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Kapitel 1 - Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines zur Malaria tropica

Malaria ist eine durch Plasmodien verursachte Protozoeninfektion. Sie gilt als die
bedeutendste durch Parasiten verursachte Tropenkrankheit. Die Krankheit wird durch den
Stich der Anopheles-Miicke Ubertagen. Malaria tritt in ber 90 Landern auf und betrifft somit
ca. 40% der Weltbevolkerung. Die weltweite Prévalenz der Erkrankung wird auf 300-500
Millionen klinisch manifester Falle pro Jahr geschatzt, wobei mehr als 90% dieser Falle auf
Lander des tropischen Afrikas entfallen. Die Mortalitat liegt bei Gber zwei Millionen pro Jahr.
Malaria nimmt somit — gemessen an der Mortalitit — den zweiten Rang der
Infektionskrankheiten hinter der Tuberkulose ein (Lang et al., 2000).

Nahezu allein verantwortlich fur die Mortalitét ist Plasmodium falciparum, der Erreger der
Malaria tropica. Uberwiegend davon betroffen sind afrikanische Kinder in abgelegenen
Gebieten mit schlechtem Zugang zur 6ffentlichen Gesundheitsversorgung. Nach einer
Inkubationszeit von durchschnittlich 12 Tagen zeigen sich erste Symptome wie Fieber und
Schuttelfrost. Unbehandelt treten dann rasch Andmie, Bewusstseinsstorungen bis hin zum
Koma, gastrointestinale Beschwerden, Hypoglykédmie, Azidose und Atemnot hinzu.
Haupttodesursachen sind vor allem Organkomplikationen wie zerebrale Malaria,
respiratorisches Syndrom, Nierenversagen, schwere Andmie und Stoffwechselentgleisungen
wie Hypoglykamie und Azidose (Lang et al., 2000).

Neben Kindern und Heranwachsenden lassen sich nicht-immune Reisende, Fliichtlinge und
schwangere Frauen als weitere Risikogruppen identifizieren. Dagegen sind einheimische
Erwachsene in hyperendemischen Malariagebieten durch Ausbildung einer Semi-Immunitét
teilweise geschutzt.

Zur Behandlung der Malaria tropica stehen mehrere effektive Arzneimittel zur Verfigung.
Dennoch wird die Behandlung dieser Erkrankung in den letzten Jahren zunehmend durch
Resistenzentwicklungen gegen diese Chemotherapeutika erschwert. Daher konzentriert sich
die Forschung der letzten Jahre neben der Suche nach neuen Wirkstoffen vor allem auf die
Suche und Entwicklung eines geeigneten Impfstoffes. Neben der Sicherheit der Behandlung
spielen hier auch 6konomische Erwédgungen eine Schlisselrolle, da die Malaria tropica vor

allem die arme Landbevolkerung Afrikas betrifft.
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1.2 Geschichte der Malaria-Forschung

1880 fand Laveran als erster Plasmodien im menschlichen Blut. Er wurde 1907 fir diese
Entdeckung mit dem Nobelpreis geehrt. Im Jahr 1886 gelang es Golgi, den Zusammenhang
zwischen dem Malaria-Fieber und den Malaria-Parasiten nachzuweisen.

Der Ubertragungsweg wurde 1897 von Ronald Ross anhand von Blutfitterungen an
Anopheles-Micken sowie Tierversuchen mit Vogeln aufgedeckt. Manson konnte 1900 diese
sogenannte ,,Moskito-Malaria-Theorie” durch Infektion freiwilliger Probanden bestatigen.

In den folgenden Jahrzehnten gelang die genaue Aufschlisselung des Zyklus der Plasmodien
in Mensch und Ubertragermiicke sowie die Entdeckung und Entwicklung zahlreicher
Chemotherapeutika.

Die Entwicklung wirksamer Insektizide wie DDT sowie neuer, wirksamer Chemotherapeutika
veranlaliten die WHO Mitte des letzten Jahrhunderts zur Durchfiihrung eines weltweiten
Eradikationsprogrammes, welches 1978 offiziell als fur gescheitert erklart wurde. Das
Auftreten neuer Resistenzen gegen Insektizide wie Chemotherapeutika sowie politische und
administrative Schwierigkeiten bei der Umsetzung standen der Ausrottung dieser Krankheit
im Wege.

Ein Durchbruch auf dem Gebiet der zellbiologischen Malariaforschung stellte die erstmalige
in vitro-Kultivierung von Plasmodium falciparum im Jahre 1976 dar (Trager and Jensen,
1976). Neue Methoden wie die Herstellung monoklonaler Antikoérper und gentechnische
Verfahren machten erste Schritte in der Entwicklung eines Impfstoffes mdglich. So starteten
Ende der achtziger Jahre erste Feldversuche mit Vakzinen gegen asexuelle Stadien.
Gegenwartig wird Uber ein Dutzend potentieller Impfstoffe getestet. Der erhoffte Durchbruch
auf diesem Gebiet steht allerdings aus.

In den letzten Jahren erdffneten moderne gentechnische Verfahren die Moglichkeit zur
Entschlisselung des Genoms von Plasmodium falciparum. Neue molekularbiologische und
immunologische Methoden erlauben einen immer tieferen Einblick in die Biologie des
Parasiten und tragen so zum zunehmenden Verstdndnis pathogenetischer Zusammenhénge
bei. Ein weiterer Forschungsschwerpunkt der letzten Jahre stellt die Entwicklung und
Weiterentwicklung sinnvoller Prophylaxemalinahmen fiir besonders betroffene Risikogruppen
wie Reisende aus nichtendemischen Gebieten und Schwangere dar.

Trotz aller Fortschritte auf dem Gebiet der Malariaforschung sowie mehrerer
gesundheitspolitischer Kampagnen ist es bislang nicht gelungen, dieser Infektionskrankheit
ihre Gefahrlichkeit zu nehmen.
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1.3 Plasmodium falciparum - Der Erreger und sein Zyklus

(Abbildung 1).

Es existieren vier humanpathogene Plasmodienarten: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale und Plasmodium malariae. Der Erreger der Malaria tropica ist
Plasmodium falciparum. Der Zyklus der Plasmodien verlduft als sexuelle Phase (Sporogonie)
in der Ubertragermiicke (Anopheles) und als asexuelle Phase im Menschen (Schizogonie).
Durch den Stich einer infizierten, weiblichen Anopheles-Mtcke (siehe Abbildung 1, Punkt 1)
gelangen Sporozoiten in die menschliche Blutbahn (Punkt 2). Diese dringen in Hepatozyten
ein und werden dort zu (exoerythrozytéaren) Schizonten (3). Nach der Ruptur der Leberzellen
werden massenhaft Merozoiten in die Blutbahn freigesetzt. Die Merozoiten befallen die
Erythrozyten und fiihren zur Parasitdmie (4). In den Erythrozyten entwickeln sich die
Merozoiten zu Ringformen (6), welche rasch zu Trophozoiten heranreifen (7). Die letzte
erythrozytare Entwicklungsstufe ist dann der Schizont (8), der bei Plasmodium falciparum bis
zu 32 Merozoiten enthalten kann (8). Durch die Ruptur des Erythrozyten in diesem Stadium
(9) gelangen erneut Merozoiten in das Blutplasma und infizieren noch unbefallene
Erythrozyten (5). Zwischen Merozoiten-Invasion in den Erythrozyten bis zu dessen Ruptur
vergehen in der Regel etwa 48 Stunden.

Eine geringe Anzahl von Merozoiten entwickelt sich zu den Geschlechtsformen. Werden
beim Stich der Anopheles-Miicke diese Gametozyten aufgenommen (11), kann sich in der
Micke die sexuelle Phase des Zyklus (Sporogonie) entwickeln (12), die mit der Abgabe der
Sporozoiten bei der Blutmahlzeit endet (1).

Im Gegensatz zu anderen humanpathogenen Plasmodienarten kénnen Plasmodium falciparum
und Plasmodium malariae keine Hypnozoiten in der Leber bilden. Daher kommt es bei
erfolgreich behandelter Malaria tropica zu keinen chronischen Verlaufen.
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Abbildung 1: Der Zyklus von Plasmodium falciparum
Nummerierung bezieht sich auf Kapitel 1.3
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1.4 Malaria wahrend der Schwangerschaft

1.4.1 Epidemiologische Aspekte und Klinik

Das Phdnomen der schwangerschaftsbezogenen Malaria wurde erstmals 1937 von
Wickaramsuriya beschrieben (Wickaramsuriya et al., 1937). Er beobachtete wéhrend einer
Malariaepidemie in Sri Lanka die verheerenden Auswirkungen einer Infektion auf
Schwangere sowie ihre Feten.

Hauptsymptome einer Schwangerschafts-assoziierten Malaria sind Andamie der Mutter
(Shulman et al., 1996), intrauterine Wachstumsretardierung (McGregor et al., 1983) und ein
erhdhtes Risiko von Frihgeburten (Sullivan et al., 1999). Das dadurch bedingte erniedrigte
Geburtsgewicht gilt als wesentlicher Mortalitatsfaktor fiir Neugeborene.

Bei jahrlich ca. 50 Millionen Schwangerschaften in fur Malaria endemischen Gebieten wird
die Zahl der durch Schwangerschafts-assoziierte Malaria verursachten Todesfélle auf 75 000
bis 200 000 pro Jahr geschéatzt (Steketee et al., 2001).

Die Auswirkungen einer Plasmodium falciparum-Infektion wahrend der Schwangerschaft
héngen von der epidemiologischen Situation im betrachteten Gebiet, der Immunitatslage der
Schwangeren sowie der Anzahl der durchgemachten Schwangerschaften ab.

In Gebieten mit niedriger Transmission ist Malaria eine wichtige Ursache maternaler
Mortalitdt. Schwere und tddliche Verldufe der Krankheit sind hier bei infizierten
Schwangeren hadufiger zu beobachten als bei nichtschwangeren Frauen. Fehl- und
Frihgeburten sowie niedriges Geburtsgewicht stehen dabei ebenfalls im Zusammenhang mit
einer Plasmodium falciparum-Infektion (Menon, 1972; Nosten et al., 1991).

In hyperendemischen Gebieten wird eine Plasmodium falciparum-Infektion bei Schwangeren
h&ufig beobachtet, jedoch sind schwere oder gar tédliche Verlaufe selten. In diesen Gebieten
sind maternale Andmie sowie reduziertes Geburtsgewicht infolge intrauteriner Retardierung
und Fruhgeburtlichkeit Hauptfolgen einer Infektion (McGregor et al., 1983).

Schwangere Frauen, insbesondere Erststgebarende, erkranken hdufiger an Malaria tropica als
nichtschwangere Frauen. Auch der Krankheitsverlauf ist — verglichen mit Nichtschwangeren
— schwerer und komplikationsreicher (Brabin, 1983). Die Prdvalenz ist am hdéchsten in

Erstgebarnden und nimmt in den folgenden Schwangerschaften ab (Brabin, 1983).
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1.4.2 Sequestration als Korrelat schwerer Erkrankung

Das pathologische Hauptkennzeichen einer schweren Infektion mit Plasmodium falciparum
ist die fast vollstandige Sequestration infizierter Erythrozyten am Endothel von postkapill&ren
Venolen unterschiedlicher Organe (Luse and Miller, 1971). Der Mechanismus der
Sequestration kann - in Abhdangigkeit der Lokalisation — schwere Organkomplikationen
verursachen (zerebrale Malaria, Plazentainsuffizienz etc.). Die anderen drei humanpathogenen
Plasmodienarten besitzen diese Eigenschaft nicht. Auch fihren Plasmodium falciparum-
Stamme, die diese Eigenschaft nicht aufweisen, offenbar nur zu milden und unkomplizierten
Infektionen.

Die Sequestration induziert inflammatorische Reaktionen von Endothelzellen und von
benachbart adhéarenten Leukozyten. Auch kommt es, assoziiert mit der Parasitendichte, zu
einer Durchflussstérung mit Sauerstoffverminderung und Azidose (MacPherson et al., 1985).
Welcher der Mechanismen fur die Organkomplikationen letztlich verantwortlich ist, ist bisher
nicht ausreichend geklart (Beeson et al., 2001).

Durch mikroskopische Untersuchungen konnte friih gezeigt werden, dass die VVoraussetzung
zur Sequestration mit dem Stadium der Plasmodien in den Erythrozyten zusammenhangt: Nur
Erythrozyten, die reife Plasmodienformen tragen, adhérieren am Endothel unterschiedlicher
Organe und entziehen sich somit der Blutzirkulation. Bei der Malaria tropica findet man daher
auch bei hoher Parasitamie fast nur Ringformen im peripheren Blut und keine oder nur
wenige reife Trophozoiten oder Schizonten.

In friiheren Studien wurde davon ausgegangen, dass die Ursache der Sequestration in der rein
mechanischen ,,Verstopfung* der Kapillaren mit den weniger deformierbaren infizierten
Erythrozyten liegt (Cranston et al., 1984). Allerdings kann dadurch die unterschiedlich
ausgepragte Intensitdt der Sequestration in unterschiedlichen Kapillarstromgebieten
(Organtropismus) ebenso wenig erklart werden wie die Anh&ufung infizierter Erythrozyten in
postkapillaren Venolen (MacPherson et al.,, 1985). Die Entdeckung spezifischer
Interaktionen zwischen Endothel und infizierten Erythrozyten flihrten zur Hypothese, dass der

Sequestration ein rezeptorvermittelter Adhhdasionsmechanismus zugrunde liegen muss.
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1.4.3 Die Plazenta — Ein Ort massiver Sequestration

Postpartal durchgefiihrte, histologische Untersuchungen der Plazenta zeigen, dass Malaria
wéhrend der Schwangerschaft mit einer Akkumulation infizierter Erythrozyten im
intervilldsen Raum der Plazenta assoziiert ist (Walter et al., 1982). Blutausstriche von
Plazentablut weisen dabei infizierte Erythrozyten auf, die vor allem reife Trophozoiten und
Schizonten enthalten. Die Parasitdmie in der Plazenta ist meist um ein Vielfaches hoher als
im peripheren Blut und Ubersteigt bisweilen 50% (Brabin, 1983; Bulmer et al., 1993). Diese
Beobachtungen flihrten zu der Annahme, dass die massive Sequestration von infizierten
Erythrozyten im intervillésen Raum der Plazenta das morphologische Korrelat einer Malaria
bei einer Schwangeren darstellt. Unmittelbare Folge einer Sequestration scheinen lokale
Hypox&dmie und die Induktion von Entziindungsreaktionen bis hin zur chronischen
Intervillositis  zu sein. Letztere &uBert sich histologisch u.a. durch Akkumulation von
Makrophagen im intervilldsen Raum, Schadigung des Synzytiotrophoblasten sowie einer
Verdickung der Trophoblasten-Basalmembran (Walter et al., 1982).

Zuné&chst vermutete man — &hnlich wie bei zerebraler Malaria - eine mechanische Obstruktion
der weniger deformierbaren infizierten Erythrozyten als Ursache dieser Sequestration. Eine
andere Hypothese sah indes in der generalisierten, unspezifischen Immunsuppression
wéhrend der ersten Schwangerschaften, verbunden mit erhéhten Cortisolspiegeln, die Ursache
fiir die Anfélligkeit schwangerer Frauen, an Malaria zu erkranken (Brabin, 1985). Spater ging
man davon aus, dass die Plazenta in den ersten Schwangerschaften ein Ort verminderter
Immunantwort darstellt und somit dem Parasit das Uberleben im Wirt erméglicht.
Verschiedene lokale, hormonelle und immunologische Faktoren wurden dafur verantwortlich
gemacht (Watkinson et al., 1985).

Né&here histologische Betrachtungen zeigen die infizierten Erythrozyten teils direkt am
Synzytiotrophoblasten anliegend, teils frei im intervillésen Raum liegend (Bulmer et al.,
1993). Schon bald wurde aufgrund der Beobachtung, dass sich infizierte Erythrozyten z.T.
eng an die Zellen anlagern, vermutet, dass es spezifische molekulare Interaktionen zwischen
Erythrozyten und Kapillarendothel im Sinne eines Zytoadhdrenzmechanismus geben muR.
Die Fahigkeit, sich so der peripheren Zirkulation und ihren Abwehrmechanismen zu

entziehen, scheint den Parasiten einen bedeutenden Uberlebensvorteil zu sichern.
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1.4.4 Die Suche nach spezifischen Rezeptoren

Die oben erwahnten mikroskopischen Beobachtungen der Sequestration in unterschiedlichen
Organen fiihrten Anfang der achtziger Jahre zu ersten Zytoadh&renzversuchen mit
Zellkulturlinien. So konnte Udeinya et al. in vitro Adharenz infizierter Erythrozyten an C32-
Melanomzellen, Makrophagen und humanen Nabelschnur-Endothelzellen nachweisen
(Udeinya et al., 1981).

