mehr. Dies ldsst sich sowohl fiir die Darstellung aller

Patienten, sowie fiir die gesonderte Darstellung der nicht transfundierten Patienten sagen.

Alle Patienten, Epo im Verlauf d0,2,5 und 56

log U/l
N

—A
N‘ —=-B
1,5 c

Tag

Abb. 12 : Epo-Werte aller Patienten im Verlauf. Darstellung der logarithmierten Mittelwerte
der Gruppen A, B und C

Wilcoxon Anova
Epo d0 <0,0001 <0,0001
Epo d2 0,34 0,46
Epo d5 0,11 0,18
Epo d56 0,93 0,91

Tab. 8: P-Werte fiir den Epo-Verlauf aller Patienten an Tag 0, Tag 2, Tag 5 und Tag 56.
Berechnung mit Wilcoxon-Test bzw. Anova
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Epo-Verlauf, nicht transfundierte Patienten

oA
——B
+C

Tag

Abb 13: Verlauf der Epo-Werte der nicht transfundierten Patienten. Darstellung als
logarithmierte Mittelwerte.

Wilcoxon Anova
Epo d0 <0,0001 < 0,0001
Epo d2 0,07 0,12
Epo d5 0,02 0,008
Epo d56 0,98 0,91

Tab 10: P-Werte fiir den Epo-Verlauf der nicht transfundierten Patienten an Tag 0, Tag 2,
Tag 5 und Tag 56. Berechnung mit Wilcoxon-Test bzw. Anova
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3.45 Eisenstoffwechsel
Am Tag der Aufnahme zeigten sich bei Patienten der Gruppe A signifikant hohere Eisenwerte
als bei Patienten der Gruppe B und C. Zum Ende des Follow Ups an Tag 56 lag kein

signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen mehr vor.

Eisen dO und d56

160 -
140 -
120 -

100 -
807 DA
EB
mC

pg/dl

60 -
40 -
20 -

0
-20 - Eisen dO Eisen d56

Abb. 14: Eisenwerte Tag 0 und Tag 56 in Gruppe A, B und C. Darstellung der Mittelwerte
und der Standardabweichung in einem 95% Konfidenzintervall

Als weitere Eisenstoffwechselparameter wurden Transferrin, Ferritin und sTFR bestimmt
(Daten in der vorlliegenden Arbeit nicht gezeigt). Bei allen Patienten der Gruppe A waren die
Transferrinwerte normal und das Ferritin stark erhoht (Akute-Phase-Protein). Die Werte des
sTfR waren normal. Laborchemisch fand sich somit kein Hinweis auf eine vorbestehende
Eisenmangelandmie als Erklarung fiir die Andmie und die hohen Epo-Werte bei Patienten der

Gruppe A an dO.
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3.5 Untersuchung des Knochenmarks

Das Koloniewachstum in halbfester Methylcellulose wurde untersucht. Des Weiteren wurden
Knochenmarkausstriche zytologisch untersucht. Hierbei wurde auf den Anteil der
Erythropoese an der Himatopoese, auf den Anteil an Dyserythropoese an der Erythropoese,

sowie auf den Anteil an malariapigmenthaltigen Zellen geachtet.

3.5.1 Koloniewachstum in Methylcellulose

Die Wirkung verschiedener Zusétze (anti-TNFo, IL10 und zvad-fmk) auf das klonale
Wachstum von Kolonien in Methylcellulose wurde untersucht. Dabei war festzustellen, dass
lediglich die Zugabe von am Aufnahmetag gewonnenem Knochenmark-Plasma die
Koloniebildung beeinflusste. Patienten mit schwerer Malaria-Anédmie bildeten im Vergleich

zu Patienten aus den anderen beiden Gruppen etwa die 1,5fache Menge an Kolonien.

400

350

300

250 -

oA
200 mB

ocC

150

100

50

Zellen do, Zellen d56, Zellen dO, Zellen d56, Zellen d56,
Medium Medium Plasma dO Plasma dO Plasma d56

Abb. 15: Wachstum der Gesamtkolonien in den drei Gruppen A, B und C unter Zugabe
verschiedener Zusétze. Darstellung als Mittelwerte der Absolutwerte.

Ebenfalls wurde das Koloniewachstum, besonders das der erythroiden Vorldufer, unter dem

Zusatz verschiedener Zytokine sowie eines Caspase-Inhibitors untersucht.
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Die Anteile der erythrozytiren Kolonien an den Gesamtkolonien unterschied sich weder
durch Zugabe der verschiedenen Zusdtze noch zwischen den drei Patientengruppen (s.

