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1. Einleitung

1.1. Definition der Malaria und Klassifizierung der Erreger

Malaria ist eine Infektionskrankheit der tropischen und subtropischen Regionen,
die durch verschiedene Arten von Plasmodien hervorgerufen wird. Die Gattung
Plasmodium wird zu den Protozoen, und dort zur Ordnung der Haemo-
sporida gezahlt'. Weltweit finden sich mehr als hundert Plasmodienarten, von
denen nur P. falciparum (Malaria tropica), P. malariae (Malaria quartana), P.
ovale und P. vivax (beide Malaria tertiana) zu den humanpathogenen Arten
gehoren. Infektionen mit schwerem Krankheitsverlauf erfolgen meist durch P.

falciparum, dem Erreger der Malaria tropica?.

1.2. Entwicklungszyklus des Parasiten

Plasmodien sind intrazellulare Parasiten, die einen zweiteiligen Entwicklungs-
zyklus aufweisen, der in unterschiedlichen Wirtsorganismen stattfinden. (siehe

Abb. 1 ,Lebenszyklus des Parasiten®).

Der ungeschlechtlich Vermehrungszyklus findet im Menschen statt,
nachdem die Plasmodien als Sporozoiten durch die weibliche Anopheles-
mucke wahrend einer Blutmahlzeit in die menschliche Blutbahn injiziert wurden.
Nach nur wenige Minuten dauerndem Aufenthalt in der Zirkulation dringen die
Erreger in die Parenchymzellen der Leber ein. In der Leber entwickeln sich die
Sporozoiten durch ungeschlechtliche Teilung (Schizogonie) in praerythrozytare
Schizonten. In diesem mehrere Tage andauernden Stadium exprimiert der

Parasit die leberstadien-spezifischen Antigene (z.B. LSA-1).



Parasite Life Cycle
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Abb.1: Lebenszyklus des Parasiten?

Bei P. ovale und P. vivax sind in die Leberzellen eingedrungenen Sporozoiten in
der Lage sogenannte Hypnozoitenstadien auszubilden. Diese Hypnozoiten
konnen noch nach Jahren ein Wiederauftreten der Erkrankung verursachen.
Nach abgeschlossener Schizogonie rupturieren die infizierten Leberparenchym-
zellen und setzen die Parasiten als Merozoiten in die Blutbahn frei. In den Ery-
throzyten des peripheren Blutes, entwickeln sich die Merozoiten zu Tropho-
zoiten, den sogenannten ,Ringformen®. Diese bestehen aus einem Zellkern mit
schwachem Zytoplasmasaum und sind von einer Vakuole umschlossen. In
dieser erythrozytaren Phase entwickeln sich die Erreger erneut durch
ungeschlechtliche Zellteilung zu mehrkernigen Schizonten, die nach Ruptur der
Blutzelle wiederum frei als Merozoiten in die Blutbahn Ubertreten. Je nach
Plasmodienart variiert die Anzahl gebildeter Merozoiten und ist fur P. falciparum
mit 8-32 Merozoiten je Schizont am hochsten. Durch erneuten Erythrozyten-

befall durch die freigesetzten Merozoiten schlie3t sich der erythrozytare Zyklus,



der bei P. falciparum etwa 48 Stunden dauert. Antigene dieser asexuellen Blut-
stadien sind u.a. die Merozoiten-Surface-Proteine (MSP-1 bis 5)3.

Einige Merozoiten entwickeln sich durch sexuelle Differenzierung (Gamogonie)
weiter zu mannlichen Mikrogametozyten und weiblichen Makrogametozyten.
Diese sexuellen Stadien kénnen sich nicht im Menschen weitervermehren, son-
dern muissen von einer Anophelesmicke wahrend einer Blutmahlzeit aufge-
nommen werden. Durch geschlechtliche und spater ungeschlechtliche Ver-
mehrung in der Micke entstehen erneut Sporozoiten, die im weiteren Verlauf

wieder auf den Menschen Ubertragen werden kénnen'-#

1.3. Epidemiologie

1.3.1. Epidemiologie allgemein

Malaria verursacht unter allen Infektionskrankheiten — mit Ausnahme der
Tuberkulose — weltweit die meisten Todesfalle. Malaria stellt somit eines der
gravierendsten Gesundheitsprobleme in mehr als 90 Landern der Welt dar.
Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) leben 40% der Welt-
bevdlkerung, (etwa 2,4 Milliarden Menschen) in Gebieten mit teilweiser oder
ganzjahriger Malariaubertragung. Malaria tritt gegenwartig in 101 Landern auf,
darunter allein 45 in Afrika. Die weltweite Inzidenz belauft sich auf 300-500
Millionen Falle pro Jahr mit einer Mortalitdtsrate von mindestens 1,1
Millionen Menschen jahrlich®.