1987 gelang die Identifikation des CD36 als spezifischer Rezeptor flr infizierte Erythrozyten
(Panton et al., 1987). In darauffolgenden in vitro-Bindungsstudien konnte gezeigt werden,
dass ein Grofteil der frisch isolierten Parasiten direkt an CD36 bindet. Bis heute ist die
Klinische Bedeutung dieser durch CD36 vermittelten Adhédrenz nicht gekléart. Ein
Zusammenhang zwischen CD36-Bindungsphénotyp und Schwere der Erkrankung konnte
bislang nicht nachgewiesen werden.

Nach der Entdeckung des TSP (Thrombospondin) als fraglichen Bindungspartner gelang es
Berendt et al. 1989, Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) als weiteren Rezeptor zu
identifizieren (Berendt et al., 1989). Dieses als CD54 bekannte Protein dient auch als
natlrlicher Rezeptor fir Leukozyten und auch bei Rhinoviren-Infektionen und scheint vor
allem bei zerebraler Malaria eine wichtige pathogenetische Rolle zu spielen. So konnte
Newbold et al. in einer klinischen Studie zum Adhérenzverhalten von Plasmodium falciparum
bei Patienten mit zerebraler Malaria ein signifikant héhere Bindungsrate fiur ICAM-1
gegenuber anderen Patientengruppen nachweisen (Newbold et al., 1997).

Nach der Entdeckung weiterer, in ihrer Bedeutung weitgehend unklarer Rezeptoren
(Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule 1, Vascular Cell Adhesion Molecule 1, CD31)
gelang 1995 die Identifikation des Glykoaminoglykans Chondroitinsulfat A (CSA) als
potentieller Rezeptor flr die Zytoadhérenz infizierter Erythrozyten (Rogerson et al., 1995).
2000 wurde mit Hyaluronsdure ein weiterer Bindungspartner beschrieben (Beeson et al.,
2000). Einen Uberblick der bislang identifizierten Rezptoren und ihre Bedeutung gibt Tabelle
1.
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Tabelle 1: Uberblick Rezeptoren

Rezeptor

Ligand

(Domane)

Klinische Bedeutung, Bemerkungen

CD36

TSP

ICAM-1
(CD54)

CSA

HA

Roseting-

Rezeptoren

ELAM-1,
VCAM-1

Cbh31

PfEMP1
(CIDR1a)

PfEMP1
PfEMP1

(DBL2R +
C2)

PFEMP1
(DBL3y)

Rosettine

Beobachtet bei unkomplizierten wie schweren Verldufen. Haufigster Bindungs-
phenotyp bei Nichtschwangeren (Newbold et al., 1997). Keine Assoziation mit
Schwere der Erkrankung. Geringe Expression in Gefallen des ZNS (Turner et al.,
1994). Auch als Rosetting-Rezeptor identifiziert (Handunetti et al., 1992). Bindung
an CSA schlieBt Bindung an CD36 aus (Gamain et al., 2001).

Physiologische Bedeutung unklar, da signifikante Bindung nur in statischen
Versuchen.

Héufiger Bindungsphenotyp bei zerebraler Malaria. Kaum Bindung bei aus der
Plazenta gewonnenen Isolaten. Assoziation mit Schwere der Erkrankung berichtet,
aber fraglich (Newbold et al., 1997). Synergistische Effekte bei gleichzeitiger
CD36-Bindung beobachtet (McCormick et al. 1997). Expression u.a. durch TNF
stimuliert, welcher bei Malaria-Patienten erhéht ist (Grau et al., 1989). Mdglicher
Schutz vor schweren Verldaufen durch Polymorphismus des ICAM-1-Gens in
afrikanischer Bevolkerung (McGuire et al., 1994).

Schllsselrezeptor bei maternaler Malaria (Fried and Duffy, 1996). Isolate aus
Plazenta weisen Uberwiegend CSA-Bindung auf (Beeson et al., 1999). Periphere
Isolate von Schwangeren binden nur zum Teil an CSA (Beeson et al., 1999).
Berichte (iber CSA-abhdngige Bindung an Endothelzellen von Lunge und Gehirn
(Robert et al., 1995).

Isolate aus Plazenta weisen haufig HA-Bindung auf (Beeson et al., 2000).
Bedeutung noch unklar. HA-Bindung meist kombiniert mit CSA-Bindung.
Bindung zwischen nicht-infizierten und infizierten Erythrozyten ermdglicht
Rosetting. Rosettine als mdgliche Liganden. Assoziation mit schweren Verlaufen
berichtet (Carlson et al., 1990)

Geringe Bindung, Expression evtl. erhoht bei zerebraler Malaria (Turner et al.,
1994). Expression durch Zytokine reguliert (Ockenhouse et al., 1991).

Bedeutung als direkter Bindungspartner gering (Newbold et al., 1997).
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1.45 CSA und HA - Rezeptoren in der Plazenta

Nachdem es gelang, spezifische Zytoadharenzmechanismen bei Plasmodium falciparum-
Infektionen zu identifizieren und auch molekular zu charakterisieren (siehe Seite 12), wurde
in verschieden Studien nach spezifischen Rezeptoren in der Plazenta gefahndet.

Rogerson et al. konnten fir Chondroitinsulfat A (CSA) Bindungseigenschaften in vitro mit
infizierten Erythrozyten nachweisen (Rogerson et al., 1995). CSA ist ein Glykosaminoglykan
(GAG), bestehend aus sich abwechselnd wiederholenden Glucuronséureeinheiten und N-
Acetyl-Galaktosaminen. Mit dieser Struktur weist es Verwandtschaft zu Heparansulfat und
Heparin auf. Ebenso wie diese gut charakterisierten Glycosaminoglykane liegt CSA meist
proteingebunden vor und lasst sich — allerdings in geringer Konzentration - im Blutplasma
nachweisen (Volpi et al., 1995). Dartiber hinaus kommt CSA auf der Zelloberflache des
Synzytiotrophoblasten der Plazenta und auf Endothelzellen der Lunge, dem Gehirn und der
Nabelschnur vor (Robert et al., 1995; Silamut et al., 1999).

Die Bedeutung des CSA in der Pathogenese der Malaria wurde bald darauf entdeckt: Eine in
vitro-Bindungsstudie in Kenia mit Parasiten aus schwangeren Frauen zeigte signifikante
Bindung von aus der Plazenta gewonnenen infizierten Erythrozyten an CSA (Fried and Duffy,
1996). Parasiten aus nichtschwangeren Frauen oder Kindern wiesen diese
Bindungseigenschaft nicht bzw. seltener auf (Beeson et al., 1999). Diese Beobachtungen
fiihrten zu der Hypothese, dass die spezifische Bindung an CSA fir die Sequestration der
Parasiten in der Plazenta verantwortlich ist.

Die Annahme, dass es sich bei diesen Parasiten um eine Subpopulation mit eigenen
antigenetischen Eigenschaften handelt, die sich von den Parasiten in nichtschwangeren
Erwachsenen unterscheidet, wurde durch Agglutinationsversuche bestarkt: Sera semi-
immuner Erwachsener weisen - als Zeichen zurtickliegender Infektionen - die Fé&higkeit auf,
Parasitenisolate von infizierten Kindern zu agglutinieren. Jedoch koénnen sie Parasitenisolate
aus schwangeren Frauen nicht agglutinieren (Beeson et al., 1999). Sera aus Frauen, die
mehrere Schwangerschaften durchgemacht haben, weisen diese Agglutinationseigenschaft
gegenlber Parasitenisolaten aus Schwangeren hingegen auf. Auch konnte gezeigt werden,
dass Sera schwangerer Frauen die Adhdrenz an CSA in Abhéngigkeit der Paritdt hemmen.
Hierbei zeigen Sera von Erstgebdrenden nur geringe inhibitorische Aktivitat (Fried et al.,
1998).
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Die Spezifitdt der CSA-vermittelten Adhésion konnte durch unterschiedliche Experimente
nachgewiesen werden: So konnte durch Zugabe von léslichem CSA zu Plazentagewebe die
Bindung infizierter Erythrozyten inhibiert werden (Gysin et al., 1999). Auch verhinderte die
Behandlung mit CSA-spaltenden Enzymen Adhé&sion an dieses Gewebe.

Die Beobachtung, dass Sera von Schwangeren aus unterschiedlichen Regionen die Bindung
von infizierten Erythrozyten an CSA hemmen koénnen (Fried et al., 1998), setzt eine
konservierte CSA-spezifische Bindungsregion des Liganden voraus, die in genetisch
unterschiedlichen Plasmodienpopulationen identisch sein muss. Der Nachweis dieser
spezifischen Region gelang 1999 durch Expressionsversuche mit CHO-Zellen (Buffet et al.,
1999).

Ein Jahr darauf entdeckten Beeson et al. in Hyaluronséure (HA) einen weiteren Rezeptor in
der Plazenta, der spezifische Bindungseigenschaften aufweist (Beeson et al., 2000). Es
handelt sich dabei ebenfalls um ein Mitglied der GAG-Familie mit einem wesentlich gréReren
Molekulargewicht als CSA. Es besteht aus sich wiederholenden Dissachharid-Einheiten (N-
Acetyl-Glucosamin  und  Glucuronsdure) und unterscheidet sich von anderen
Glycosaminoglykanen durch seine fehlende Sulfatierung. Es kann unter anderem auf der
Oberflache von Synzytiotrophoblasten nachgewiesen werden (Sunderland et al., 1985).

Seine Bedeutung ist noch weitgehend unklar. Die Beobachtung, dass die meisten CSA-
bindenden Parasiten auch an HA binden und es kaum zur alleinigen Bindung an HA kommt,
fihrten zur Annahme, dass HA an der Zytoadhdrenz beteiligt ist, sie aber nicht allein

vermitteln kann.

11



Kapitel 1 - Einleitung

1.4.6 Der Ligand PFEMP1

Elektronenmikrokopische Studien ergaben, dass an der Zytoadhdsion sowohl Strukturen von
Zelloberflachen der GeféBwénde als auch ein Parasitenantigen beteiligt sind. Dieses auf der
Oberflache der infizierten Erythrozten lokalisierte Antigen ist mit sogenannten ,,knobs*
assoziiert: Eine knopfahnliche Vorwdlbung der Erythrozytenmembran, die unter dem
Elektronenmikroskop als elektronendichte Struktur imponiert. Diese ,,Knobs* dienen als
Anheftungsstellen infizierter Erythrozyten im vaskuldren Bett (Luse and Miller, 1971).
Beobachtungen von ,,Knobs*“-negativer Zytoadharenz legten allerdings die Vermutung nahe,
dass die ,,Knobs* zwar an dem Mechanismus der Zytoadhérenz beteiligt sind, jedoch nicht als
direkter Ligand aufgefasst werden kénnen (Biggs et al., 1990).

In an Malaria erkrankten Menschen zirkulieren die mit Plasmodium falciparum infizierten
Erythrozyten (IE) nur wahrend des ersten Teils ihres Zyklus’, dem sogenannten Ringstadium.
Etwa 14-18 Stunden nach Invasion der Merozoiten in die Erythrozyten erreichen die
Plasmodien das pigmentierte Trophozoitenstadium, sie werden dann als sogenannte reife
Trophozoiten bezeichnet (s.0.). Es konnte gezeigt werden, dass sich dieses Stadium durch die
Expression eines grofien, sehr variablen Antigens auf der Oberflache des Erythrozyten
auszeichnet. Dieses Protein wird als Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein
1 (PFEMP1) bezeichnet (Baruch et al., 1995; Leech et al., 1984).

Diese Entdeckung, dass reife Trophozoiten von Plasmodium falciparum Proteine wie das
PfEMP1 produzieren und diese sich unter der Oberflache der Erythrozyten im Bereich der
»,Knobs“ (siehe oben) anlagern, fihrten zur Identifikation des PfEMP1 als Ligand der
Zytoadhérenz (Howard, 1988): Dieses 200 bis 350 kDa schwere Molekil zeigt sowohl eine
hohe antigenetische Variabilitdt - welche es ermdéglicht, die Immunantwort des Wirtes zu
umgehen - als auch die oben erwahnten Adhésionseigenschaften, die in zahlreichen Studien
nachgewiesen wurden (Baruch et al., 1995; Smith et al., 1995)

Die durch PfEMP1 vermittelte Zytoadhdrenz und Antigenvariablilitit ermdglicht es den
Plasmodien offenbar, eine chronische Infektion zu etablieren (Rogerson and Beeson, 1999).
Wenngleich die komplexe Funktion des PFEMP1 bislang nicht vollstandig verstanden wird, so
ist die Expression des PFEMP1 assoziiert mit ernsten Organkomplikationen und daher als ein
wichtiger Virulenzfaktor einer Plasmodium falciparum-Infektion anzusehen.

Es wird inzwischen angenommen, dass PfEMP1 das bedeutendste Oberflachenantigen
darstellt, da es die Antigenstruktur einer Plasmodium-Population festlegt (Gilbert et al.,
1998).

12
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1.4.7 Die Familie der var-Gene

Das PfEMPL ist ein Ziel der koérpereigenen Immunabwehr (Bull et al., 1998). Plasmodium
falciparum ist in der Lage, nach erneuter Erythrozyteninvasion spontan unterschiedliche
PfEMP1-Molekdile zu exprimieren. Diese Féhigkeit zur antigenen Variabilitat ermdglicht eine
Umgehung der Wirtsantwort und somit eine persistierende Infektion. Auch die Anderung der
Adhasionseigenschaften innerhalb einer Parasitenlinie ist somit mdglich. Man schéatzt die
Hé&ufigkeit einer solchen antigenetischen Variation in vitro auf etwa 2% pro Generation
(Roberts et al., 1992).

Die parasiteneigene Genfamilie (var-Gene), die das PFEMP-1 kodiert, besteht aus mindestens
50 Genen pro haploidem Genom und ist hoch variabel. Die Gene sind vor allem in den
subtelomerischen Regionen der Chromosomen lokalisiert und bilden etwa 6% des gesamten
Genoms von Plasmodium falciparum. Es wird angenommen, dass nur jeweils ein Gen aus
dieser Gruppe auf der Oberflache des jeweils infizierten Erythrozyten exprimiert wird und
somit dieses Gen die Antigenitéts- und Adhéasionseigenschaften des Erythrozyten determiniert
(Rowe et al., 1997). Alle var-Gene weisen eine ahnliche strukturelle Organisation auf: Die
Gene dieser Familie bestehen aus je zwei Exons. Exon | kodiert flr den extrazellularen, die
Zytoadhdrenz vermittelnden Teil des PFEMP1, wahrend Exon Il die Aminoséaurensequenz flr
den intrazelluldren Anteil liefert. Dieser konservierte intrazellulare Anteil verankert das
PfEMP1 mit den oben erwahnten elektronendichten ,,Knobs* (Waller et al., 1999).

Exon | kodiert fir zwei bis sieben Cystein-reiche, sogenannte Duffy binding-like (DBL)
domains und eine ,,cysteine-rich interdomain region* (CIDR) (Su et al., 1995). Es konnten
funf unterschiedliche Klassen von DBL-Domadnen und drei Klassen von CIDR-Doménen auf
dem PfEMP1 klassifiziert werden (Smith et al., 2000).