Abb.16)

0,45
0,4
0,35 -
0,3
0,25 -

oA
mB

02 £ H | oc

0,15 -
0,1
0,05 -

CSSs Plasma Remicade IL10 ZVAD

Abb. 16: Koloniewachstum unter Zugabe von Zytokinen bzw. Plasma oder Medium. Anteil
der erythrozytiren Kolonien an den Gesamtkolonien.

Ein Einfluss von anti-TNFa, IL-10 und zvad-fmk auf die Bildung der einzelnen
Kolonieformen konnte in keiner der Gruppen nachgewiesen werden. Es fanden sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den gemittelten Absolutwerten der Einzelkolonien unter

Zugabe der o.g. Zusétze. (s. Abb. 17 aund 17 b).
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Median CFU-E und CFU-GM, dO und d56, in Gruppen

A,BundC
©
S oo
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Vv 80 pp
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40 -
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S 20 - PP
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Abb. 17a
Median CFU-GEMM und BFU-E, dO und d56, in
Gruppen A,Bund C
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Abb. 17 b

Abb. 17 a und b: Median der Koloniezahlen der verschiedenen Koloniearten unter verschiedenen

Zusétzen an Tag 0 und Tag 56.
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Vergleicht man das Wachstum aller Kolonien ohne Beriicksichtigung des Zeitpunkts unter
Einfluss von Medium und Plasma, l4sst sich ein unter Plasmazusatz gesteigertes Wachstum

aller Koloniereihen feststellen (s. Abb. 18)

Colony Assays in Methylcellulose
+- addition of patient plasma

400 -
350 -
300 -
250
200 -
150 -
100 -

B8 Group A
B Group B
B Group C

Abb. 18: Koloniewachstum im Vergleich von Zusatz Medium — Zusatz Plasma. Bei Plasma-
Zugabe Steigerung des Wachstums aller Kolonielinien

3.5.2 Darstellung der Erythropoese in der Zytologie
Die aus Knochenmarkaspiraten angefertigten Ausstriche wurden mit unterschiedlichen
Féarbungen (Pappenheim-Féarbung, Eisen-Farbung) auf verschiedene Merkmale untersucht,

welche in untenstehender Tabelle 15 zusammengefasst sind.
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Gruppe A  GruppeB  GruppeC p
Tag 0
Pappenheim
Zellularitit' 2 2 2 p=0,15
Erythropoese (% Hamatopoese) 55 30 25 p<0,0001
Dyserythropoese2 (0/1/2) 1 (1/14/5) 0 (15/9/2) 0 (16/3/2) p<0,0001
Granulopoese 2 2 2 p=0,33
Linksverschiebung j/n 7/11 6/16 4/15 p=0,48
Eosinophilie (% Granulozyten) 5 5 10 p=0,50
Megakaryopoese' 3 2 3 p=0,16
Makrophagen' 3 2 2 p=0,02
Kernphagozytose2 0,5 0 0 n.s.
Pigment” (0/1/2) 2 (0/3/14) 2 (2/6/13) 1 (4/6/7) p=0,030
Eisen
Speichereisen 3 2 2 p=0,005
0/1/2/3/4 1/1/7/5/5 2/9/9/4/0 4/6/7/2/2
Sideroblasten 1,5 0 0 p=0,0002
0/1/2/3/4 3/7/8/2/0 14/7/4/0/0 15/2/2/0/0
Eisenstoffwechsel >1/2/3/4 2/4/9/4 11/3/10/0 10/1/9/0 p=0,01
Tag 56
Pappenheim
Zellularitit p=1,0 alle 2 alle 2 alle 2
Erythropoese p=0,60 20 20 20
Dyserythropoese p=0,35 0 0 0
0/1/2 6/1/0 16/0/0 9/1/0
Granulopoese p=1,0 2 2 2
Linksverschiebung y/n p=0,60 Ya 5/12 2/8
Eosinophile (%) p=0,16 8 15 9
Megakaryopoese p=0,28 2 2 2
Makrophagen p=0,34 2 2 2
Kernphagozytose p=0,82 0 0 0
Pigment p=0,048 2 1 1
0/1/2 0/2/5 4/8/5 4/4/2
Eisen
Speichereisen p=0,27 2 1 1
0/1/2/3/4 0/2/3/1/1 3/5/5/0/1 0/4/2/0/1
Sideroblasten p=0,70 0 1 1
0/1/2/3/4 4/2/0/1/0 7/4/6/0/0 3/5/2/0/0
Eisenstoffwechsel p=0,19
¥5/3/4 2/0/4/1 8/4/1/1 4/1/2/0