In Afrika slUdlich der Sahara leben etwa 74% der Bevdlkerung in hoch-
endemischen Gebieten mit ganzjahriger P. falciparum-Transmission. Ungefahr
90% aller Malariafalle, sowie die Uberwiegende Mehrheit der durch Malaria ver-
ursachten Todesfalle, treten im tropischen Afrika auf — vorwiegend bei Kindern,
Immungeschwéachten und Schwangeren®’ (siehe Abb.2 ,Malariatransmis-

sion in Afrika“).
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Abb.2: Malariatransmission in Afrika®

1.3.2. Epidemiologie bei Schwangeren und Neugeborenen

Unter den in Endemiegebieten Afrikas lebenden Frauen rechnet man jahrlich
mit mindestens 24 Millionen Schwangerschaften. Schwangere gelten als eine
der Hauptrisikogruppen fur Malaria im Erwachsenenalter. Ausmalf und Folgen
einer Infektion sind von der jeweiligen Erregerart abhangig. Die durch P.
falciparum-Malaria bedingte Sterblichkeit bei schwangeren Frauen in Afrika
belauft sich auf etwa 10.000 pro Jahr, wobei Anamie als weitaus haufigste
malariainduzierte Todesursache innerhalb dieser Patientengruppe gilt°.

Schatzungen ergeben, dass in Endemiegebieten Afrikas 8-14 % aller Neuge-
borenen mit zu geringem Geburtsgewicht (<2500g gemaf Definition) und 3-8
% aller Sauglinge, die wahrend der ersten Lebensmonate versterben, negative
Folgen einer P. falciparum-Infektion wahrend der Schwangerschaft darstellen®.

Ein zusatzliches epidemiologisches Problem hinsichtlich der erhohten



Erkrankungswahrscheinlichkeit Neugeborener stellt sich bei HIV-infizierten und
zusatzlich an Malaria erkrankten Mduttern dar, die durch die Plasmodien-
infektion mit gesteigertem Risiko auch das HI-Virus perinatal auf das Kind

Ubertragen kénnen'9:11,

1.4. Krankheitsbild und Pathologie

1.4.1. Klinische Symptome der Malaria

Alle klinischen Symptome und pathogenetischen Manifestationen beim Men-
schen werden durch die asexuellen, erythrozytaren Stadien des Plasmodien-
zyklus verursacht und setzen demzufolge zeitlich kurz nach der Erythrozyten-
invasion ein'2.

Klinischer Verlauf und Symptome hangen stark vom bereits bestehenden
Immunstatus des Erkrankten, sowie dem Endemiegebiet ab'3'4. Personen, die
in hyper- bis holoendemischen Malariagebieten aufwachsen, erlangen im Laufe
der Zeit einen hohen Immunitatsgrad, der vor schwer verlaufenden Er-
krankungen schiitzt'®. Vollstandige Immunitat wird jedoch nie erreicht, es han-
delt sich vielmehr um eine Teil- bzw. Semiimmunitat, die bei Aufenthalt aul3er-
halb eines Endemiegebietes verloren gehen kann'6. Die Semiimmunitat wird
also durch standige Reinfektionen aufrecht erhalten, die sogenannte ,natirliche
Boosterung“1217.