1998 gelang die ldentifikation und Isolation eines var-Genes, welches fir ein spezifisches,
ausschliellich CSA-bindendes PfEMP1 kodiert: Es konnte gezeigt werden, dass nur eine
DBL-Domane (DBL-y) die Adhdrenz an CSA vermittelt (Buffet et al., 1999). Auch wurde
Klar, dass die Adhdrenz an andere Rezeptoren wie CD36 und ICAM-1 durch andere Doménen
vermittelt wird (siehe Abbildung 2b). Die genauen Regulationsmechanismen der var-Gen-
Expression sind nicht bekannt. Jedoch lieRen sich durch die oben erwéhnte Zuweisung von
PfEMP1-Doménen zu spezifischen Rezeptoren die beobachtete Adhdrenz an mehr als einen
Rezeptor bei nur einem exprimiertem PFEMP1 ebenso erkldren wie sich ausschlieBende
Adhérenzphénotypen. So ist es bisher nicht gelungen, ein PFEMP1 zu identifizieren, welches
gleichermalien Bindung zu CSA und CD36 vermittelt (Gamain et al., 2001).
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Die Entdeckung der CSA-bindenden Doméne DBL-y drei Jahre nach den Bindungsstudien in
Kenia machte es maoglich, das Erklarungsmodell von Fried et al. bezliglich maternaler Malaria
auf molekularer Ebene zu erweitern. Wie oben erwéhnt, sind Schwangere aus
holoendemischen Gebieten bis zum Eintritt in ihre erste Schwangerschaft selten von schweren
Infektionen betroffen. Man nimmt an, dass sie durch permanente Infektionen im Laufe der
Kindheit und Jugend ein Repertoire an Anti-PfEMP1-Antikoérpern (sog. ,variant-specific
antibodies®) ausgebildet haben, jedoch keine Antikérper gegen den oben beschriebenen
spezifisch CSA-bindenden PfEMP1-Genotyp besitzen. Die Schwangerschaft eréffnet nun
dem Parasiten eine neue Nische, in die er sich durch ,,Switch®“ auf den CSA-Genotyp
zuriickziehen kann. Dieser Wechsel in der Genexpression des PFEMP1, der den Parasiten die
Sequestration in der Plazenta erlaubt, wird inzwischen als molekularer Schliisselmechanismus
der Infektion in der Schwangerschaft angesehen. Die genauen Mechanismen, die zu diesem

., Switch® fihren, sind bisher nicht bekannt.

Abbildung 2: Var-Gene und PfEMP1

a) Strukturellen Organisation der var-Gene. SL Silencer, Grol3e in kb.

b) Strukturelle Organisation des PFEMP1. Darstellung der Doménen sowie ihrer Bindungs-
partner. DBL Duffy binding-like domain, CIDR Cysteine rich inter-domain region, TM
Hydrophobes Transmembransegment, NT N-terminales Segment, ATS Acidic Terminal
Sequence.

a)
5’ Exon | SL Exon 11 StoE 3’
(6-15 kb) Intron | (1,4 kb)
b)
NT | DBL1a | CIDR1a | DBL2B | C2 | DBL3y | DBL4e | | DBL55 |_| CIDR2B |__ ATS
B'ﬁ%ﬁ;ﬁﬁfA CD36 ICAM-1 CSA CD31
Heparansulfat CD31

IgM
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1.4.8 Die Ring-Sequestrations-Theorie

Die Bindungsstudien aus Kenia sowie eine Studie aus Malawi (Beeson et al., 1999) zeigten
unterschiedliches Bindungsverhalten zwischen Isolaten aus dem Peripherblut der
Schwangeren und solchen aus dem Plazentablut. So wird den Isolaten aus dem Plazentablut
eine vorwiegende Bindung an CSA bei mangelnder oder fehlender CD36-Bindung
zugeschrieben, wahrend die Isolate aus dem Peripherblut vorwiegend an CD36 und nur
teilweise oder gar nicht an CSA binden.

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass es sich bei den Isolaten der Plazenta um
eine Subpopulation handeln muss, die durch ihren CSA-bindenden Phénotyp in der Lage ist,
sich dem peripheren Blut zu entziehen und so eine chronische Infektion zu etablieren. Da die
PfEMP1-Expression und somit die Bindung an CSA erst im Stadium reifer Trophozoiten
stattfindet, wurde nach CSA-unabhédngigen Mechanismen gefahndet, die es den Ringstadien
der Plazenta-Isolate ermdglicht, sich der peripheren Zirkulation zu entziehen. Dieser
Mechanismus koénnte den beobachteten Unterschied der Bindungseigenschaften zwischen
Isolaten aus dem Peripherblut und dem Plazentablut erklaren.

Im Jahr 2000 gelang es Pouvelle et al, einen solchen CSA-unabhdngigen
Bindungsmechanismus zu charakterisieren: Es konnte gezeigt werden, dass bereits vier
Stunden nach Merozoiten-Invasion infizierte Erythrozyten in der Lage sind, auf der
Oberflache von Synzytiotrophoblasten zu binden und nach Erreichen des reifen
Trophozoitenstadiums einen exklusiv CSA-bindenden Genotyp auszubilden. Rezeptoren, die
diese Bindung vermitteln, sind bislang nicht identifiziert worden. Jedoch wird angenommen,
dass es sich bei zwei neu entdeckten Proteinen auf der Oberflache infizierter Erythrozyten im
Ringstadium, den sog. ,,Ring-Surface-Proteins“ RSP1 und RSP2, um die Liganden dieses
Zytoadh&renzmechanismus’ handelt.

Diese Beobachtung, dass spezifische Bindung an Plazentagewebe Uber die gesamte Dauer des
asexuellen Zyklus maglich ist und nicht allein von der PFEMP1-Expression abhangt, fiihrte
zur vorlaufigen Bestatigung der Annahme, dass eine nicht-zirkulierende, sogenannte

»Kryptische* Subpopulation in der Plazenta infizierter Schwangeren vorliegen muss.
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1.5 Transplazentare Infektion und konnatale Malaria

In hyperendemischen Gebieten scheint die konnatale Infektion mit Plasmodium falciparum
ein seltenes Ereignis zu sein. Trotz hoher Prdavalenz maternaler Malaria in diesen Regionen
sind nur Einzelfalle von konnataler Malaria mit klinischen Symptomen wie Fieber, Lethargie
und Nahrungsverweigerung beschrieben worden (McGregor et al., 1983). Die Symptome
einer Malaria kdnnen mit einer Latenzzeit von bis zu zwei Monaten auftreten, wobei in vielen
Fallen nicht sicher zwischen konnataler Infektion und postnataler Neuinfektion unterschieden
werden kann. Hauptsachlich betroffen von konnataler Malaria scheinen Kinder nicht-
immuner Schwangerer aus nichtendemischen Gebieten zu sein.

Dennoch scheint die transplazentare Infektion mit Plasmodium falciparum, feststellbar durch
den Nachweis von Parasiten im Nabelschnurblut von Neugeborenen, auch in
hyperendemischen Gebieten haufiger aufzutreten als bisher angenommen (Fischer, 1997).

In der bisher grofiten Studie zur Prdvalenz einer transplazentaren Infektion wurden 2080
Schwangere in Malawi untersucht. (Redd et al., 1996). Die Prévalenz einer maternalen
Infektion betrug 19%. In 36% dieser Falle konnte Plasmodium falciparum im
Nabelschnurblut der Neugeborenen mikroskopisch nachgewiesen werden. Die Klinische
Bedeutung dieser Beobachtung ist noch weitgehend unklar, da sich daraus nur in seltenen
Fallen eine konnatale Malaria entwickelte. Jedoch scheinen Hyperparasitimie der Multter,
Frihgeburt und ménnliches Geschlecht der Neugeborenen mit einer Nabelschnur-Parasitamie
assoziiert zu sein.

Die mikroskopischen Beobachtungen wurden durch auf PCR basierenden Nachweismethoden
weitgehend bestétigt (Tobian et al., 2000). Durch die offenbar héhere Sensitivitat der PCR-
Methode im Vergleich zur mikroskopischen Untersuchung konnte eine  Nabelschnur-
parasitamie bei infizierten Schwangeren von bis zu 44% beschrieben werden (Kassberger et
al., 2002).

Bisher wenig verstanden wird der pathogenetische Mechanismus einer transplazentaren
Infektion, da die Plazentaschranke den Durchtritt aller zellularen Erreger im Mutterblut, die
nicht Gber spezifische Invasionsmechanismen verfiigen, zu verhindern scheint. Jedoch ist der
Ubertritt zellularer Blutbestandteile beschrieben worden (Lo et al., 1996). Welche
Mechanismen den Ubertritt zellularer Bestandteile ermdglichen, ist bisher unklar. Diskutiert
wird eine Schadigung des Trophoblastengewebes infolge chronischer Entziindungsreaktionen.
Ob die oben beschriebenen Zytoadharenzeigenschaften infizierter Erythrozyten mit diesem

Phanomen assoziiert sind, ist bisher nicht untersucht worden.
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1.6 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Zytoadharenzverhalten von mit Plasmodium
falciparum infizierten Erythrozyten an die Rezeptoren CSA und HA. Diese auf der
Synzytiotrophoblastenoberflache vorkommenden Rezeptoren werden fir die Sequestration
infizierter Erythrozyten in der Plazenta verantwortlich gemacht und scheinen somit eine
Schlusselrolle in der Pathogenese maternaler Malaria zu spielen.

Der Vergleich des Bindungsverhaltens der Isolate an diesen Rezeptoren soll zur Klarung der
Bedeutung von HA an der Pathogenese der maternalen Malaria beitragen. Die Identifikation
eines ausschlie3lich an HA bindenden Phanotyps wiirde hierbei fur einen CSA-unabhangigen
Bindungsmechanismus sprechen.

Durch den Vergleich der Bindungseigenschaften von Isolaten aus Peripherblut und
Plazentablut soll untersucht werden, ob der Zytoadharenzmechanismus es den CSA- bzw.
HA-bindenden Parasiten ermdglicht, eine sog. ,,kryptische* Subpopulation in der Plazenta zu
etablieren und sich so der peripheren Zirkulation und damit der Immunantwort zu entziehen.
Hinweis auf diese Fahigkeit ware ein signifikanter Unterschied im Bindungsverhalten der
Isolate. Desweiteren soll untersucht werden, ob es einen Zusammenhang zwischen dem

Adhéarenzphdnomen und dem Auftreten transplazentarer Infektionen gibt.
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2 Patienten und Methoden

2.1  Studienaufbau

2.1.1 Hintergrund

Das Probenmaterial wurde aus Frauen und deren Neugeborenen gewonnen, bei denen
zum Zeitpunkt der Entbindung Plasmodium falciparum im Blut nachgewiesen werden
konnte.

In dieser Studie sollten H&ufigkeit und Spezifitdt der Bindung infizierter Erythrozyten
an die Rezeptoren CSA und HA untersucht werden. Dabei sollte das Bindungsverhalten
infizierter Erythrozyten aus dem Plazentablut mit infizierten Erythrozyten aus dem
peripheren Blut verglichen werden.

Die Studie wurde von den Ethikkomissionen der internationalen Stiftung des Albert-
Schweitzer-Krankenhauses sowie der Medizinischen Fakultat der Universitat Tibingen

gebilligt.

2.1.2 Studienort

Die Studie wurde zwischen Oktober 2000 und April 2001 im Albert-Schweitzer-
Krankenhaus in Lambaréné in Gabun durchgefiihrt. Gabun gehort geographisch zu
Zentralafrika.

Gabun grenzt im Norden an Aquatorialguinea und Kamerun, im Osten und Siiden an die
Republik Kongo (Abbildung 3). Lambaréné ist ein regionales Zentrum mit etwa 20 000
Einwohnern in der Provinz Moyen-Ogouée, 180 km sidostlich der Hauptstadt
Libreville.

Etwa 75% des Landes sind mit tropischem Regenwald bedeckt, stellenweise kommen
Feuchtsavannen vor. Die natlrliche Vegetation ist teilweise durch landwirtschaftliche
Nutzflachen ersetzt worden.

Es herrscht tropisches Klima mit jahrlich gleichbleibend hohen Temperaturen um 27° C
und sehr hoher Luftfeuchtigkeit. Die Niederschlagsmengen verteilen sich auf zwei

Regenzeiten und bewegen sich zwischen 1600 und 3000 mm pro Jahr.
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Das Albert-Schweitzer-Krankenhaus liegt einige Kilometer auBerhalb Lambarénés auf
der gegentberliegenden Seite des Ogouée-Flusses. Das Krankenhaus umfasst etwa 150
Betten mit den Abteilungen Chirurgie, Gynéakologie mit Geburtsstation, Innere Medizin,
Padiatrie und Zahnklinik. Ebenfalls befindet sich auf dem Hospitalsgelande das
Forschungslabor sowie Unterkiinfte der Bediensteten. Seit 1996 besteht eine enge
Kooperation des Forschungslabors mit dem Institut fir Tropenmedizin in Tibingen.

In Lambaréné und Umgebung wird Malaria entsprechend einem hyperendemischen
Gebiet ganzjdhrig Ubertragen. Dabei werden etwa 90% der Malariafalle durch
Plasmodium falciparum verursacht, die restlichen durch Plasmodium malariae und
Plasmodium ovale. Die Transmission unterliegt saisonalen und regionalen
Schwankungen, mit den hochsten Raten in den Regenzeiten im Herbst und Fruhjahr
(Wildling et al., 1995).

In der Geburtsstation des Krankenhauses werden jahrlich etwa 700 Entbindungen
vorgenommen. Dabei lassen sich zum Zeitpunkt der Geburt bei etwa 20% der Mutter
Plasmodium falciparum mikroskopisch im Blut nachweisen (Luty, personliche
Mitteilung).
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Abbildung 3: Karte von Gabun
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2.1.3 Studiengruppe

Im Zeitraum zwischen Oktober 2000 und April 2001 wurden bei 227 Patientinnen, die
sich auf der Entbindungsstation des Albert-Schweitzer-Krankenhauses einfanden, eine
mikroskopische Malariadiagnostik durchgefihrt.

Einschlusskriterien zur Durchfiihrung der Bindungs-Assays waren der Nachweis von
Plasmodium falciparum, eine Parasitimie > 1000/ul sowie die schriftliche
Einverstandniserklarung der Patientin (bei Minderjahrigen zusatzlich
Einverstandniserklarung eines Erziehungsberechtigten).

Als Kontrollgruppe wurden 15 nichtschwangere Malariapatienten in die Studie
aufgenommen. Einschlusskriterien waren eine Parasitdmie >1000/ul, keine vorherige
Gabe von wirksamen Malariamedikamenten sowie die Einwilligung eines

Erziehungsberechtigten.

2.2  Durchflihrung der Studie
2.1.2 Schematischer Ablauf
Folgende Arbeitsschritte wurden vor und nach der Entbindung durchgefiihrt (rechts ist

der zeitliche Verlauf in Stunden angegeben, Zeitpunkt der Geburt 0 h):

e Aufklarung und Einverstandnis, Anamnese und
klinische Untersuchung

e Probenentnahme Oh

e Aufbereitung der Proben, mikroskopische 0.5h
Malariadiagnostik. Dokumentation der
Patientendaten

e Durchfiihrung der Bindungs-Assays mit 1-3 h
Erythrozyten aus der Plazenta

e Kaultivierung der peripheren Erythrozyten, 1-36 h
Kontrolle der Parasitenstadien

e Durchfiihrung der Bindungs-Assays mit 12-36 h
Erythrozyten aus dem peripheren Blut

e Auszdhlung der Bindungs-Assays
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2.1.3 Probenentnahme
Unmittelbar nach der Geburt wurde aus folgenden Kompartimenten Blut in Heparin-

behandelte Rohrchen (15 I.U. Lithium-Heparin-S-Monovette®, Sarstedt) entnommen:

a) Peripheres Blut aus einer Armvene der Mutter
b) Blut aus der mutterlichen Seite der Plazenta

¢) Nabelschnurblut (Vena umbilicalis)

Zur Abnahme des Peripherblutes wurden die Ublichen Techniken zur Punktion
peripherer Venen angewandt (Drews, 1998). Zur Blutentnahme aus der Vena
umbilicalis wurde die Nabelschnur etwa 5-10 cm uber dem Abgang mit 70% Ethanol
gereinigt. AnschlieRend wurde in die Vena umbilicalis in einem Winkel von etwa 30°
eingestochen. War eine Blutentnahme an dieser Stelle aufgrund der einsetzenden
Gerinnung nicht mehr maéglich, wurde versucht, Blut aus den zufiihrenden Gefalien auf
der fetalen Plazentaoberflache zu gewinnen.