Tab. 15.: Zusammenfassung der zytomorphologischen Merkmale der Knochenmarkaspirate der

Patienten aus Gruppe A, B und C (Median, Wilcoxon, Kruskal-Wallis,Pearson test)

n.s. nicht signifikant

L 0=~ - 1=+ 2=normal; 3=, +; 4= ++*

% 0=keine 1=,,+; 2= ++

31=leere Eisenspeicher, 2=normaler Gehalt, 3=Innerer Mangel, 4=Eiseniiberladung
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Zunichst wurde der Anteil der Erythropoese an der gesamten Hamatopoese beurteilt (s. Abb.
19). Es zeigt sich, dass bei den schwer andmischen Patienten der Gruppe A am Tag der
Aufnahme (Tag 0) der Anteil der Erythropoese etwa doppelt so hoch ist wie bei Patienten der
Gruppen B und C. An Tag 56 zeigt sich diesbeziiglich kein Unterschied mehr zwischen den

drei Patientengruppen.

Erythropoese in % der Hamatopoese in der KM-
Zytologie in Gruppen A, B und C an Tag O und Tag
56

60 -

a1
o
|

N
o
|

EmTag O
B Tag 56

% Erythropoese
w
o

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

Abb. 19 : Anteil der Erythropoese an der Himatopoese in % in den Gruppen A, B und C an
Tag 0 und Tag 56

Weiterhin wurde der Anteil der Dyserythropoese an der gesamten Erythropoese in den
verschiedenen Gruppen und zu verschiedenen Zeitpunkten beurteilt (Einteilung nach Biichner
units). Hierbei ldsst sich feststellen, dass zwar bei Patienten aller drei Gruppen am
Aufnahmetag eine Dyserythropoese vorlag, diese ist bei Patienten der Gruppen B und C
allerdings als geringgradig einzustufen. Die Patienten der Gruppe A hingegen zeigten

groBtenteils eine maBig- bis schwergradige Dyserythropoese (s. Abb. 20).
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Dyserythropoese in der KM-Zytologie in den Gruppen A, B
und C an Tag O und Tag 56

ZO
10 - m-+
8,
6 W+t

Patientenanzahl

0 B T T

Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe
A dO B dO Ccdo A d56 B d56 C d56

Abb. 20: Auspriagung und Anteil der Dyserythropoese in der KM-Zytologie in den Gruppen
A, B und C an Tag 0 und Tag 56 (Zuordnung nach Biichner units)

Nach einem dhnlichen Schema wie oben beschriecben wurde der Anteil an
malariapigmenthaltigen Zellen im Knochenmark untersucht und beurteilt (Einteilung in Rudat
units). Auch hier lieBen sich signifikanten Unterschieden zwischen den drei Gruppen am
Aufnahmetag feststellen: Wiahrend im Knochenmark der Patienten aus den Gruppen B und C
zwar auch zu einem geringen Grad pigmenthaltige Zellen zu finden waren, ist der Anteil der

stark pigmenthaltigen Zellen bei Patienten der Gruppe A hoher (s. Abb. 21).
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Pigment in der KM-Zytologie an Tag0 und Tag 56 in den
Gruppen A, Bund C

Oo
H+
W++

Patientenanzahl
(00}

Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe
A dO B dO Ccdo A d56 B d56 C d56

Abb. 21: Auspragung und Anteil von Malariapigment in der KM-Zytologie in den Gruppen
A, B und C an Tag 0 und Tag 56 (Zuornung nach Rudat units)
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4. Diskussion

Die Entstehung der Malaria-Andmie ist als ein multifaktoriell bedingtes Geschehen
anzusehen. Drei Pathomechanismen scheinen im Wesentlichen daran beteiligt zu sein:
Hiamolyse, Erythrophagozytose und Dyserythropoese.

In zahlreichen Ubersichtsarbeiten wird angenommen, dass allein Himolyse und Phagozytose
parasitierter Erythrozyten fiir das Ausmall der Andmie verantwortlich sind (Hendrickse and
al. 1971; Abdalla 1990; Jakeman, Saul et al. 1999; Menendez, Fleming et al. 2000; Ekvall,
Arese et al. 2001; Manson 2002; Chang and Stevenson 2004; Mackintosh, Beeson et al.
2004). So wurde festgestellt, dass die Andmie mit der Parasitendichte im Blut und daraus
resultierender Hadmolyse und Phagozytose allein der parasitierten Erythrozyten korreliert
(Ekvall, Premji et al. 2001). Andererseits wurde von einigen anderen Autoren beschrieben,
dass die Parasitimie nur selten mit dem Ausmall der Andmie korreliert (Abdalla 1990;
Jakeman, Saul et al. 1999; Menendez, Fleming et al. 2000). Auch in der vorliegenden Studie
lief3 sich die Schwere der Andmie nicht durch die Parasitdmie erkldren, da sich weder bei der
Parasitimie noch bei der Parasiteneliminationszeit signifikante Unterschiede zwischen den
drei Gruppen A, B und C fanden (s. Abb. 9).