Im Allgemeinen beginnen Malariasymptome als grippeahnliche Erkrankung
meist 8-30 Tage (speziesabhangig) nach Infektion, also mit dem Eindringen des
Erregers in die Blutbahn. Semiimmune Patienten durchlaufen haufig milde bis
asymptomatische Formen. Kopf- und Gelenkschmerzen, Fieber, Bauch-
schmerzen, Milzschwellung, Erbrechen und Durchfall in unterschiedlichen Kom-
binationen und Intensitaten sind bei diesen Patienten die vorrangigen Symp-
tome™®. Die fiir Malaria charakteristischen zyklischen Fieberverlaufe sind vom
erythrozytaren Vermehrungszyklus der jeweiligen Plasmodienart abhangig. P.

falciparum zeigt selten rein zyklische Fieberverlaufe'®, wahrend P. vivax, P.



ovale und P. malariae eher zu den klassischen Malariaanfallen mit periodisch
wiederkehrenden Fieberanfallen fiihren'6.12,

Schwere Formen der Erkrankung weisen eine aul3erordentlich hohe Mortalitat.
Sie werden fast ausschlieRlich bei Kindern, nichtimmunen Erwachsenen (Tou-
risten, Personen nach langerem Aufenthalt in Nichtendemiegebieten) und
Schwangeren beobachtet?%-23, Zu den Symptomen schwerer Malaria zahlen
zerebrale Symptome (Krampfanfalle, Koma)2425 schwere Anamie?S,
Nierenversagen, Lungenédem, schwere Hypoglykamie, Kreislaufschock, dis-
seminierte intravasale Gerinnung, Krampfanfalle, schwere metabolische Azi-
dose und Makrohamaturie. Andere typische Manifestationen schwerer Malaria
sind massive Hyperparasitamie im Blutbild (>5% der Erythrozyten infiziert)?’,

hohes Fieber (>40°C), Ikterus und Bewusstseinseintriibungen'22.

1.4.2. Malaria in der Schwangerschaft

Klinische Manifestationen einer Malaria wahrend einer Schwangerschaft
hangen stark vom Immunitatsgrad der schwangeren Frau ab. Infektion einer
nichtimmunen Schwangeren mit P. falciparum erhdht ihr Risiko an Anamie,
Hypoglykdmie und Lungendédem zu erkranken um ein Vielfaches?829,
Schwangere entwickeln haufiger zerebrale oder andere komplikationsreiche
Formen schwerer Malaria?*28, Auswirkungen dieser 4- bis 12-fach erhohten
Infektionsanfalligkeit gegenuber nichtschwangeren Erwachsenen fihren zu
einem perinatal gehauften Auftreten von Fehl-, Tot- und Friihgeburten3°. Ebenso
Iasst sich in vielen Fallen intrauteriner Wachstumsretardierung ein eindeutiger
Zusammenhang mit einer mditterlichen Malariainfektion nach-weisen3'32, Oft
lasst sich eine Abnahme des Geburtsgewichtes um 55-650 Gramm bei solchen
Neugeborenen aufgrund einer plazentaren Plasmodien-infektion be-obachten0.
Dies stellt einen bedeutenden Risikofaktor fiur erhdhte Sauglingssterblichkeit
dieser Kinder in den ersten Lebensmonaten dar®33.

Diese Auswirkungen auf Mutter und Kind werden bei nichtimmunen Schwan-
geren aus Endemiegebieten mit niedriger jahrlicher Transmission in hdherem

Ausmaly beobachtet als bei semiimmunen Schwangeren aus Gegenden mit



ganzjahrig hoher Transmissionsrate?®34. Die Resistenzausbildung dieser Mutter
bleibt trotz vereinzelt auftretender Plasmodieninfektionen unterentwickelt, da die
erforderlichen Infektionsraten zu gering sind3®. In hypoendemischen Gebieten
ist deshalb bei infizierten, nichtimmunen Schwangeren die Abortrate vor allem
wahrend des ersten Trimenons stark erhoht3e,

Auch bei semiimmunen Schwangeren aus Endemiegebieten mit ganzjahrig
hoher Transmission kdnnen schwere Infektionen mit gravierender klinischer
Malariasymptomatik auftreten37-3%, Besonders erstmalig schwangere Frauen
zeigen bei P. falciparum-Infektionen oft schwere Formen von Anamie, die fur
das Auftreten perinataler Komplikationen verantwortlich ist. Bei erkrankten
Erstgebarenden ist dadurch das Risiko fur Fehl- und Fruhgeburten hoher. Auch
ist die Abnahme des kindlichen Geburtsgewichts oOfter beobachtbar4?. Dieses
Risiko scheint sich jedoch im Verlauf derselben Schwangerschaft und spater bei
jeder weiteren aufgrund sich ausbildender Abwehrmechanismen wieder zu