Zur Blutentnahme aus der Plazenta wurde mit einem sterilen Skalpell die Dezidua auf
der matterlichen Seite aufgetrennt und die Plazenta durch mehrere, etwa 0,5 cm tiefe,
parallele Schnitte zur Blutung angeregt. Durch leichte Kompression wurde das Blut aus
der Plazenta gedriickt. Das abtropfende Blut wurde in einer mit Heparin vorbehandelten

Petrischale (& 15 cm, Greiner) gesammelt.
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Abbildung 4: Blutentnahme an Plazenta und Nabelschnur

a) Plazenta (fetale Seite) mit Einstichstelle in die V. umbilicalis (Pfeil) und in ihre
zufiihrenden Gefalle auf der Plazentaoberflache (gestrichelter Pfeil).

b) Plazenta (maternale Seite) mit Schnittfihrung (gestrichelte Linien).
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2.2.3 Diagnose

Fur die Diagnose der Malaria tropica sowie die quantitative Bestimmung der Parasiten
wurde Blut aus allen drei obengenannten Kompartimenten im ,Dicken Tropfen*
(Kremsner et al., 1988) mikroskopisch untersucht. Dazu wurde 10 pl Heparin-Vollblut
auf ein 10x18 mm grofRes Feld eines Objekttragers gleichméflig ausgebracht. Zum
Trocknen wurde der Objekttrager in den Trockenschrank gelegt. AnschlieBend wurde
der Dicke Tropfen lber 20 Minuten in Giemsa-Losung geféarbt. Die Giemsa-Ldsung
wurde alle vier Stunden neu aus einer konzentrierten Stocklésung und
Titrisolphosphatpuffer (pH 7,2) im Verhaltnis 1:5 hergestellt und durch Papier filtriert.
Nach der Farbung wurde der Objekttrager vorsichtig in Wasser gespilt und erneut
getrocknet. Unter Olimmersion wurden bei 1000-facher VergroBerung je 100
Gesichtsfelder durchgemustert. Die Anzahl der Parasiten auf 100 Gesichtsfeldern wurde
mit dem flr das Mikroskop spezifischen Umrechnungsfaktor (6) multipliziert und so die
Parasitdmie pro Mikroliter errechnet. Die Detektionsschwelle dieser Methode liegt bei
etwa flnf Parasiten pro Mikroliter.

Zur Stadienbestimmung der Parasiten sowie zur Parasitdmiebestimmung in Prozent
(prozentualer Anteil der infizierten Erythrozyten an der Gesamterythrozytenzahl) wurde
zusatzlich ein  Ausstrich angefertigt. Dazu wurden etwa 1-2 ul Vollblut oder
Erythrozyten auf einen Objekttrager aufgetragen und mit einem zweiten Objekttréager
ausgestrichen. Danach wurde das Préparat fur 30 Sekunden in Methanol fixiert,
getrocknet und anschlieBend fiir 30 Minuten in Giemsa-Ldsung (siehe oben) gefarbt.
Unter 1000-facher VergroRerung wurde durch Auszahlung von 2000 Erythrozyten der
prozentuale Anteil infizierter Erythrozyten bestimmt.
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2.2.4 Verarbeitung und Kultivierung der Parasiten

Das Blut wurde 10 Minuten bei 560g zentrifugiert. Die Erythrozyten wurden mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die mononukledren Zellen  mittels Ficoll-
Zentrifugation entfernt. Dazu wurde auf die Erythrozyten 6 ml Ficoll (Gibco BRL)
sowie 6 ml Phosphate-buffered Saline (PBS) gegeben und 15 Minuten bei 5609
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Erythrozyten erneut
zweifach in PBS gewaschen. Die so aufbereiteten Erythrozyten wurden nun zur
Kultivierung (Peripherblut) oder zu den Bindungs-Assays verwendet.

Zur Kultivierung wurden 1 ml der Erythrozyten in 20 ml RPMI Medium (Gibco BRL)
gegeben, das mit 50 pg/ml Hypoxanthin, 2 mM HEPES (N-2-Hydroethylpiperazine-N"-
2-Ethan-Sulfonsédure), NaHCO3, Glutamax, 5% Albumax Il, 2% humanem AB-Serum
sowie 2,5 pg/ml Gentamicin angereichert worden war. Die Kultur wurde in Petrischalen
(& 10 cm, Falcon 1005) bei 37° C in einer durch handelsiibliche Kerzen erzeugten
Atmosphére (1% 02, 4% CO2, 95% N2) inkubiert und alle vier Stunden mittels
Ausstrich kontrolliert. Der Reifegrad einer Kultur wurde durch Auszahlung von bis zu
100 Parasiten bestimmt. Bei einem pH von 7,36 und einem Hamatokrit von 5% lag die
Kultivierungszeit, abhdngig vom Reifegrad der Parasiten, zwischen 12 und 36 Stunden.
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2.2.5 Die Bindungs-Assays

2.2.5.1 Schematischer Aufbau

In den statischen Bindungs-Assays wurden die qualitativen und quantitativen
Bindungseigenschaften von infizierten Erythrozyten in vitro untersucht.

Dazu wurden folgende Arbeitsschritte durchgefihrt:

e Inkubation der Petrischalen mit den Rezeptoren, Waschschritt

e Blocken der Bindungsstellen mit BSA (Bovine Serum Albumin)

e Inkubation der Petrischalen mit Patienten-Erythrozyten

e Entfernen der nichtgebundenen Erythrozyten durch Waschschritte.
e Fixierung der gebundenen Erythrozyten mit Glutaraldehyd.

e Farbung mit Giemsa.

e Mikroskopische Untersuchung der Petrischalen.

Die einzelnen Schritte werden im folgenden beschrieben.

2.2.5.2 Vorbereitung

Auf der Rickseite einer Petrischale (& 6 cm, Falcon 1061) wurden mit einem nicht
wasserloslichen Stift pro Rezeptorlosung je 2 Versuchsfelder von etwa 1 cm
Durchmesser eingekreist. Folgende Rezeptoren wurden verwendet: CSA, HA, sowie als
Negativkontrollen Heparin, Heparansulfat und Chondroitinsulfat B (CSB) (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen).

Die Rezeptoren wurden zu je 10 ul in einer Konzentration von 100 pug/ml (CSA, HA,
Heparin, Heparansulfat und CSB) auf die jeweiligen Versuchsfelder aufgetragen und
bei Raumtemperatur fir 60 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde zur Blockierung
der Bindungsstellen 4 ml 1% Bovine Serum Albumin (BSA) - PBS (mit 0,05%
Natriumazid und 27 pg/ml Gentamicin angereichert) in die Petrischalen gegeben. Bei
einer Temperatur von 4° C konnten die Platten vier Tage lang zur Verwendung gelagert

werden.
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2.2.5.3 Durchfuhrung

Die aus der Plazenta gewonnenen Parasiten wurden - da Uberwiegend im spaten
Trophozoiten- und Schizontenstadium befindlich -  unmittelbar nach den oben
beschriebenen Wasch- und Trennschritten (siehe 2.2.4) fir die Bindungs-Assays
verwendet. Die aus dem Peripherblut gewonnenen Parasiten hingegen wurden zuvor bis
zum Erreichen des spaten Trophozoitenstadiums wie oben beschrieben kultiviert.

Zur  Durchfihrung der Bindungs-Assays wurden die Erythrozyten mit
natriumkarbonatfreiem, glukosehaltigem RPMI Medium (Biochrom KG, Berlin) auf
einen Hamatokrit von 5% verdinnt. Nun wurden 2 ml dieser Suspension vorsichtig in
die vorbereitete Petrischale gegeben und fir 60 Minuten bei 37° C und einem pH von
6,9 inkubiert. Im Abstand von 10 Minuten wurden die abgesunkenen Erythrozyten
durch leichte Schiittelbewegungen suspendiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen und die abgesunkenen Erythrozyten durch vorsichtige Zugabe von 2 ml
RPMI Medium unter leichten, standardisierten Schwenkbewegungen abgewaschen.
Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Zur Fixierung wurde nun fir 30
Minuten 2 ml 2%ige Glutaraldehydlosung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zugegeben.
Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die fixierten Zellen schlieRlich mit
2 ml gefilterter Giemsa-Ldsung angefarbt (60 Minuten). Farbriickstande wurden mit

destilliertem Wasser entfernt.
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Abbildung 5: Darstellung ausgewéhlter Diagnostik- und Arbeitsschritte
Plasmodium falciparum, Stadien: Ringform (1), reifer Trophozoit (2), Schizont (3),

rupturierender Schizont (4)
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2.2.5.4 Auswertung

Unter 10-facher VergroRerung wurden nun pro Rezeptorfeld acht Felder & 1 mm?
ausgezahlt und die durchschnittliche Anzahl fixierter Erythrozyten pro mm? bestimmt.
Davon wurde die durchschnittliche Anzahl der Erythrozyten, die unmittelbar aufl3erhalb
der Rezeptorfelder gebunden hatten, abgezogen. Die so erhaltenen Werte wurden als
Rohwerte bezeichnet. Das Bindungsnhiveau wurde fir eine Standardparasitamie ermittelt
(100000/pl). Dazu wurde die Parasitdmie des jeweiligen Isolates durch 100000 geteilt,
dieser Wert als Bindungsfaktor bezeichnet und der Rohwert damit multipliziert.

2.2.6 PCR-gestutzte Diagnose einer Nabelschnurblutinfektion

Das unmittelbar nach der Geburt entnommene Nabelschnurblut wurde, wie oben
beschrieben, in seine Bestandteile aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Erythrozyten
zu je 100 pl eingefroren und bei — 80°C flr die spatere Verwendung gelagert.

Zur DNS-Extraktion wurde ein im Fachhandel erhaltliches Set verwendet (QlAamp
DNA Blood Mini Kit, Quiagen). Die einzelnen Arbeitsschritte wurden gemaR
Herstellerinformation durchgefiihrt.

Zur Durchfiihrung der PCR wurde DNS verwendet, die aus 2-5 pl der verwendeten
Erythrozyten gewonnen wurde. Fir den Nachweis Plasmodium-spezifischer DNS
wurden gut etablierte, in der Literatur beschriebene single- und nested PCR-Prozeduren
angewendet (Contamin et al., 1995; Ntoumi et al., 1995). Dabei wurden Sequenzen von
Genen amplifiziert, die fur die Oberflachenantigene MSP-1 und MSP-2 von
Plasmodium falciparum kodieren. MSP-1-kodierende DNS wurde in einem ersten
Arbeitsschritt mittels den Primern T5 und T6 amplifiziert. Da die so isolierte DNS
Polymorphismen aufweist, wurde zum sensitiveren Nachweis in einem zweiten
Arbeitsschritt die so gewonnene DNS auf das Vorhandensein der Allele K1, MAD20
und RO33 untersucht (nested PCR). Zum Nachweis MSP-2-kodierender DNS wurden,
analog zum Vorgehen bei MSP-1, zuerst mittels den Primern 1 und 4 eine Region des
MSP-2-Genes amplifiziert, in der dann in einer zweiten PCR die Allele FC27 und 3D7
nachgewiesen wurden. Diese VVorgehensweise hat den Vorteil, dass durch den Nachweis
verschiedener Allele unterschiedliche Parasitenfamilien erfasst werden und so die

Sensitivitat als sehr hoch anzusehen ist.
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Die so amplifizierte DNS wurde auf mit Ethidiumbromid geférbtes, 1,5%igen
Agarose-Gel (SeaKem, Sigma) aufgebracht und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Die
Auswertung der Gelplatten wurde unter ultraviolettem Licht vorgenommen. Ein
Vorhandensein spezifischer DNS wurde angenommen, wenn mindestens eine
Allelfamilie pro lIsolat nachgewiesen werden konnte und die Bandenldnge mit der
erwarteten,  Allel-spezifischen Bandenldnge der verwendeten Positivkontrolle
ubereinstimmte. Als Positivkontrolle wurde DNS der Parasitenfamilien K1, 7G8, HB3,
3D7 und FC27 verwendet.

2.2.7 Behandlung der Patienten

Patientinnen mit nachgewiesener Plasmodium falciparum-Infektion ohne Kklinische
Symptome wurden im Wochenbett Gberwacht und ggf. behandelt. Patientinnen mit
milder Malaria wurden oral mit Chinin tber sieben Tage behandelt (3 x 500 g pro Tag).
Patientinnen mit schwerer Malaria wurden stationdr behandelt. Sie erhielten zunéchst
710 mg Chininhydrochlorid pro kg Korpergewicht i.v. tiber 30 Minuten. Anschliel3end
wurde eine zweite Infusion Chininhydrochlorid mit 10 mg/kg Uber 4 Stunden

verabreicht. Als Erhaltungsdosis wurden 10 mg/kg alle 8 Stunden gegeben .

2.2.7 Statistische Auswertung

Die Datenerhebung erfolgte handschriftlich auf vorbereitete Studiendatenblatter. Nach
Abschluss der Probenverarbeitung wurden die so erganzten Daten in eine FileMaker-
Datenbank (FileMaker Inc., USA) aufgenommen. Die statistische Auswertung wurde in
JMP 4.0 (SAS Institute Inc., USA) vorgenommen.

Fur normalverteilte Daten wurde der t-Test fur unverbundene Stichproben verwendet.
Bei Daten, die keine Normalverteilung aufwiesen, kam als nicht-parametrisches
Testverfahren der Mann-Whitney U Test zur Anwendung. Zur Auswertung dichotomer
Merkmale zwischen und innerhalb von Gruppen wurden je nach Stichprobenumfang der
Chi®-Test bzw. der Fishers Exact Test verwendet. Eine Signifikanz wurde bei allen

Tests bei einem P <0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1  Patientenkollektiv

Im Zeitraum von Oktober 2000 bis April 2001 wurden 227 schwangere Frauen in die Studie
aufgenommen. Bei 45 (20%) Frauen lag eine Infektion mit Plasmodium falciparum vor, in
einem Fall wurde eine Nabelschnurinfektion mikroskopisch gesichert. Davon konnten 28
Isolate aus dem Plazentablut und 21 Isolate aus dem Peripherblut der Mutter auf ihr
Bindungsverhalten getestet werden. Einschlusskriterium hierbei war eine Parasitdmie
>1000/ul. Der Analyse des Bindungsverhaltens (ab Kapitel 3.2) wurden allgemeine
Betrachtungen zu Alter, Paritdt, Geburtsgewicht, Parasitimie und h&matologischen
Parametern vorangestellt (Kapitel 3.1). Hierbei wurden die Daten aller aufgenommenen
Frauen (n = 227) verwendet.

3.1.1 Altersverteilung

Das Durchschnittsalter der 227 Frauen lag bei 23,8 Jahren. Das Durchschnittsalter in der
Gruppe der Infizierten betrug 22,2 Jahre und unterscheidet sich signifikant (P = 0,018) vom
Alter der Nichtinfizierten (24,2 Jahre, siehe Tabelle 2).

3.1.2 Entbindungen

Unter den 227 Frauen befanden sich 84 Erstgebarende, 40 Zweitgebérende und 103 Dritt- und
Mehrgebarende. In der Gruppe der Infizierten war der prozentuale Anteil der Erst- und
Zweitgebérenden hoher als in der Gruppe der Nichtinfizierten, jedoch ist dieser Unterschied
nicht signifikant (siehe Tabelle 2).

Betrachtet man die Anzahl der Infektionen bezuglich der Paritdt (Erstgebarende,
Zweitgebérende, Mehrgebarende), so wies die Gruppe der Zweitgebarenden mit 27,5% die
héchste Infektionsrate auf, gefolgt von der Gruppe der Erstgebarenden mit 22,6%. In der
Gruppe der Mehrgebérenden fanden sich mit 14,6% deutlich weniger Infektionen (P = 0,067,
siehe Abbildung 6).
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3.1.3 Geburten, Geburtsgewicht, Geburtslange

Insgesamt 234 Kinder wurden von den Frauen zur Welt gebracht, es gab sieben
Zwillingsgeburten. In 15 Fallen wurde durch Kaiserschnitt entbunden. Drei Kinder verstarben
wahrend oder unmittelbar nach der Geburt. Alle drei Félle waren mit maternaler Malaria
assoziiert: In einem Fall (Nr. 233) konnte Plasmodium falciparum sowohl im mutterlichen
Blut als auch im Nabelschnurblut nachgewiesen werden. Im zweiten Fall (Nr. 179) wurden
Parasiten in der Plazenta nachgewiesen. Die Mutter des dritten Kindes (Nr. 271) wurde einen

Monat vor der Geburt wegen Malaria ambulant mit Chinin behandelt.