Weiterhin kommt einer beeintriachtigten Erythropoese bei Malaria eine erhebliche Bedeutung
bei der Entstehung der Malaria-Andmie zu. Ziel dieser Arbeit war, die Folgen einer Infektion
mit Plasmodium falciparum fiir die Erythropoese genauer zu untersuchen. Dabei wurde mit
Hilfe von Colony Assays auch der Einfluss verschiedener Zytokine auf die Erythropoese
untersucht. Zytologisch wurde das Knochenmark beurteilt und im Hinblick auf die
Zellularitit, eine vorhandene Dyserythropoese sowie seinen Gehalt an Malaria-Pigment
analysiert. Besonders beziiglich der Zellularitit des Knochenmarks finden sich in der
sparlichen Literatur widerspriichliche Aussagen. Zum Teil wird eine Hyperplasie der
Erythropoese beschrieben (Abdalla 1990; Wickramasinghe and Abdalla 2000), in anderen
Arbeiten wurde ein hypozelluldres Knochenmark mit einer verminderten Erythropoese

gefunden (Jootar, Chaisiripoomkere et al. 1993).
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Parasitimie und Parasiteneliminationszeit allein sind nicht fiir das Ausmall der Malaria-

Anémie verantwortlich

In der vorliegenden Arbeit wurde die Parasitimie und deren Verlauf vom Aufnahmetag bis
zum Ende des Beobachtungszeitraums (Tag 56) untersucht. Es fanden sich diesbeziiglich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen A, B und C. Somit ldsst sich
auch mit dieser Studie die lange geltende Annahme, allein die Parasitdmie sei fiir das Ausmaf}
der Malaria-Andmie verantwortlich, widerlegen. Zwar spielen Hamolyse und Phagozytose
parasitierter Zellen zweifellos eine Rolle, diese reicht aber nicht aus, um die teilweise sehr
schweren Verldufe der Malaria-Anédmie zu erkldaren. Auch Patienten mit verhdltnisméaBig
geringer Parasitendichte im Blut litten unter einer schweren Andmie. Die Verweilzeit von
Plasmodien im Blut ist ebenfalls nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie von
untergeordneter Bedeutung fiir den Auspragungsgrad der Andmie bei Malaria, da sich die
Parasiteneliminationszeit zwischen den verschiedenen Gruppen nicht signifikant unterschied.

Ein wichtiger Faktor fiir die Andmieentstehung diirfte aber eine Verdnderung der
Membraneigenschaften des gesamten Blutpools von Erythrozyten sein, welcher dazu fiihrt,
dass pro parasitiertem Erythrozyten noch durchschnittlich weitere 8,5 Erythrozyten
phagozytiert werden, ohne dass sich in ihnen ein Malariaparasit befindet.(Jakeman, Saul et al.
1999; Waitumbi, Opollo et al. 2000) Auch hierdurch lassen sich aber die unterschiedliche
Schwere der Andmie im untersuchten Patientenkollektiv bei eben anndhernd gleicher
Parasitimie bei Aufnahme in die Studie und anndhernd gleicher Parasiteneliminationszeit
nicht erkldren. Es miissten bei nicht signifikant verschiedener Parasitendichte ja proportional

gleichviele nichtparasitierte Erythrozyten in den drei Gruppen hamolysiert werden.