verringern37:41-43,

1.4.3. Malaria beim Neugeborenen

Als Neugeborenenmalaria wird das Auftreten einer Malariaerkrankung
wahrend der ersten Lebenstage bezeichnet**. Der Infektionsweg ist jedoch nicht
immer eindeutig nachvollziehbar. Eine konnatal oder perinatal erworbene
Malaria wird durch infizierte mutterliche Erythrozyten auf das Neugeborene
Ubertragen und kann wahrend der Schwangerschaft oder erst beim
Geburtsvorgang erfolgen*. Sofort nach Geburt besteht die Moglichkeit der
Ubertragung von Plasmodien durch Miickenstiche. Vor allem immunge-
schwachte, frihgeborene oder unterentwickelte Sauglinge zeigen eine erhdhte
Anfalligkeit fir Malariaerkrankungen wahrend der ersten Lebens-wochen“6.

Die konnatale Malaria ist eine relativ seltene und nicht immer eindeutig
belegbare Form der Infektion, da die intakte Plazenta als mechanische Barriere
eigentlich einen Ubertritt des Parasiten auf das Ungeborene verhindern sollte.
Zusétzlich hat die transplazentare Ubertragung malariaspezifischer maternaler

IgG-Antikorper bei teilimmunen Miuttern eine protektive Wirkung auf den



Féten4749. Dennoch ist eine pranatale Ubertragung des Erregers von Mutter auf
das Kind nicht véllig auszuschlieBen, denn die Erkrankung kann noch Monate
spater nach Abklingen des Ubertragenen Immunschutzes im kindlichen Orga-
nismus ausbrechen46:50.51 |nfizierte Neugeborene sind bei Geburt meist symp-
tomlos, entwickeln aber schon nach wenigen Tagen typische Zeichen einer
schweren Malariainfektion, wie hohes Fieber, hamolytische Anamie mit Para-
sitamie, Atemwegsbeschwerden, Diarrhd, Hepatosplenomegalie und Gelb-
sucht52,

Untersuchungen ergaben darUber hinaus, dass Sauglinge, deren Mutter
wahrend der Schwangerschaft eine Malariainfektion erlitten, wesentlich friher
und starker infiziert werden als gleichaltrige Kinder aus Schwangerschaften

ohne mutterliche Plasmodieninfektion®° .

1.4.4. Pathogenese der Malaria

Die verschiedenen Symptombilder der Malaria werden durch unterschiedliche
pathologische Vorgange im Wirtsorganismus hervorgerufen und vorwiegend
durch den im Blutzellsystem parasitierenden Erreger verursacht (siehe Abb. 3
LInfizierte Erythrozyten®)3s.

Die wiederkehrenden Fieberschiibe bei Malariaerkrankten sind durch die sich
wieder-holenden Zyklen von Lyse und erneuter Erythrozyteninvasion der Mero-
zoiten bedingt'. Hierbei freiwerdende Glykolipide der Erreger veranlassen das
Immunsystem des Wirts Zytokine ( z.B. TNF, IL-1) und andere pyrogene Sub-
stanzen freizusetzen, die dann die nachfolgenden Fieberschiibe auslésen®4-57.
Der Befall vieler Erythrozyten bei massiver Hyperparasitamie (ab 100.000
Parasiten/ul, entspricht einem Anteil von etwa 5% aller Erythrozyten infiziert)>®
fuhrt zu starker Autoimmunhamolyse aufgrund peroxidativer Vorgange in
befallenen Blutzellen%%60, Zytokinvermittelte Hemmung der Erythropoetinpro-
duktion®'62 und Dyserythropoese®?, sowie gesteigerte Erythrozytenphago-
zytose® tragen zusatzlich zum Bild der schweren Andmie mit typischen

Symptomen wie Blasse, Dyspnoe und korperlicher Schwache bei26:65,



Abb. 3:_
Infizierte Erythrozyten. Blutausstriche mit intraerythrozytharen Ringformen, sog. Trophozoiten,

von P. falciparum (links) und mehrkernigem Schizont nach asexueller Teilung von P. vivax