Abbildung 6: Anzahl der Infektionen nach Paritat
Anzahl der Infektionen schwarz markiert, Vergleich der Erst- und Zweitgebarenden mit der
Gruppe der Mehrgebarenden: P 0,067 (Chi?-Test).
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Tabelle 2: Ubersicht Patientenkollektiv

Arithmetischer Mittelwert fir Alter und Geburtsgewicht,  angegeben ist jeweilige
Standardabweichung + SD, Prozentwerte (%) beziehen sich auf die jeweilige Spalte. GG =
Geburtsgewicht, SS = Schwangerschaft.

* Mann-Whitney U Test fur Alter, Entbindungen, t-Test fir Geburtsgewicht und
Geburtslange, Chi®-Test fir Entbindungen und Geburtsgewicht, NS = nicht signifikant.

Gesamt P. falc. positiv p* P. falc. negativ
Anzahl Geburten 227 45 182
Alter in Jahren 23,8164 222+7,0 0,0175 24,2+6,3
Entbindungen 227 (100) 45 (100) 182 (100)
Erstgebarende 84 (37) 19 (42) & 65 (36)
Zweitgebérende 40 (18) 11 (24) 29 (16)
Mehrgebarende 103 (45) 15 (34) 88 (48)
Geburtsgewichting 2955 + 577 2755 + 691 0,009 3006 535
GG nach Paritatin g
Erstgebarende 2765 + 560 2524 + 753 0,031 2842 + 467
Zweitgebdarende 2945 + 601 2741 + 610 0,190 3020 +591
Mehrgebérende 3106 £ 577 3057 + 578 0,710 3114 +537
Geburtslangeincm 49,4 +£0,2 484+ 04 0,004 49,6%0,2
Geburtsgewicht
> 25009 191 (81,6) 31 (68,9) . 157 (83,1)
< 25009 40 (17,1) 12 (26,7) 31 (16,4)
< 15009 3(1,3) 2(4,4) 1(0,5)
P. falc. Infektion
wahrend SS 41 (18) 19 (42) 22 (13)

(dokumentiert)
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Das durchschnittliche Geburtsgewicht der Neugeborenen (n = 234) lag bei 2955 g. In der
Gruppe der Infizierten betrug das durchschnittliche Geburtsgewicht 2755 g und unterscheidet
sich damit signifikant vom Geburtsgewicht in der Gruppe der Nichtinfizierten (3006 g, P =
0,009). Die Differenz der Mittelwerte lag somit bei 251 g.

Eine genauere Betrachtung unter Berticksichtigung der Paritét ergab signifikante Unterschiede
im Geburtsgewicht in der Gruppe der Erstgebédrenden. In den Gruppen der Zweit- und
Mehrgebarenden ist dieser Unterschied nicht mehr signifikant.

Eine géangige Einteilung nach dem Geburtsgewicht unterscheidet Neugeborene unabhéangig
vom Gestationsalter in Normalgewichtige (Geburtsgewicht > 2500 g), LBW-Infants (low
birth weight, Geburtsgewicht < 2500 g) und VLBW-Infants (very low birth weight,
Geburtsgewicht < 1500 g). In 191 von 234 Féllen lag das Geburtsgewicht uber 2500g. 40
fielen in die Gruppe der LBW, lediglich drei in die Gruppe der VLBW. Der prozentuale
Anteil der LBW/VLBW:-Infants in der Gruppe der Infizierten betrug 31,2% und unterscheidet
sich damit deutlich von dem Anteil in der Gruppe der Nichtinfizierten (17%, OR 2,2, 95%-
Konfidenzintervall 1,05-4,60, siehe Tabelle 2).

Die durchschnittliche Geburtslange der Neugeborenen lag bei 49,4 cm. In der Gruppe der
Infizierten betrug die durchschnittliche L&nge 48,4 cm und unterscheidet sich signifikant von
der Léange in der Gruppe der Nichtinfizierten (49,6 cm, P = 0,004).

Bezlglich der Schwangerschaftsdauer konnten wegen mangelnder Dokumentation auf der
Entbindungsstation nur liickenhafte Daten erhoben werden.

Bei der Betrachtung des Geschlechts der Neugeborenen Uberwog in der Gruppe der

Infizierten der prozentuale Anteil weiblicher Neugeborener leicht.

34



Kapitel 3 - Ergebnisse

3.1.4 Parasitamie

In der Gruppe der Infizierten (n = 45) lag in 39 Féllen eine Doppelinfektion (Plazenta und
peripheres Blut) vor. In drei Féallen war nur die Plazenta infiziert, in zwei Féllen konnten
ausschlieRBlich im peripheren Blut Plasmodien nachgewiesen werden. Lediglich in einem Fall
(Nr. 233) waren neben der Plazenta und dem peripheren Blut auch das Nabelschnurblut
infiziert.

Vergleicht man in der Gruppe der Infizierten die Parasitdmie in der Plazenta mit der des
peripheren Blutes, so ergeben sich fur die Plazenta signifikant hohere Werte (P = 0,037, siehe
Tabelle 3). In 34 von 40 Fallen war die Parasitdmie in der Plazenta hoher als im peripheren
Blut. In lediglich vier Féllen lag die Parasitdmie im peripheren Blut héher als in der Plazenta,
in zwei Fallen wurden gleiche Werte ermittelt.

Betrachtet man die H6he der Parasitdmie in den Paritatsgruppen, so finden sich in der Gruppe
der Zweitgebarenden - sowohl in der Plazenta als auch im peripheren Blut - die hdchsten
Werte (siehe Tabelle 4). Dieser Unterschied zwischen den Paritatsgruppen ist jedoch nicht
signifikant.

Zur besseren Ubersicht der Haufigkeitsverteilung der Parasitamie wurden Klassen gebildet
(siehe Tabelle 5) und diese in Histogrammform (Abbildungen 7a/7b) dargestellt.
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Tabelle 3: Parasitamie Plazentablut vs. Peripherblut
Parasitdmie in Parasiten/pl, * P ist berechnet nach dem Wilcoxon-Test flr Paardifferenzen.

Parasitamie Plazentablut (n = 43) p* Peripherblut (n = 42)
Geometrisches Mittel 6256 0,027 2020

Median 3600 2450

(Spanne) (200 - 1 373 000) (18 — 117 250)

Tabelle 4: Parasitdmie nach Paritat
Parasitdmie in Parasiten/pl, Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant.

Erstgebarende Zweitgebarende Mehrgebéarende
(n=19) (n=11) (n=15)
Plazentablut
Geometrisches Mittel 7144 11938 3174
Median 3800 23 100 2800
(Spanne) (250 - 1 373 000) (200 - 1 012 000) (400 - 83 750)
Peripherblut
Geometrisches Mittel 1601 5480 1222
Median 2600 8000 950
(Spanne) (18 - 117 000) (200 - 78 000) (50 - 117 250)
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Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung Parasitamie
Parasitdmie in Parasiten/pl, eingeteilt in Klassen A - D

A B C D
Unter 1000 1001-10000 10001 -100000 100001 -1 500 000

Plazentablut

11 16 10 6
(n=43)
Peripherblut
18 14 7 3
(n=42)

Abbildung 7a: Haufigkeitsverteilung Parasitamie in der Plazenta

Anzahl

Abbildung 7b: Haufigkeitsverteilung Parasitdmie im peripheren Blut
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3.1.5 Hamatologische Parameter

Bei Geburt wurden im Peripherblut der Mutter Hamatokrit, Hdmoglobin, Thrombozyten,
Leukozyten sowie der prozentuale Anteil von mononukledren Zellen (MNZ) und
Granulozyten an der Leukozytenzahl bestimmt. Beim Vergleich der Parameter beziiglich dem
Vorliegen einer Infektion mit Plasmodium falciparum ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede (siehe Tabelle 6a). Untersucht man jedoch die Gruppen auf das Auftreten von
Andmien (hier definiert als Hamatokrit < 25%), so weist die Gruppe der Infizierten mit 24%
ein deutlich hoheres Risiko auf als die Gruppe der Nichtinfizierten (13%, OR 2,35, 95%-
Konfidenzintervall 1,04-5,30, siehe Tabelle 6b). Es fand sich keine Assoziation zwischen

Malariainfektion und schwerer Anamie (hier definiert als Hamatokrit < 15%, Hb < 5g/dl).

Tabelle 6a: Hamatologische Parameter
Dargestellt als Mittelwerte, Standardabweichung angegeben als £ SD, MNZ = mononukleére
Zellen, * P berechnet nach Mann-Whitney U Test, NS = nicht signifikant

P. falc. Positiv p* P. falc. negativ
Hamatokrit, % 30,0+5,9 NS 31,9 +6,2
Hamoglobin, g/di 99+23 NS 104 +£20
Leukozyten, x10%/pl 11,1+ 3,0 NS 11,775
MNZ, % 258+55 NS 278+59
Granulozyten, % 74,0+ 10,5 NS 72,0+ 11,0
Thrombozyten, x10%/pl 217 + 108,7 NS 226 £ 73,3

Tabelle 6b: Haufigkeitsverteilung Anamie
Andmie definiert als Hamatokrit < 25%, Prozentwerte (%) beziehen sich auf die jeweilige
Spalte (n = 100%). * P berechnet nach Chi?-Test.

P. falc. Positiv P* P. falc. negativ

(n = 45) (n =182)
Hamatokrit < 25% 11 (24) 0.09 22 (13)
Hamatokrit > 25% 34 (76) 160 (87)
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3.2 Auswertung der Bindungs-Assays

3.2.1 Adhéarenz an den verschiedenen Rezeptoren

Untersucht wurde das Bindungsverhalten der Isolate aus der Plazenta (Plazentablut, n = 28)
und dem peripheren Blut der Mutter (Peripherblut Mutter, n = 21). Als Kontrollgruppe
wurden Isolate aus dem peripheren Blut von Schulkindern mit Malaria auf ihr
Bindungsverhalten untersucht (Peripherblut Schulkinder, n = 15). Berlcksichtigt wurden nur
Isolate, deren Parasitimie > 1000/ul betrug, da bei niedrigen Parasitdimien mit falsch-
negativen Ergebnissen gerechnet werden mufl (Newbold et al., 1995) und in vorausgehenden
Testreihen bei einer Parasitamie < 1000/pl vermehrt falsch-negative Ergebnisse beobachtet
wurden (Khattab, personliche Mitteilung).

In Abbildung 8 wird fir diese drei Gruppen die Prozentzahl derjenigen Isolate dargestellt, die
an einen der zwei untersuchten Rezeptoren gebunden hat. Dazu wurden Rohdaten betrachtet,
d.h. ausgezihlte infizierte Erythrozyten pro mm? abziiglich der Negativ-Kontrolle. Eine
signifikante Bindung wurde angenommen, wenn die Zahl der gebundenen Erythrozyten/mm?
> 5 war.

Es zeigte sich eine signifikante Bindung der Isolate an CSA sowohl im Plazentablut als auch
im Peripherblut der Mutter, wobei der prozentuale Anteil der adhdrierten Isolate im
Peripherblut der Mutter tiberwog (Peripherblut Mutter 67%, Plazentablut 43%, P = 0,09, Chi*
Test). Ein kleinerer Anteil der Isolate adharierte an HA, wobei auch hier der prozentuale
Anteil im Peripherblut der Mutter hoher ist als im Plazentablut (Peripherblut Mutter 57%,
Plazentablut 32%, P = 0,07, Chi>-Test). In der Kontrollgruppe konnte weder Bindung an CSA
noch an HA festgestellt werden.

Die Isolate aus dem Plazentablut zeigten in neun Fallen Bindungsverhalten sowohl zu CSA
als auch HA, in drei Fallen wurde lediglich an CSA gebunden. Ein ausschlieflich HA-
bindender Phenotyp wurde nicht beobachtet. Ahnliches Bindungsverhalten lag im
Peripherblut der Mutter vor: EIf Isolate zeigten einen sowohl CSA- als auch HA-bindenden
Phenotyp, drei Isolate banden nur an CSA, wohingegen ein ausschliel}lich an HA bindender
Phenotyp auch hier nicht beobachtet wurde (siehe Tabelle 8a).

Ein direkter Vergleich der Bindungseigenschaften zwischen lIsolaten, die aus der gleichen
Patientin gewonnen wurde, war in 21 Féllen madglich. In elf Féllen wurde eine signifikante
Bindung sowohl im Plazentablut als auch im Peripherblut festgestellt, in einem Fall
beschrankte sich das Bindungsverhalten auf das Plazentablut. Dreimal konnte lediglich im
Peripherblut eine signifikante Bindung festgestellt werden (siehe Tabelle 8b).
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Tabelle 7: Rohdaten der Isolate aus Plazentablut und Peripherblut

Alle Isolate mit einer Parasitdmie > 1000/ul, die auf ihr Bindungsverhalten untersucht
wurden. Angegeben ist die Anzahl der infizierten Erythrozyten pro mm? Rezeptorflache
abzlglich der Negativ-Kontrolle. Geometrisches Mittel fur Parasitamie, Median fir
Rezeptorbindung, (Spanne).

Rezeptorbindung

Isolat Parasitamie in pl CSA HA
Plazentablut

156 1080 0 0
165 11000 0 0
170 3100 0 0
171 3600 0 0
172 23100 0 0
174 143100 90 428
179 4100 0 0
181 3200 0 0
185 1500 0 0
196 1600 0 0
197 9900 0 0
204 3500 0 0
205 68000 560 574
212 165300 83 52
213 7500 0 0
218 43200 0 0
220 80000 48 14
233 26000 270 62
238 275600 4858 899
245 83750 6 0
256 26600 5 0
265 1012000 633 90
272 1500 0 0
273 11500 0 0
277 2600 0 0
281 288000 1037 52
310 19500 6 0
337 1373000 1061 22
Geometrisches Mittel/Median 19135 (1080-1373000) 180 (5-4858) 62 (14-899)
Peripherblut Mutter

165 2700 0 0
170 2500 14 16
171 3000 0 0
172 27300 0 0
174 75600 0 0
181 6000 0 0
197 2400 0 0
205 3000 9 8
212 81200 230 66
213 2500 70 22
218 21600 100 33
220 115000 1364 897
233 2600 196 59
238 2600 164 26
245 117250 192 105
256 24700 225 102
265 78100 189 48
273 8000 0 0
281 117000 484 91
310 3900 11 0
337 49400 22 0
Geometrisches Mittel/Median 13010 (2400-117250) 177 (11-1364) 54 (8-897)

40



Kapitel 3 - Ergebnisse

Abbildung 8: Prozentzahl der adhérierten Isolate an CSA und HA
Rohdaten, Plazentablut (n=28), Peripherblut Mutter (n=21), Peripherblut Schulkinder (n=15),
in der Héaufigkeitsverteilung. P=0,09
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Tabelle 8a: Bindungsverhalten der Isolate aus Plazenta und Peripherblut

Anzahl der adhdrierten Isolate mit entsprechendem Phenotyp

Isolate Plazentablut

Isolate Peripherblut

(n=28) (n=21)
Bindungsverhalten
CSA und HA 9 12
CSA 3 2
HA 0 0
Kein Bindungsverhalten 16 7

Tabelle 8b: Direkter Vergleich
Peripherblut

der Bindungseigenschaften aus Plazentablut und

Anzahl der Isolate aus gleicher Patientin (n =21)

Bindungsverhalten
Plazentablut und Peripherblut
Nur Plazentablut

Nur Peripherblut

Kein Bindungsverhalten

11
1
3
6
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3.2.2 Quantitative Auswertung

Fir die quantitative Analyse der Bindungswerte wurden die Rohdaten auf eine Standard-
parasitdamie von 100000/pl korrigiert. Berlcksichtigt wurden dabei 28 Isolate aus dem
Plazentablut und 21 Isolate aus dem Peripherblut (siehe oben).

Der Vergleich der so ermittelten Bindungsniveaus zwischen CSA (n=49) und HA (n=49)
ergab einen Trend zu hoheren Werten bei CSA (siehe Tabelle 9b, P = 0,2). Betrachtet man die
Bindungsniveaus der zwei Gruppen fir CSA, so liegt das Bindungsniveau im Peripherblut
signifikant tiber dem des Plazentablutes (siehe Tabelle 9a, P = 0,016). Ahnlich deutlich wurde
dieser Unterschied fur das Bindungsniveau von HA beobachtet (siehe Tabelle 9a, P = 0,024).
Der Vergleich der Bindungsniveaus von HA und CSA innerhalb einer Gruppe ergab hohere
Werte fur CSA in beiden Gruppen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (siehe
Tabelle 9a, Plazentablut P = 0,27, Peripherblut P = 0,14).