Retikulozytenzahlen steigen zeitgerecht und addquat an

Betrachtet man den Verlauf der absoluten Retikulozytenzahlen, so finden sich bei Aufnahme
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (s. Abb. 11). Die
Retikulozytenzahlen liegen in den Gruppen B und C im Normalbereich fiir Kinder im Alter
zwischen 12 Monaten und sechs Jahren (0,8-2,2 Prozent gemessen an der Erythrozytenzahl)
(Thomas 2005; Sitzmann 2006). In der Gruppe A finden sich mit 4,5% bereits bei Aufnahme
erhohte Retikulozytenzahlen, allerdings ist die absolute Retikulozytenzahl nicht erhoht. In der

Gruppe A wiirde man bei bestechender Andmie eine deutliche Erhohung der absoluten
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Retikulozytenwerte erwarten. Dies ist in der vorliegenden Studie nicht der Fall (Abb. 11).
Wenn es sich um eine akute Andmie handelt, konnte man davon ausgehen, dass die
Retikulozytenantwort noch nicht erfolgt ist. Bei einer bereits seit mehreren Tagen
bestehenden Andmie wire die Retikulozytenantwort als inaddquat zu bezeichnen.
Retikulozyten benétigen unter physiologischen Bedingungen etwa drei Tage bis zur
Ausschwemmung ins periphere Blut. Nach sieben bis zehn Tagen ist bei Erkrankungen mit
akutem Hb-Verlust oder akuter Hypoxie das Maximum des Retikulozytenanstiegs zu
beobachten (Thomas 2005).

Das Maximum des Retikulozytenanstiegs wird bei Patienten der Gruppe A nach etwa flinf
Tagen erreicht. Unter Beriicksichtigung der o.g. Latenzzeiten und Normwerte fiir den
Retikulozytenanstieg ldsst sich somit feststellen, dass der Anstieg der Retikulozytenzahlen
sowohl zeitgerecht als auch adédquat ist. Im Verlauf gleichen sich die Retikulozytenzahlen der
schwer andmischen Patienten aber wieder denen der Gruppen B und C an und sind an Tag 28
und 56 schlieBlich im Normalbereich.

Probleme bereitet die Interpretation der bereits bei Aufnahme erhohten Retikulozytenzahlen:
Entweder bestand bereits vor Aufnahme eine moglicherweise chronische Andmie, durch die
die erhohten Retikulozytenzahlen erkldrt werden konnten. Dieses sollte aber durch o.g. Ein-
und AusschluBkriterien weitgehend vermieden sein. Eine vorbestehende Einsenmangelandmie
als verbreitetste Andmieform ldsst sich mit grof8er Sicherheit ausschlie3en (s.u.).

Eine andere Moglichkeit wiére eine im kindlichen Knochenmark deutlich verkiirzte Antwort
auf eine akute schwere Anidmie. Es ist bekannt, dass beispielsweise nach akuten Blutungen
die tibliche physiologische Latenzzeit bis zur Ausschwemmung der Retikulozyten ins
periphere Blut verkiirzt sein kann (Thomas 2005). Bis zu welchem Ausmal} dieses
insbesondere im kindlichen Knochenmark moglich ist, ist nicht bekannt. Wenn also eine
Malariainfektion bereits einige Tage vor Aufnahme aufgetreten ist und die
Knochenmarkantwort bereits stattgefunden hat und deutlich verkiirzt ist, konnte dies die
bereits an Tag 0 erhohten Retikulozytenzahlen erkldren. Vorstellbar als Erklarung hierfiir
wire aber auch ein direkter EinfluB von Malariaparasiten im Blut oder Knochenmark auf die
Ausschwemmung von Retikulozyten. Dagegen sprechen im Wesentlichen normale
Retikulozytenzahlen bei Patienten der Gruppen B und C, welche sich beziiglich der
Parasitimie nicht unterscheiden (s.0.). Ein direkter Einflul von Parasiten auf Retikulozyten
und deren Ausschwemmung ist also dann nur bei Infektion der Patienten der Gruppe A durch

einen besonders ,,virulenten* Parasitenstrang moglich.
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Fisenmangel und dessen Folgen konnen als Ursache fiir die schwerere Malaria-Animie

ausgeschlossen werden

Die Préivalenz einer Eisenmangelandmie in Afrika siidlich der Sahara ist hoch (WHO 1996;
WHO 2003; Walker 2007). Vor allem Erndhrungsfaktoren und Wurminfektionen spielen in
diesem Gebiet eine Rolle bei der Pathogenese des Eisenmangels. Es wire daher denkbar, dass
eine vorbestehende Eisenmangelandmie bei den Kindern der Gruppe A die schwere Andmie
bei Malaria wenn auch nicht allein bedingt dann doch zumindest verstidrkt. In der
vorliegenden Studie lagen jedoch am Aufnahmetag bei schwer andmischen Kindern die
Eisenwerte hoher als bei Kindern der beiden anderen Gruppen. Dies konnte bedeuten, dass ein
bereits vorbestehender Eisenmangel, also leere Eisenspeicher aber ohne Vorhandensein einer
Andmie, vor einem starken Hb-Abfall bei Infektion mit Plasmodium falciparum ,,schiitzt*.
Eine Hémoglobinsynthesestorung bei Eisenmangel stellt den Parasiten im Rahmen der
Malariainfektion weniger Himoglobin als ,,Nahrungsbestandteil zur Verfiigung (Goldberg
2005; Min-Oo and Gros 2005). Somit widre es fiir die Plasmodien wesentlich
,wirtschaftlicher”, Infektionen bei Patienten ohne vorbestehenden Eisenmangel und damit

ohne Prédisposition fiir eine Hb-Synthesestdrung auszuldsen.