Tabelle 9a: Vergleich der rezeptor-spezifischen Bindungsniveaus nach Gruppe
Arithmetischer Mittelwert der Anzahl gebundener Erythrozyten pro mm? Rezeptorflache, bei
korrigierter Parasitamie (100000/ul), Standardabweichung angegeben als = SD.

* P ist berechnet mittels Mann-Whitney U Test, NS = nicht signifikant.

Isolate Plazentablut P*  Isolate Peripherblut
(n=28) (n=21)

CSA

Arithmetischer Mittelwert 156 + 400 0,016 1024 + 2070

(Spanne) (0-1763) (0-7538)

p* NS NS

HA

Arithmetischer Mittelwert 64 + 178 0,024 320 % 552

(Spanne) (0-844) (0-2269)

Tabelle 9b: Vergleich der rezeptor-spezifischen Bindungsniveaus nach Rezeptor
Arithmetischer Mittelwert der Anzahl gebundener Erythrozyten pro mm? Rezeptorflache, bei
korrigierter Parasitdmie (100000/ul), Standardabweichung angegeben als + SD.

* P ist berechnet mittels Mann-Whitney U Test, NS = nicht signifikant.

CSA p* HA

(n=49) (n=49)
Arithmetischer Mittelwert 528 + 1437 NS 173 £ 401
(Spanne) (0-7538) (0-2269)
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3.2.3 Auswirkungen des Bindungsverhaltens

Um die Frage zu beantworten, ob die Fahigkeit der Plasmodien zur Adhdrenz Auswirkungen
auf verschiedene, Kklinisch wichtige Parameter hat, wurde ein Vergleich zwischen
Patientinnen, bei denen Adhdrenz beobachtet wurde und solchen, bei denen keine Adhé&renz
auftrat, vorgenommen. Dabei fielen Patientinnen, die in mindestens einem Kompartiment
Plasmodien mit signifikanten Bindungseigenschaften aufwiesen, in die Gruppe Bindung +
(n=15), alle anderen in die Gruppe Bindung — (n=13). Es wurden nur die Daten von den
Patientinnen herangezogen, deren Parasitdmie in mindestens einem Kompartiment tber
1000/ul  betrug (n=28). In der Betrachtung bericksichtigt wurden Parasitamie,
Geburtsgewicht, Alter und Paritat, Hamatokrit und das Vorliegen einer durch PCR
diagnostizierten Nabelschnurblutinfektion.

In der Gruppe Bindung + lag die Parasitdmie im Plazentablut mit durchschnittlich 75937/ul
deutlich Uber der Parasitdmie in der Gruppe Bindung — (3900/ul, P < 0,0001, siehe Tabelle
10a). Dieser Unterschied war im Peripherblut &hnlich ausgepragt (Bindung + 18460/ul,
Bindung —1289/ul, P = 0,0029, siehe Tabelle 10a).

Bezliglich des Hamatokrits wies die Gruppe Bindung —signifikant héhere Werte auf (Bindung
+ 27,3%, Bindung —31,9%, P = 0,038, siehe Tabelle 10a).

Bei der Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von
Bindungseigenschaften und dem Nachweis einer Nabelschnurinfektion konnte eine Haufung
von Nabelschnurinfektionen in der Gruppe Bindung + aufgezeigt werden (P = 0,04, Chi’-
Test, siehe Tabelle 10b).

Die Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer
Nabelschnurblutinfektion und der Hohe der Parasitdmie in der Plazenta erbrachte dagegen
keine signifikanten Unterschiede (Parasitdmie Plazenta Nabelschnurblut + (n = 10) zu
Parasitdmie Plazenta Nabelschnurblut - (n = 18), P = 0,45, Mann-Whitney U Test).
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Tabelle 10a: Vergleich der Gruppen Bindung + und Bindung —

Einteilung der Patientinnen (n = 28) nach Vorliegen signifikanten Bindungsverhaltens in
mindestens einem Kompartiment bei Parasitimie > 1000/ul. Geometrisches Mittel fir
Parasitdmie, arithmetischer Mittelwert fir Alter, Hamatokrit und Geburtsgewicht.
Prozentwerte (%) beziehen sich auf die jeweilige Spalte. Standardabweichung angegeben als
* s. * P ist berechnet nach dem Mann-Whitney U Test.

Bindung + (n = 15) p* Bindung — (n = 13)
Alter in Jahren 19,8+ 3,8 NS 21870
Paritat
Erst- und Zweitgebarende 11 (73) NS 9 (69)
Mehrgebarende 4 (27) 4 (31)
Parasitamie Plazenta, /pl
Geometrisches Mittel 75937 <0,0001 3900
Median 80000 3500
(Spanne) (3100 — 1373000) (1080 - 23100)
Parasitamie Peripher, /ul
Geometrisches Mittel 18460 0,0029 1289
Median 24740 1500
(Spanne) (2500 - 117100) (100 - 27300)
Hamatokrit, % 27,3+£55 0,038 31,9+59
(Spanne) (19,1 - 36,9) (20,9 - 41)
Geburtsgewicht in g 2647 + 703 0,14 2958 + 767
(Spanne) (1200 - 3550) (680 — 3624)

Tabelle 10b: Vergleich der Gruppen Bindung + und Bindung — beziiglich dem Vorliegen
einer Nabelschnurinfektion

Infektionsnachweis mittels PCR, P ist berechnet nach dem Chi%Test, Prozentwerte (%)
beziehen sich auf die jeweilige Spalte.

Bindung + (n = 15) pP* Bindung — (n = 13)
Nabelschnurinfektion 8 (47) . 2 (15)
Keine Nabelschnurinfektion 7 (53) ’ 11 (85)

44



Kapitel 4 - Diskussion

4 Diskussion

4.1  Allgemeine Auswertung

Im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit wurde das gesamte Patientenkollektiv (n = 227) auf
ausgewahlte Merkmale wie Prdvalenz, Alter, Geburtsgewicht und Paritat bezogen auf das
Vorliegen einer Infektion mit Plasmodium falciparum untersucht. Desweiteren wurden die
Parasitdmie und andere hdmatologische Parameter ausgewertet. Mit der VVoranstellung dieser
Daten und dem darauffolgenden Vergleich bezogen auf das Vorliegen einer
Bindungseigenschaft sollten auch epidemiologisch wie laborchemisch relevante Merkmale in

die Auswertung miteinbezogen werden.

4.1.1 Préavalenz

Die Pravalenz einer Infektion mit Plasmodium falciparum bei Schwangeren in der
vorliegenden Arbeit betragt 20% und liegt damit eher im unteren Bereich beobachteter
Prévalenzen in hyperendemischen Gebieten. Beobachtungen fir Lambaréné Uber einen
Zeitraum von zwei Jahren ergaben eine nahezu identische Prévalenz (Luty, personliche
Mitteilung). In der Literatur schwanken die Zahlen je nach Land und Studienort (landliche vs.
stadtische Gebiete) zwischen 15% und 65%. Das groRte Risiko fiir Schwangere, sich mit
Plasmodium falciparum zu infizieren, wiesen danach Frauen einer Studie aus Tansania aus
dem Jahr 1996 auf (Matteelli et al., 1996). Fur Gabun sind Pravalenzen bis zu 57% bekannt
(Bouyou-Akotet et al., 2003; Walter et al., 1982).

Im untersuchten Kollektiv wiesen Erst- und Zweitgebarende ein deutlich héheres Risiko einer
Infektion auf als Mehrgebarende (vgl. Kapitel 3.1.2). Die Pravalenz der Zweitgebarenden ist
mit 27,5% am hochsten und Ubersteigt sogar die der Erstgebarenden (22,6%).

Das Phanomen erhohter Infektionsanfélligkeit bei Erstgebdrenden wurde erstmals 1958 von
Archibald et al. beschrieben und in zahlreichen Folgestudien bestatigt. Die Prdvalenzen bei
Erstgebarenden werden dabei als etwa doppelt so hoch wie bei Mehrgebarenden beschrieben
(Brabin, 1983). Differenzierte epidemiologische Betrachtungen zur Prdvalenz bei
Zweitgebérenden sind sparlich, da sich Zweitgebarende in fast allen Studien in der Gruppe
der Mehrgebarenden wiederfinden. Die hier gezeigten Daten lassen eine &hnlich hohe

Prévalenz wie bei Erstgebdrenden vermuten.
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Pathophysiologische Erklarungen fir die erhohte Infektionsanfélligkeit bei Erstgebérenden
reichen ~ von  einer  generalisierten,  unspezifischen Immunsuppression  bei
Erstschwangerschaften (Brabin, 1985) bis hin zur bereits in der Einleitung besprochenen
malariaspezifischen Adh&renzmechanismen und der damit verbundenen Umgehung der
Immunantwort. Nach letzterem Erklarungsmodell kann durch CSA-vermittelte Sequestration
in der Plazenta als ,,neuem* Organ eine chronische Infektion vor allem in Erstgebéarenden
etabliert werden, da diese mehrheitlich noch keine spezifischen Antikorper gegen CSA-
bindende Parasitenpopulationen aufweisen (Ricke et al., 2000). Durch Ausbildung einer
spezifischen Immunantwort gegen diese Populationen sinkt in spéateren Schwangerschaften
die Anfélligkeit fir eine Infektion und somit die Pravalenz. Ob der Zusammenhang zwischen
CSA-bindenden Parasitenpopulationen und der Infektanfalligkeit so zutrifft, muss durch
weitere Untersuchungen geklart werden. Ein Hinweis wére der fehlende bzw. verminderte
Nachweis CSA-bindender Plasmodien in Frauen, die mehrere Schwangerschaften

durchgemacht haben.

4.1.2 Geburtsgewicht

Reduziertes Geburtsgewicht stellt neben maternaler Andmie die Hauptmanifestation
Schwangerschafts-assoziierter Malaria in hyperendemischen Gebieten dar. Verantwortlich
hierfir scheint sowohl die vermehrte Frihgeburtlichkeit als auch die intrauterine
Wachstumsretardierung (IUGR) bei mit Plasmodium falciparum infizierten Schwangeren zu
sein (Steketee et al., 2001). Dabei sind der Nachweis von Parasiten in Nabelschnur, Plazenta-
sowie Peripherblut der Mutter nach der Geburt mit Friihgeburtlichkeit, und klinisch manifeste
Malaria wahrend der Schwangerschaft mit IUGR assoziiert (Sullivan et al., 1999).
Reduziertes Geburtsgewicht tragt als einer der Hauptrisikofaktoren wesentlich zur
Sauglingssterblichkeit in afrikanischen Landern bei. Neben Malaria gelten Unterernéhrung,
maternale Andmie sowie andere Infektionskrankheiten (v.a. HIV) als weitere Ursachen
reduzierten Geburtsgewichts. Das oft kombinierte Auftreten dieser Risikofaktoren erschwert
exakte Zuweisungen zu einzelnen Faktoren. Schatzungen gehen jedoch davon aus, dass pro
Jahr zwischen 75000 und 200000 Sé&uglinge infolge einer Malariaerkrankung der Mutter
versterben (Steketee et al., 2001).
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In der vorliegenden Arbeit liegt das Geburtsgewicht in der Gruppe der Infizierten signifikant
unter dem Geburtsgewicht in der Gruppe der Nichtinfizierten, die Differenz zwischen den
errechneten Mittelwerten betragt 251 g. Ahnliche Werte lassen sich in der Literatur finden
(Brabin, 1983). Hier schwanken die Differenzen der Mittelwerte je nach Studie zwischen 75 g
und 400 g (Menendez et al., 2000). Die meisten Studien zu diesem Thema beschranken sich
auf die Angabe obengenannter Differenzen im durchschnittlichen Geburtsgewicht. Da jedoch
das Geburtsgewicht in der Regel mit der Zahl der durchgemachten Schwangerschaften steigt
und Erst- und Zweitgebarenden in der Gruppe der Infizierten Gberreprésentiert sind (s.0.), ist
zur Vermeidung statistischer Fehler eine Betrachtung des Geburtsgewichtes bezogen auf die
Paritdt unumgéanglich. Tatsachlich bestatigt sich bei dieser Studie die statistisch signifikante
Differenz im Geburtsgewicht so lediglich fir die Gruppe der Erstgebédrenden (Differenz der
Mittelwerte 3189, P 0,03) sowie fir die zusammengefasste Gruppe der Erst- und
Zweitgebarenden (297 g, P 0,01). Ahnliche Ergebnisse finden sich in der 1983 von McGregor
et al. publizierten Studie. Hier lieRen sich bei sehr groRer Fallzahl (n = 6427) statistisch
signifikante Unterschiede im Geburtsgewicht nur bei Erstgebdrnden nachweisen, die
Differenz der Mittelwerte betrug bei einer nahezu identischen Prévalenz (20,2%) insgesamt
170 g.

Auch die Einteilung der Neugeborenen in geburtsgewichtsbezogene Gruppen
(Normalgewichtige vs. LBW-Infants) zeigt das deutlich erhéhte Risiko erniedrigten
Geburtsgewichts in der Gruppe der Infizierten.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass auch bei der hier betrachteteten Population Malaria
wéhrend der Schwangerschaft mit einem deutlich erhdhten Risiko einhergeht, ein Kind mit
reduziertem Geburtsgewicht zu gebéaren. Dies betrifft vor allem infizierte Erstgebarende. Die
von anderen Studien bekannten Auswirkungen auf die kindliche Mortalitdt sowie die
Moglichkeit, durch Interventionen diesen Risikofaktor zu reduzieren, unterstreicht die

Notwendigkeit wirkungsvoller ProphylaxemaRnahmen am Studienort (Steketee et al., 1996).
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4.1.3 Parasitamie

Der Vergleich der Parasitamie zwischen den beiden Kompartimenten ergab signifikant hthere
Werte fur das Plazentablut. In nur vier Féllen lag die Parasitdmie im Peripherblut hoher als in
der Plazenta. Diese Beobachtungen entsprechen nahezu allen durchgefuhrten Studien zu
diesem Thema (siehe auch Einleitung).

Beim untersuchten Patientenkollektiv lag in 39 Féllen eine Doppelinfektion (Plazentablut und
peripheres Blut) vor. In lediglich drei bzw. zwei Féllen waren nur Plazentablut bzw.
Peripherblut infiziert.

Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass beim Uberwiegenden Anteil der
untersuchten Frauen eine Doppelinfektion vorliegt und eine alleinige Untersuchung des
Peripherblutes zur groben Abschitzung der Pravalenz ausreichend ist. Ahnliche Ergebnisse
lassen sich in der Literatur finden (Brabin, 1983). Dagegen wurde in einigen Studien von sehr
hohen Einzelinfektionsraten, vor allem im Plazentablut, berichtet (Matteelli et al., 1996;
Watkinson and Rushton, 1983). In den Studien wird diese Beobachtung durch die
Sequestrationstheorie erklart.

Diese widersprichliche Datenlage ist wohl vor allem auf Unterschiede in der Sensitivitat der
jeweiligen mikroskopischen Diagnostik zurlickzufiihren als auf eine tatsachliche Abwesenheit
von Plasmodien im Peripherblut: Das vermehrte Vorkommen sehr niedriger Parasitdmien im
Peripherblut kann eine Anfalligkeit fur falsch-negative Ergebnisse in diesem Kompartiment
erklaren. Untersuchungen zur Sensitivitdt unterschiedlicher Diagnosemethoden im
Peripherblut ergaben - gemessen an den mikroskopisch diagnostizierten Infektionen im
Plazentablut - fur den mikroskopischen Nachweis lediglich 42% (Mockenhaupt et al., 2002).
Andere Nachweismethoden hingegen wiesen dabei eine wesentlich héhere Sensitivitat auf
(80% fiir histidine-rich protein 2-Nachweis, nahezu 100% fir den PCR-Nachweis). So ist bei
der vorliegenden Arbeit von einer hohen Sensitivitdt bezuglich des mikroskopischen
Nachweises einer Infektion im Peripherblut auszugehen (siehe Kapitel 2.2.3), wobei auch hier
im Rahmen einer weiteren Studie andere Diagnosemethoden in mikroskopisch negativen

Proben Parasiten oder deren Bestandteile nachweisen konnten (Kassberger et al., 2002).
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4.1.4 Anamie und hamatologische Parameter

Bestimmt wurden Héamatokrit, Hamoglobin, Thrombozyten, Leukozyten sowie der
prozentuale Anteil von Granulozyten und mononukleéren Zellen an der Leukozytenzahl. Alle
obengenannten Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede beziglich dem Vorliegen
einer Plasmodieninfektion.