Erythropoetin-Antwort

Normale Epo-Serumspiegel liegen bei Kindern zwischen 6 und 25 U/l. Epo-Serumspiegel
konnen bei akuter Blutung, Hdmolyse oder Hypoxie bereits innerhalb weniger Stunden stark
ansteigen und erreichen nach 1-3 Tagen ein Maximum. In Gruppe C finden sich an Tag 0 im
Mittel normale Epo-Serumspiegel (25 U/L). In Gruppe B sind sie bei Aufnahme moderat (140
U/L), in Gruppe A sehr deutlich erhéht (>1200 U/L). Dies ist sowohl fiir Patienten der
Gruppe B als auch der Gruppe A bereits ein Maximalwert. Wie oben bereits diskutiert
scheidet eine vorbestehende Eisenmangelandmie als Ursache der hohen Epo-Werte aus. Auch
andere Andmieformen und —ursachen sollten mittels der Ein- und AusschluBBkriterien im
Wesentlichen ausgeschlossen sein. Die in der Gruppe A und B hohen Epo-Werte sind somit
am ehesten als Reaktion auf die akute Malaria-Andmie zu deuten. Von der Pridmisse
ausgehend, dass der Zeitpunkt der Infektion einige Tage vor Aufnahme in die Studie (also vor
Tag 0) lag, ldsst sich feststellen, dass die Latenzzeit bis zum Erreichen des Maximums der

Epo-Serumspiegel den in der Literatur zu findenden Normalwerten entspricht. Geht man
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davon aus, dass die Infektion erst an Tag 0 stattgefunden hat, konnten die bereits an diesem
Tag maximalen Epo-Werte durch eine verkiirzte Epo-Antwort erklédrt werden.

Ebenso konnte die Ausbreitung der Plasmodien ein direkter Stimulus fiir die Epo-
Ausschiittung sein. Die Parasiten profitieren, wie oben erwdhnt, von Hidmoglobin als

Nahrungsgrundlage, wiirden also bei starkem Hb-Abfall die eigene Ausbreitung limitieren.

Das Wachstum erythropoetischer Progenitorkolonien wird durch eine Verdnderung der Zell-

Zell-Wechselwirkungen und den Einfluss des Knochenmarkplasmas bei P.falciparum-

Infektion gesteigert

Vergleicht man das Wachstum von hédmatopoetischen Kolonien in Methylcellulose unter
Zugabe verschiedener Zusitze, so stellt man fest, dass lediglich die Zugabe von Plasma vom
Aufnahmetag zu mononukledren Progenitor-Zellen das Koloniewachstum wesentlich
beeinflusst. Der Zusatz von anti-TNF-o und IL-10, sowie eines Caspaseinhibitors, hier zvad-
fmk, hat keinen signifikanten Anstieg der Koloniezahlen zur Folge.

Ein Einfluss der Zugabe von Knochenmarkplasma von Tag 0 oder Tag 56 zu Zellen von Tag
56 lasst sich nicht feststellen. Allerdings steigert das Knochenmarkplasma von Tag 0 das
Wachstum von Zellen von Tag 0 insbesondere in der Gruppe A sehr deutlich, beeinfluf3t aber
nicht aber die Koloniebildung von Zellen von Tag 56.

Einen eindeutigen Einfluss allein des Knochenmarkplasmas auf das Koloniewachstum kann
man also weder fiir das Plasma von Tag 0 noch fiir das Plasma von Tag 56 formulieren.
Dieses widerlegt die viel vertretene Annahme, dass sich bei akuter Malariainfektion im
Knochenmarkplasma eine oder mehrere Substanzen befinden, die die Erythropoese
supprimieren und damit verantwortlich fiir die Entstehung der schweren Malaria-Andmie
sind. Im Gegenteil wird die Erythropoese durch eine Substanz im Knochenmarkplasma bei
akuter Infektion gesteigert. Allerdings geschieht dies nicht allein durch den Einfluss des
Knochemarkplasmas. Aus oben Dargelegtem kann man lediglich folgern, dass zwischen den
mononukledren erythropoietischen Vorlduferzellen zum Zeitpunkt der Malaria-Infektion eine
Verianderung in den Zell-Zell-Wechselwirkungen bzw. Zelleigenschaften vorliegen muss,
welche unter Einfluss bestimmter Faktoren im Knochenmarkplasma zu einer gesteigerten