Maternale ~ Andmie  stellt  neben  reduziertem  Geburtsgewicht die  zweite
Hauptmanifestationsform Schwangerschafts-assoziierter Malaria in hyperendemischen
Gebieten dar (Brabin, 1983). Dabei erschwert die multifaktorielle Genese der Anamie —
ahnlich wie beim reduzierten Geburtsgewicht — die Beurteilung der Bedeutung einer Malaria
als Risikofaktor. In malariaendemischen Gebieten kommen so neben einer Infektion mit
Plasmodium falciparum u.a. erndhrungsbedingte Defizite wie Folsdure — und Eisenmangel,
andere Infektionskrankheiten (z.B. HIV) und Hamoglobinopathien als weitere Ursachen in
Betracht (Fleming, 1989). Daruberhinaus muss die allgemein bei Schwangeren beobachtete
»verdinnungsanamie* (starke Zunahme des Plasmavolumens bei lediglich geringem Anstieg
der Erythrozytenzahl) als zusétzlicher Faktor bedacht werden.

In der vorliegenden Untersuchung zeigt sich beztiglich dem Vorliegen einer Anamie lediglich
ein Trend zu niedrigeren Hamatokritwerten (< 25%) in der Gruppe der Infizierten. So
scheinen die Auswirkungen einer frisch diagnostizierten Malaria auf die bestimmten
Laborparameter im untersuchten Patientengut gering zu sein, insbesondere féllt die fehlende
Assoziation zwischen Plasmodieninfektion und schwerer Anamie (hier definiert als Hkt<15%
oder Hb<5 g/dl) auf.

Auffallig im untersuchten Patientengut sind jedoch die allgemein niedrigen Werte fur
Héamoglobin und Hamatokrit, wobei auch hier zwischen der Gruppe der Infizierten und der
Gruppe der Nichtinfizierten kein signifikanter Unterschied festzustellen ist. Diese
Beobachtung deckt sich mit anderen Untersuchungen: In fast allen Studien zu diesem Thema
werden niedrige Hamatokrit- und Hamoglobinwerte fir malariaendemische Gebiete
beschrieben. Aufféllig dabei ist die fehlende Assoziation mit frisch diagnostizierter Malaria
bzw. der Pravalenz am jeweiligen Studienort (Guyatt and Snow, 2001).

Schatzungen gehen indes davon aus, dass etwa ein Viertel aller Schwangerschafts-
assoziierten, schweren Andmien in malariaendemischen Gebieten direkt auf eine Malaria
zurlickgefuhrt werden kann (Guyatt and Snow, 2001). Die Zahl der todlichen, durch Malaria
verursachten Andmien waéhrend der Schwangerschaft wird dabei auf etwa 10000 pro Jahr

geschatzt.
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4.2 Bindungs-Assays

4.2.1 Ubersicht tiber bisher durchgefiihrte Bindungsstudien

Die bisher umfangreichsten Studien zum Vergleich der Bindungseigenschaften flhrten
Newbold et al. 1997 sowie Rogerson et al. 1999 in Kenia durch. Sie verglichen jeweils
Feldisolate aus Kindern unter dem Gesichtspunkt unterschiedlicher klinischer
Manifestationsformen (Anamie, zerebrale Malaria, unkomplizierte Malaria). Beide Studien
konnten trotz beachtlichen Umfangs die pathogenetischen Bedeutungen der untersuchten
Rezeptoren nicht eindeutig klaren.

Die erste Bindungsstudie mit Isolaten aus schwangeren Frauen fiihrte zur Identifikation des
CSA als moglichen Hauptrezeptor plazentarer Adhdsion (Fried and Duffy, 1996). Beeson et
al. gelang der erste umfassende Vergleich der Bindungseigenschaften fir CSA aus
Plazentablut und Peripherblut (Beeson et al., 1999). Eine vom gleichen Autor durchgefiihrte
Folgestudie identifizierte HA als weiteren potentiellen Rezeptor plazentaspezifischer
Adhasion (Beeson et al., 2000).

Die Bindungsstudien bei schwangeren Patientinnen konzentrierten sich meist auf die
Charakterisierung der Bindungseigenschaften von Isolaten des Plazentablutes. Das als
Kontrolle verwendete Peripherblut wurde meist wegen logistischen Schwierigkeiten aus
anderen schwangeren Patientinnen gewonnen, sodass ein direkter Vergleich der
Bindungseigenschaften fir CSA und HA aus den beiden Kompartimenten derselben Patientin
nur eingeschrankt moglich war. Auch wurde z.T. auf kéltekonservierte Laborisolate
zurlickgegriffen, was  durch  Selektion  bestimmter  Parasitenklone zu  einer
Adharenzprofilveranderung fiihren kann (Reeder et al., 1994).

Alle bisher publizierten Bindungsstudien bei Schwangeren zeichnen sich durch die geringe
Zahl der untersuchten Isolate aus. Der Grund dafir liegt wohl vor allem in der
Unberechenbarkeit ~ der Isolatgewinnung und -verarbeitung vor Ort und den damit
verbundenen logistischen Schwierigkeiten. So lassen sich qualitative Trends beziiglich der
Rezeptoreigenschaften erkennen, die nur z.T. statistische Signifikanz erlangen. Wohl auch
deshalb wurde auf einen quantitativen Vergleich der erhobenen Daten meist verzichtet.

Ein Vergleich epidemiologischer und klinischer Daten bezogen auf das Vorliegen einer

Bindungseigenschaft wurde in den oben genannten Studien nicht durchgefihrt.
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In der vorliegenden Studie wurde versucht, eine ausreichend grof3e Anzahl an Isolaten aus
Plazentablut und Peripherblut zu sammeln, die in ihren Bindungseigenschaften direkt
vergleichbar sind, d.h. aus der selben Patientin stammen. Durch Umrechnung auf
Standardparasitamiewerte sollte so auch ein direkter Vergleich der Bindungsniveaus
ermoglicht werden. Um Verfalschungen durch Selektion bestimmter Klone zu minimieren,
wurde ausschlieBlich mit Plasmodien gearbeitet, die unmittelbar zuvor aus den Patienten

gewonnen wurden.

4.2.2 Adhérenz an den verschiedenen Rezeptoren

Untersucht wurde das Bindungsverhalten der Isolate aus der Plazenta (n = 28) und dem
peripheren Blut der Mutter (n = 21). Als Kontrollgruppe wurden Isolate aus dem Peripherblut
von infizierten Schulkindern herangezogen.

Vergleicht man die Bindungseigenschaften zwischen Plazentablut und mutterlichem
Peripherblut, so weisen die Isolate aus dem Peripherblut sowohl fir CSA als auch fir HA mit
67% bzw. 57% die hdchsten Bindungsraten auf. Aufgrund der weniger deutlichen Differenz
zwischen den Kompartimenten sowie der immer noch geringen Fallzahl erlangt dieser
Unterschied wohl keine statistische Signifikanz, jedoch ist zumindest von einem Trend im
Sinne vergleichbar hoher Bindungsraten auszugehen (P 0,09 fur CSA, P 0,07 fur HA). Diese
Beobachtung ist neu und unterscheidet sich von den bisherigen Untersuchungen: In allen
vergleichbaren Studien lagen die Bindungsraten fur CSA und HA im Plazentablut stets Gber
denen im Peripherblut. So lag bei der Arbeit von Fried et al. die Bindungsrate fur CSA im
Plazentablut bei 100%, (15 von 15), wohingegen im Peripherblut der gleichen Spenderinnen
lediglich 57% (4 von 7) der Isolate Adhérenzeigenschaften fir CSA aufwiesen (Fried and
Duffy, 1996). Auch die 1999 durchgefuhrte Bindungsstudie von Beeson et al. ergab htéhere
Bindungsraten fir CSA im Plazentablut (Plazentablut: 14 von 18 bzw. 78%; Peripherblut
Mutter: 10 von 18 bzw. 56%). Eine weitere Studie von Beeson et al. beschreibt hohe, mit
CSA vergleichbare Bindungsraten fur HA im Plazentablut (12 von 15 bzw. 80%) bei sehr
niedrigen Bindungsraten fir HA im Peripherblut (5 von 14 bzw. 36%). Eine Ubersicht uber
diese Studien gibt Abbildung 9.
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Abbildung 9: Vergleich der Bindungseigenschaften

Anzahl der adhérierten Isolate in Prozent fir CSA (H) und HA (LJ). Zahlen in (Klammern)
entsprechen jeweiliger Fallzahl n (n Plazentablut/n Peripherblut Mutter/n Periperblut
Kontrollen). Zahlen in [Klammern] entsprechen Anzahl der direkt vergleichbaren Isolate (i.S.
identischer Spenderinnen).
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Allerdings sind die Daten aus diesen Studien flr einen Vergleich nur eingeschrankt zu
verwerten, da sich Fried auf den direkten Vergleich (gleiche Spenderinnen) von nur sieben
Isolaten beschrankte und Beeson das Peripherblut Uberwiegend aus anderen Spenderinnen
gewann als das Plazentablut. So war ein direkter Vergleich bei dieser Studie nur in sechs
Fallen maoglich, wohingegen bei der vorliegenden Arbeit in 21 Fallen Isolate aus der jeweils
gleichen Patientin gewonnen werden konnten. Dabei lag in 11 Féllen ein Bindungsverhalten
in beiden Kompartimenten vor, in lediglich einem Fall beschrénkte sich die Adhédrenz auf das
Plazentablut (siehe Tabelle 8b).

Bei der vergleichenden Betrachtung der Daten mussen neben der oben erwéhnten geringen
Anzahl direkt vergleichbarer Isolate auch die erheblichen Unterschiede in der Vorbereitung
der Bindungs-Assays bercksichtigt werden: So wurden bei Beeson et al. die aus der Plazenta
gewonnenen Isolate durch entsprechende Verfahren auf Parasitdmien von bis zu 96%
angereichert. Dagegen wurde bei den Isolaten des Peripherblutes auf ein solches Vorgehen
meist verzichtet, Einschlusskriterium war hier eine Parasitdmie > 1%. Bei Fried et al. lassen
sich keine Aussagen zu der Hohe der Parasitdmie finden, sodass Verzerrungen im Sinne von
fur Bindungs-Assays zu niedrigen Parasitdmien im Peripherblut nicht auszuschlie3en sind.
Bei der vorliegenden Arbeit wurde durch Verzicht auf Anreicherung sowie Ausschluss aller
Isolate, die eine Parasitimie unter 1000/pl aufwiesen, versucht, méglichen Verfélschungen
vorzubeugen. Um dennoch zu vergleichbaren Daten zu gelangen, wurden die Methoden der
Isolatgewinnung, Kultivierung und Bindungs-Assays weitgehend beibehalten.
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4.2.3 Quantitative Auswertung

Voraussetzungen fur die Durchfihrung einer quantitativen Auswertung sind zum einen
vergleichbare  Rezeptorkonzentrationen und zum anderen die Umrechnung auf
Standardparasitamiewerte bei nachgewiesener linearer Beziehung zwischen der Anzahl
gebundener Erythrozyten mit der Parasitamie eines Isolates. In der vorliegenden Arbeit lagen
die auf die Petrischalen aufgebrachten Rezeptorkonzentrationen bei je 100 pg/ml, die
Umrechnung erfolgte auf eine Standardparasitdmie von 100000/upl. Isolate mit einer
Parasitdmie < 1000/ul wurden ausgeschlossen, da bei sehr niedrigen Parasitdmien von
Verfélschungen im Sinne falsch-negativer Ergebnisse auszugehen ist (Newbold et al., 1997).
Eine lineare Beziehung zwischen Ligand-spezifischer Adhasion und der Parasitdamie konnte in
mehreren Studien nachgewiesen werden (Hasler et al.,, 1990), wobei bei sehr hohen
Parasitdmien dieser Zusammenhang aufgehoben zu sein scheint (Newbold et al., 1997).

Unter Beachtung dieser Voraussetzungen finden sich in der vorliegenden Arbeit signifikant
hohere Werte bei den Isolaten des Peripherblutes sowohl fir CSA (P 0,016) als auch fir HA
(P 0,0024). Dabei liegen die Bindungsniveaus fiir CSA in beiden Kompartimenten tber denen
fir HA, jedoch erreicht dieser Unterschied keine statistische Signifikanz. Ein Vergleich der
quantitativen Auswertung mit friheren Studien ist wiederum nur sehr bedingt mdglich: Bei
Fried et al. (s.0.) findet sich zwar ein hoheres CSA-Bindungsniveau fir die Isolate des
Plazentablutes, jedoch keine Angaben zur jeweiligen Parasitamie bzw. eventuell
vorgenommenen Parasitdmiekorrekturen. In der 1999 von Beeson et al. durchgefihrten Studie
weisen die Isolate aus dem Peripherblut ein héheres CSA-Bindungsniveau bei niedrigerer
Prévalenz auf, jedoch scheitert auch hier ein Vergleich an der fehlenden Umrechnung auf
Standardparasitamiewerte. In der vom gleichen Autor durchgefiihrten Folgestudie findet sich
ein in etwa gleich hohes Bindungsniveau fiir die Rezeptoren HA und CSA (Fig. 2b, Beeson et
al., 2000), wobei hier die Isolate aus beiden Kompartimenten gemeinsam betrachtet wurden

und keine Umrechnung auf Standardparasitimiewerte erfolgte.
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4.2.4 Bewertung der Unterschiede in Bindungspravalenz und Bindungsniveau

Unter Berucksichtigung der vorliegenden Arbeit scheinen die Isolate aus dem Peripherblut
sowohl Ofters als auch auf signifikant hoherem Niveau an die untersuchten Rezeptoren zu
binden (s.0.). Die Daten unterstreichen dabei die Bindungspotenz peripher zirkulierender
Isolate: Die im Ringstadium gewonnenen Parasiten des Peripherblutes bildeten nach
Kultivierung die gleichen Phanotypen aus wie die unmittelbar nach Entnahme untersuchten
Trophozoiten des Plazentablutes. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu bisherigen
Beobachtungen. Mdgliche Ursachen fur die hoéheren Bindungsniveaus konnten in der
geringfugig modifizierten Art der Gewinnung der Isolate (,,mechanische* Beschéadigung der
Plazenta-Isolate, dadurch Beeintrachtigung des Bindungsverhaltens), in der Selektion
bestimmter Subpopulationen durch Kultivierung oder in der im Peripherblut umfassenderen
Synchronisierung der Parasitenstadien liegen. Eine Erklarung fur zumindest ahnlich hohe
Pravalenzen konnen oben genannte Faktoren indes nicht liefern. Dabei wurde die bisherige
Beobachtung einer héheren Bindungsrate im Plazentablut als Bestatigung fur die Existenz
einer CSA-bindenden Subpopulation angesehen, die durch ihr Adhérenzprofil in der Plazenta
sequestriert und sich so der peripheren Blutbahn génzlich zu entziehen vermag (Beeson et al.,
2001). Bekraftigt wurde diese Theorie durch die niedrigen Bindungsraten in
nichtschwangeren Frauen und anderen Kontrollgruppen. Die beschriebene Organspezifitét
wurde durch die Entdeckung eines CSA-unabhéngigen, ringstadienspezifischen
Adharenzmechanismus untermauert (siene Kapitel 1.4.8, Pouvelle et al., 2000). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen gegen die Wirksamkeit eines solchen
Adhéarenzmechanismus und fir die These, dass die peripher zirkulierenden Parasiten ebenfalls
im Trophozoitenstadium an CSA und HA adhérieren und so in der Plazenta akkumulieren.
Das wirde auch bedeuten, dass die in der Plazenta vorkommenden Plasmodien im
Ringstadium dieses Organ verlassen konnen und in der peripheren Blutbahn rezirkulieren.
Dieses Erklarungsmodell wiirde das zumindest gleichhdufige Vorkommen CSA-bindender
Isolate in beiden Kompartimenten erklaren und gegen die Existenz einer nichtzirkulierenden,

sogenannten kryptischen Subpopulation sprechen.
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4.2.5 Bindungseigenschaften der Kontrollgruppe

Ein weiterer Unterschied zu bislang publizierten Arbeiten stellt die Abwesenheit CSA- oder
HA-bindender Parasitenpopulationen in den Isolaten der Kontrollgruppe dar. In allen
bisherigen Studien wurde eine Bindung an CSA bei Isolaten aus Kindern berichtet,
wenngleich sie qualitativ und quantitativ auf niedrigem Niveau lag: In der gréiten Studie zur
Charakterisierung der Bindungseigenschaften bei infizierten Kindern lag in 20-30% Bindung
an CSA vor (Rogerson et al., 1999). Bemerkenswert hierbei ist das niedrige Bindungsniveau,
das fur CSA nach Korrektur auf Standardparasitdmiewerte (1%) bei 1,1 bis 6 infizierten
Erythrozyten pro mm?’ Rezeptorfliche lag. In der von Beeson et al. im Jahr 1999
durchgefiihrten Studie fanden sich in der Kontrollgruppe bei 13,6% der Isolate Bindung an
CSA. Auch hier ist das Bindungsniveau mit durchschnittlich 4,7 infizierten Erythrozyten/mm?
niedrig. Fraglich ist, ob dabei ohne die vorgenommenen Anreicherungsverfahren
(Parasitdmiewerte bis zu 97%) signifikante Bindung an CSA festgestellt worden waére. Die
Prévalenz einer HA-Bindung bei Isolaten aus Kindern betrug bei Beeson et al. etwa 30% und
lag damit ber der von CSA (10%, Beeson et al. 2000).