Erythropoese fiihrt.
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Anti-TNF-o, IL.-10 und zvad-fmk haben keinen Einfluss auf die Erythropoese bei schwerer

Malaria-Andmie

Die oben erwihnten Faktoren im Knochenmarkplasma, die zusammen mit Zell-Zell-
Wechselwirkungen die Erythropoese bei Malaria steigern, scheinen weder TNF-o noch IL-10
zu sein. Durch Zugabe von IL-10 bzw. anti-TNF-a ldsst sich der Effekt weder auslosen noch
verstirken. Auch die Zugabe des Caspase-Inhibitors zvad-fmk zeigt keinen Einfluss auf die
Erythropoese. Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen verschiedener Studien, welche
beispielsweise in einem Mausmodell durch Injektion von TNF-o eine Dyserythropoese
auslosen konnten (May, Lell et al. 2000; Wickramasinghe and Abdalla 2000; McDevitt 2004).
Weiterhin wurde bei Kindern mit schwerer Malaria-Andmie eine wesentlich hohere TNF-
alpha/ll-10-Ratio gefunden als bei Kindern mit milderen Anidmieverldufen. Dieses legt
ebenfalls einen Einfluss dieser Zytokine auf die Erythropoese nah (McDevitt 2004). Die
Zytokineinfliisse auf die Pathogenese der schweren Malaria-Andmie waren in der
vorliegenden Studie mit verhdltnismiBig grofBer Studienpopulation nicht reproduzierbar und
somit wahrscheinlich auch nicht therapeutisch nutzbar. Dieses schlielt aber natiirlich
keinesfalls den Einflul anderer Substanzen auf die Erythropoese aus, die sich nach unseren
Ergebnissen a.e. im Knochenmarkplasma bei akuter Malariainfektion nachweisen lassen
missten. Allerdings zeigte sich ja durch Zugabe von Knochenmarkplasma bei akuter
Infektion zu Zellen vom Tag der akuten Infektion eine Steigerung der Erythropoese in vitro.
Dies konnte als Gegenregulationsmechanismus gegen den Erythrozyten- und Hb-Verlust

durch Hamolyse und Erythrophagozytose bei Malariainfektion werten.

Zytologisch findet sich bei schwerer Malaria-Andmie eine Hyperplasie der Erythropoese mit

erhOhtem Anteil an dyserythropoietischen Zellen

Im Gegensatz zu den Aussagen einiger anderer Autoren, die eine supprimierte Erythropoese
bei Malaria-Andmie beschreiben (Abdalla and Wickramasinghe 1988; Wickramasinghe and
Abdalla 2000), konnte in der vorliegenden Studie eine gesteigerte Erythropoese im Vergleich
zur gesamten Hamatopoese im Knochenmark gefunden werden. Gleichzeitig war besonders

bei den schwer andmischen Patienten der Anteil von Dyserythropoese an der Erythropoese
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auffallend hoch. Weiterhin fiel das Knochenmark von schwer andmischen Patienten der
Gruppe A durch einen iiberdurchschnittlichen Gehalt an Malariapigment, also phagozytierten
Plasmodienresiduen, auf. Es ldsst sich also sagen, dass die Entwicklung einer schweren
Malaria-Andmie unter anderem durch den hohen Anteil von Dyserythropoese trotz insgesamt
vorliegender Hyperplasie der Erythropoese bedingt ist. Dabei scheint die Dyserythropoese
auch mit einem hoheren Anteil an Malariapigment im Knochenmark einherzugehen bzw.

durch die dann als Malariapigment sichtbaren phagozytierten Parasiten bedingt zu sein.

Zusammenfassende Diskussion

Nach Zusammenschau der oben einzeln diskutierten Aspekte kann man sagen, dass die
beeintrachtigte Erythropoese neben der Himolyse und der Erythrophagozytose eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese der schweren Malaria-Andmie spielt.

In der frithen Phase der Erythropoese scheint bei P.falciparum-Infektion eine Verdanderung auf
der Ebene der Zell-Zell-Interaktionen vorzuliegen, welche sich aber lediglich im
Zusammenspiel mit einem verdnderten Knochenmarkplasma steigernd auf die Erythropoese
auswirkt. In diesem verdnderten Knochenmarkplasma scheinen weder anti-TNFa noch IL-10
diesen Einfluss auf die Erythropoese zu haben, da bei Zusatz dieser Zytokine bzw. des
Zytokinantikorpers keinerlei wachstumssteigernde oder wachstumsbeschleunigende Wirkung
zu beobachten ist. Auch der unspezifische Caspase-Inhibitor zvad-fmk hat diesbeziiglich
keine Wirkung. Andererseits schlieBen diese Ergebnisse keinesfalls einen pathophysiologisch
bedeutsamen Beitrag von anti-TNFa, IL-10 und zvad-fmk aus.

Besonders die spédten Vorlduferzellen der Erythrozyten zeigen sich im Knochenmark als
vermehrt und bei schwer andmischen Patienten in hohem Mafe dyserythropoetisch. Passend
zu der bereits am Aufnahmetag bestehenden Hyperplasie der Erythropoese finden sich im
peripheren Blut der schwer andmischen Patienten zu diesem Zeitpunkt wie erwartet deutlich
hohere relative Retikulozytenzahlen als bei Patienten der Gruppen B und C. Betrachtet man
die absoluten Retikulozytenzahlen ist dieser Unterschied nicht mehr so deutlich. Die
Retikulozytenzahlen steigen erst nach etwa zwei Tagen, also mit Abfall der Parasiten im Blut,
weiter an. Dieser Anstieg ist am deutlichsten bei den schwer andmischen Patienten der
Gruppe A zu beobachten, findet sich in geringerem Ausmal} aber auch bei den Patienten der

Gruppe B. Der Retikulozytenanstieg selbst und auch die Zeit bis zum Maximum des Anstiegs
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sind nach den vorliegenden Ergebnissen addquat. Auch die Epo-Antwort auf die schwere
Andmie ist wie zu erwarten schnell und addquat fiir das Ausmal} der Andmie. Letztlich muss
man also nach den Ergebnissen der vorliegenden Studie folgern, dass zundchst alle
physiologischen Regulationsmechanismen auf erythropoetischer Ebene, die als Reaktion auf
eine Andmie dieses schweren Ausmalles ablaufen, normal zu funktionieren scheinen. Das
Schwere der Andmie liee sich nach diesen Ergebnissen als auf Ebene der Erythropoese
zundchst nicht erkldren. Allerdings miisste man fiir die Entstehung der Malaria-Andmie noch
die Moglichkeit in Betracht ziehen, dass zwar die physiologische Antwort auf die Erkrankung
ungestort ablaufen kann, dass aber nach Ausschwemmung der Retikulozyten aus dem
Knochenmark diese zerstort werden. Dies konnte ein direkter oder indirekter Parasiteneffekt
sein. Beachtet man dabei aber die durchschnittlichen Steigerungen der Hb-Werte der schwer
andmischen Patienten, so findet man diese mit 0,3 g/dL/Tag auch im Normalbereich (Thomas
2005). Insgesamt stellt man also fest, dass sich auf Ebene der Erythropoese kein Grund und
also auch keine Beeinflussungmoglichkeit filir die schwere Malaria-Andmie findet.

Aus diesen Uberlegungen ist zu folgern, dass somit wohl nicht eine beeintrichtigte
Erythropoese oder verminderte Epo-Antwort, sondern eher die beiden anderen Faktoren
Hamolyse und Erythrophagozytose eine grofere Rolle bei der Pathogenese der schweren
Malaria-Andmie spielen. Es wiére also von Nutzen, diese beiden Aspekte noch nédher zu
untersuchen. Himolyseparameter wie Lactatdehydrogenase und Bilirubin im Serum sollten
bestimmt werden, um einen Vergleich des Ausmafles der Himolyse in den drei Gruppen zu
ermoglichen. Die MilzgroBe als Hinweis auf einen vermehrten Abbau von Erythrozyten im
retikuloendothelialen System wurde im Rahmen der Routineuntersuchungen zu
Therapiebeginn und im Verlauf bestimmt und ergab signifikante Unterschiede zwischen den
drei Gruppen (s. Tab. 3). Daneben wéren aber auch noch Untersuchungen zur Monozyten-
bzw. Makrophagenaktivitidt und ein Vergleich zwischen den drei Gruppen interessant. Mit
diesen weiteren Untersuchungen in Zusammenschau mit den Resultaten der vorliegenden
Studie konnte man sich genauere Aussagen zur Pathogenese und vielleicht letztlich auch zur

besseren Therapie der schweren Malaria-Andmie erhoffen.
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