Wenngleich Prévalenz und Bindungsniveau niedriger als bei Isolaten aus Schwangeren sind,
so liegt doch laut Literatur in 10-30% der Félle Bindung an CSA bzw. HA vor. In einer am
gleichen Studienort 1997 durchgeflhrten Studie erbrachte CSA-Bindungsraten bei Klein- und
Schulkindern von bis zu 40% (Van Aaken, 1997). Die Abwesenheit CSA- oder HA-bindender
Phanotypen in den Isolaten der Kontrollgruppe in der vorliegenden Arbeit ist daher schwierig
zu erklaren. Da keine Unterschiede in der Isolatgewinnung — und Verarbeitung im Vergleich
zu den peripheren lIsolaten der Schwangeren vorliegen, scheinen methodische Ursachen
unwahrscheinlich. Lediglich die geringe Anzahl der untersuchten Isolate (n = 15) bei
vermutlich geringer Bindungspréavalenz kann als mégliche Fehlerquelle in Betracht kommen.
Auch kann davon ausgegangen werden, dass CSA-bindende Populationen in Kindern in
niedrigerer Konzentration und eher zuféllig vorkommen und so hohere Parasitdmien zur
Detektion mittels statischer Rezeptor-Assays notwendig sind. Die niedrigen Bindungsniveaus
fir CSA in den oben genannten Studien werfen jedoch auch die Frage nach falsch-positiven
Ergebnissen auf, sodass eine abschlielende Beurteilung der CSA-Bindungspotenz der Isolate

aus Kindern ausbleiben muss.
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4.2.6 Die Bedeutung des CSA als Rezeptor

Aus dem oben beschriebenen Bindungsverhalten ergibt sich die Frage nach der
Organspezifitdt der beobachteten Bindungsmechanismen: Ob es sich bei der CSA-
vermittelten Adhé&sion um ein auf die Plazenta beschranktes Phdnomen handelt, ist umstritten.
So konnten in verschiedenen Organen CSA nachgewiesen werden (Robert et al., 1995). Auch
wurde bei allen CSA-bindenden Isolaten Adhédrenz an Endothelzellen, die nicht aus der
Plazenta stammen, beobachtet (Muanza et al., 1996). Darilber hinaus wurde Bindung an CSA
auch bei Isolaten aus nichtschwangeren Frauen, Mé&nnern und Kindern nachgewiesen
(Rogerson et al., 1999). Untersuchungen zu diesem Thema ergaben jedoch, dass die massive
Sequestration in der Plazenta an organspezifische VVoraussetzungen gebunden zu sein scheint:
So konnte Alkhalil et al. die strukturellen VVoraussetzungen zur Bindungsfahigkeit des CSA
auf molekularer Ebene beschreiben und ein im intervillosen Raum der Plazenta
vorkommendes, niedrig sulfatiertes CSA als eigentlicher Ligand identifiziert werden (Achur
et al., 2000; Alkhalil et al., 2000). Eine weitere Studie sieht in den in der Plazenta
vorherrschenden Stromungsbedingungen sowie in der Féahigkeit der CSA-bindenen Isolate,
unter diesen Bedingungen kompetitiv zu binden, die Ursache verstarkter Adhésion in der
Plazenta (Pouvelle et al.,, 2003). Auch die Beobachtung, dass Frauen nach mehreren
durchgemachten Schwangerschaften spezifische Antikorper gegen CSA-bindende Isolate
aufweisen, unterstreicht den vermuteten Organtropismus (Ricke et al., 2000). So scheint die
Plazenta als ,,neues Organ“ die CSA-vermittelte Sequestration zu beginstigen und so zur
Selektion der CSA-bindenden Isolate in Schwangeren beizutragen. Die Rolle der CSA-
vermittelten Adharenz in anderen Organen sowie in anderen Spenderpopulationen konnte
jedoch bisher nur unzureichend untersucht werden (Pouvelle et al., 2003).

Auch ist die Beobachtung, dass die Anfalligkeit schwangerer Frauen fur eine Infektion mit
Plasmodium falciparum in der friihen Phase nach der Geburt erhalten bleibt, durch CSA-
vermittelte Adhdsionsmechanismen nicht zu erklaren (Diagne et al., 2000). Vielmehr scheinen
die beobachtete Unterdriickung der zellvermittelten Immunantwort sowie erniedrigte Cortisol-
Konzentrationen in infizierten Schwangeren ebenso an der Pathogenese maternaler Malaria
beteiligt zu sein (Riley et al. 1989; Vleugels et al., 1989; Bouyou-Akotet et al,. 2004).

Trotz aller noch offen bleibenden Fragen scheint sich die zentrale Rolle des CSA an der
Pathogenese maternaler Malaria zu bestétigen (Duffy and Fried, 2003b). Die Entdeckung,
dass die als Ligand fir CSA identifizierte DBLy-Domane des PfEMP-1 hochkonservierte
Regionen aufweist (Khattab et al., 2001; Khattab et al., 2003) und Antikdrper gegen
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rekombinantes DBLy die Adh&sion an CSA nahezu komplett inhibieren kénnen (Duffy and
Fried, 2003b), bietet vielversprechende Mdoglichkeiten zur Entwicklung eines geeigneten
Impfstoffes. Ob dadurch Komplikationen einer Schwangerschafts-assoziierten Malaria
vermindert oder gar vermieden werden kénnen, wird sich an der Frage entscheiden, ob die
Adhérenz an CSA allein fur die Pathogenese maternaler Malaria verantwortlich ist. Ein erster
Hinweis fir die klinische Bedeutung des CSA ist der kirzlich aufgezeigte Zusammenhang
zwischen dem Fehlen CSA-spezifischer Antikoérper und erniedrigtem Geburtsgewicht (Duffy
and Fried, 2003a).

4.2.7 Die Bedeutung der Hyaluronsaure als Rezeptor

Die Rolle von Hyaluronséure ist seit der Beschreibung seiner Bindungseigenschaften
umstritten (Beeson et al., 2001). Die bisher berichteten niedrigen Bindungsraten im
Peripherblut (Beeson et al., 2000) konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.
Auch konnte ein allein HA-bindender Phé&notyp, wie er von Beeson et al. beschrieben wird,
nicht identifiziert werden: Adhédrenz an HA lag ausschlieBlich in Kombination mit CSA-
Bindung vor, insgesamt finf Isolate zeigten dagegen einen exklusiv CSA-bindenden
Phénotyp (siehe Kapitel 3.2.1). Zwischenzeitlich wurde dieses Phanomen als Indiz einer
Verunreinigung von HA mit CSA angesehen (Valiyaveettil et al., 2001), jedoch konnte in
unterschiedlichen Studien die Spezifitat der HA-vermittelten Adh&sion nachgewiesen werden
(Beeson et al., 2001; Chai et al., 2001; Beeson et al., 2004). Auch wurde eine Koexpression
von Liganden auf infizierten Erythrozyten fiir andere Rezeptoren beschrieben (McCormick et
al., 1997). Eine solche Koexpression konnte ein Uberlebensvorteil fiir die Parasiten darstellen
und die Suche nach geeigneten Impfstoffen, die sich bisher auf die CSA-vermittelte Adhdsion
als Angriffspunkt konzentriert, erheblich erschweren (Beeson et al., 2001). Der bisher nur
zweifelhaft erfolgte Nachweis eines ausschlieBlich HA-bindenden Phénotyps sowie die
geringe Konzentration von HA im intervilldsen Raum (Achur et al., 2000) lassen jedoch eine
untergeordnete  Rolle fir diesen Rezeptor vermuten. So scheint HA am
Adharenzmechanismus beteiligt zu sein, ohne ihn jedoch eigenstdndig und von CSA
unabhéngig vermitteln zu kdnnen. Die Identifikation eines HA-spezifischen Liganden bzw.
einer entsprechenden Region des PfEMP-1 konnte zur Kl&rung der Bedeutung von
Hyaluronséure entscheidend beitragen.
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4.2.8 Auswirkungen des Bindungsverhaltens

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Vergleich der Isolate, bei denen Adhédrenz an die
untersuchten Rezeptoren vorlag (Bindung +, n=15), mit der Gruppe derjenigen Isolate ohne
Bindungseigenschaften (Bindung -, n=13) vorgenommen (siehe Kapitel 3.2.3).

Demnach ist das Vorhandensein CSA- oder HA-bindender Populationen assoziiert mit
signifikant hoheren Parasitamiewerten in beiden Kompartimenten, niedrigerem Hamatokrit
sowie dem Trend zu niedrigerem Geburtsgewicht. Dagegen konnte kein Unterschied
beziiglich dem Alter oder der Paritat der jeweiligen Spenderinnen festgestellt werden. So
wiesen einige Mehrgebarende Isolate mit Bindungseigenschaften auf, was gegen die
Wirksamkeit potentiell vorhandener, spezifischer Antikdrper spricht.

Insgesamt scheinen also in der Gruppe Bindung + schwere Verldufe geh&uft aufzutreten.
Dieses Phdnomen wurde bisher nicht beschrieben. Die Ursachen hierfir kénnen zum einen in
methodischen Fehlern im Sinne einer hoheren Sensitivitat der Bindungs-Assays bei hohen
Parasitdmiewerten liegen oder aber tatsachlich durch die Adhérenzeigenschaften bedingt sein.
Gegen methodische Fehler spricht die Tatsache, dass sich in der Gruppe Bindung + mehrere
Isolate mit sehr niedrigen Parasitdmien wiederfinden (Nr. 170, Nr. 213, Nr. 233, Nr. 238, Nr.
310, siehe Tabelle 7).

Ein naheliegender Erklarungsversuch fir die festgestellten Unterschiede liegt in der
Madglichkeit CSA-bindender Parasiten, durch Sequestration eine nachhaltige Infektion zu
etablieren und damit hohere Parasitdmien und auch schwere Verldufe zu begunstigen.
Dadurch lieRBen sich auch die signifikant niedrigeren Hdmatokritwerte sowie der Trend zu
vermindertem Geburtsgewicht in der Gruppe Bindung + erklaren. Das wirde die Bedeutung
einer CSA- oder HA-vermittelten Sequestration an der Pathogenese maternaler Malaria
unterstreichen. Allerdings muss bei der Betrachtung die geringe Fallzahl sowie die begrenzte
Ubertragbarkeit der statischen Versuchsanordnung auf in vivo-Verhaltnisse beriicksichtigt
werden.

Ein  weiteres  Ergebnis  stellt die hohe Anzahl von  PCR-gesicherten
Nabelschnurblutinfektionen in der Gruppe Bindung + dar. Dabei kann plazentare oder
periphere Hyperparasitdmie als zun&chst naheliegende Ursache dieses Phanomen nicht
ausreichend erklaren: Es zeigt sich kein Zusammenhang zwischen Nabelschnurblutinfektion
und der Hohe der Parasitamie, wie in anderen Studien beschrieben (Redd et al., 1996). Das
Vorhandensein CSA- oder HA-bindender Parasiten als Risikofaktor fir eine transplazentare

Infektion anzusehen, ist aufgrund der geringen Fallzahl gewagt. Entsprechende Literatur I&sst
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sich nicht finden. Mdgliche pathophysiologische Erklarungen sind spekulativ: Denkbar ist
eine durch die Sequestration begunstigte Synzytiotrophoblastenschadigung (Walter et al.,
1982) mit daraus resultierender, partieller Insuffizienz der Plazentaschranke. Keinen Anhalt
gibt es dagegen fiir spezifische, rezeptorvermittelte Invasionsmechanismen zur Uberwindung
dieser Schranke, wie dies bei anderen Protozoen beobachtet wurde (z.B. Toxoplasma gondii).
Andererseits konnte im Nabelschnurblut von Neugeborenen gesunder Miitter mit PCR-
gestiitzten Diagnosemethoden in fast 50% der Félle mutterliche Zellen nachgewiesen werden
(Lo et al., 1996), sodass auch eine von pathologischen Verénderungen unabhéngige
Ubertragung denkbar ist.

Eine abschlieBende Beurteilung des hier beobachteten Phanomens muss ausbleiben. Weitere
Studien, die insbesondere die klinische Bedeutung PCR-gesicherter Nabelschnurinfektionen
Klaren, sind dazu no6tig. Ein direkter Zusammenhang zwischen plazentarem
Adhérenzmechanismus und der Fahigkeit zur Uberwindung der Plazentaschranke scheint

maoglich, ist jedoch unwahrscheinlich.

60



Kapitel 5 - Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Zytoadhdrenzverhalten von mit Plasmodium
falciparum infizierten Erythrozyten an die Rezeptoren Chondroitinsulfat A (CSA) und
Hyaluronsdure (HA). Diese Rezeptoren, die unter anderem in der Plazenta nachgewiesen
werden koénnen, scheinen eine Schlisselrolle in der Pathogenese maternaler Malaria zu
spielen.

Zur Charakterisierung des Adhadrenzverhaltens wurden statische Bindungs-Assays verwendet.
Die Parasitenisolate wurden aus mit Plasmodium falciparum infizierten Frauen, die kurz
zuvor entbunden hatten, gewonnen und direkt verarbeitet. Dazu wurden auf der
Geburtsstation des Albert-Schweitzer-Krankenhauses (Lambaréné, Gabun) (Uber einen
Zeitraum von sechs Monaten 227 Frauen in die Studie aufgenommen. Bei 45 (20%) lag eine
Infektion mit Plasmodium falciparum vor. Davon wurden 28 Isolate aus dem Plazentablut und
21 Isolate aus dem Peripherblut auf ihr Bindungsverhalten getestet.

In beiden Kompartimenten finden sich Isolate mit Adharenzeigenschaften an die untersuchten
Rezeptoren (12 von 28 im Plazentablut, 14 von 21 im Peripherblut). Dabei ist sowohl die
Pravalenz als auch das Bindungsniveau bei Isolaten aus dem Peripherblut hoher als im
Plazentablut. Diese Bobachtung ist neu und steht im Widerspruch zu bisher publizierten
Arbeiten.

Es finden sich (berwiegend Isolate mit Bindungseigenschaften an beide Rezeptoren, ein
ausschliel3lich HA-bindender Phanotyp kann nicht identifiziert werden. Das spricht gegen die
Existenz eines CSA-unabhangigen, allein durch HA vermittelten Adharenzmechanismus’.

Die Fahigkeit zur Adhérenz an die untersuchten Rezeptoren ist assoziiert mit Hyper-
parasitamie, erniedrigtem Hamatokrit, dem Trend zu niedrigerem Geburtsgewicht und dem
Vorliegen einer PCR-gesicherten Nabelschnurblutinfektion. Letztere Beobachtung lasst einen
Zusammenhang zwischen dem Adhdrenzmechanismus und dem Auftreten transplazentarer

Infektionen vermuten.
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