(rechts).56

Die oft lebensbedrohlichen Hypoglykdamien werden durch eine gesteigerte
Glukoseaufnahme ins Gewebe ausgeldst. Die wahrend einer Plasmodien-
infektion gebildeten Phospholipide des Erregers weisen starke Antigenwirkung
auf und ziehen den Anstieg von TNF- und Insulinspiegeln mit blutzucker-
senkender Wirkung nach sich®7-69, Gesteigerter Glukosebedarf flhrt zur
Zunahme anaerober Glykolysemechanismen, die im Wirtsorganismus Hyper-
laktatamie mit schwerwiegender metabolischer Entgleisung verursachen.
Viele Folgesymptome erklaren sich durch die extreme Immunstimulation
wahrend des Parasitenbefalls, sowie durch die massive Hamolyse. Spleno-
megalie entwickelt sich als Folge Ubermaliger Aktivierung phagozytarer Zellen
im retikulohistiozytaren System?'72, Das Auftreten akuter und chronisch-
progressiver Nephritiden dagegen wird durch abgelagerte Immunkomplexe in
Nierenkapillaren hervorgerufen’3. Jede Infektion mit Plasmodien kann dariiber
hinaus zu Veranderungen im Immunsystem des Wirtsorganismus fuhren und
dadurch den Krankheitsverlauf bzw. die Abwehr anderer Krankheiten beein-
trachtigens.

Sequestrierung der Erythrozyten durch Adhasion plasmodieneigener Rezep-
toren an kapillare Gefalde uber spezifische Liganden (z.B. CD36, ICAM-1,

VCAM-1, TSP) kann zu zerebraler Malaria fihren und auch Schaden an



lebenswichtigen Organen (wie z.B. Gehirn, Herz, Nieren, Plazenta)
verursachen. Dies kann mit Koma oder lebensbedrohlichem Multiorgan-
versagen einhergehen’7%, Die Parasiten veranlassen befallene Erythrozyten,
aber auch andere Blutzellen, wie Thrombozyten und Leukozyten, zu vermehrter
Expression von Rezeptoren und Liganden (z.B. PfEMP-1) auf ihrer Zellober-
flache’. Vermehrte Endotheladhdsion und Rosettenbildung in Gefalken fiihrt
letztendlich zur Unterbrechung der Mikrozirkulation im Gewebe’’. Dabei spielen
neben mechanischen Verstopfungen der GefaRe durch sequestrierte, para-
sitenbefallene Erythrozyten auch pathologisch veranderte Zytokinmuster und

deren Wirkung auf Endothelzellen eine Rolle.
1.4.5. Pathogenese in der Schwangerschaft
Ahnlich der zerebralen Malaria durch Sequestrierung parasitarer Erythrozyten in

den HirngefalRen, befallen die Erreger in der Schwangerschaft praferenziell die

Plazenta (plazentare Malaria) (siehe Abb. 4 ,Plasmodieninfektion der Pla-

zenta")’8,
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Abb.4:

Plasmodieninfektion der Plazenta. Infizierte miitterliche Erythrozyten im intervilldsen Raum

und kindliche Erythrozyten ohne Parasiten innerhalb der Zottenvilli (links, HE-Farbung, 200-fach
vergrof3ert). Intervillése Entziindungsreaktion. Infiltration des intervilldsen Raumes durch
monozytare Zellen und Makrophagen mit Aussparung der Zottenvilli (rechts, HE-Farbung, 200-

fach vergroBert)’®.
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Im peripheren Blut Schwangerer sind dabei oft nur geringe Parasitenmengen
nachweisbar®. Zusatzlich zeigt sich besonders in mesoendemischen Gebieten
mit geringerer P. falciparum-Infektionsrate innerhalb der Bevdlkerung, dass
Infektionen der Plazenta haufiger durch P. falciparum erfolgen als durch andere
Plasmodien-spezien34.

Die Parasiten haften sich Uber spezifische Oberflachenantigene infizierter
Erythrozyten an Synzytiotrophoblastenzotten und den intervilldsen Raum des
Plazentagewebes an. Die hauptsachlich durch die Glykosaminoglykanmolekile
Chondroitinsulfat A (CSA)- und Hyaluronséure in der Plazenta vermittelte
Adhasion®'82 f{ihrt zu verstarktem Einwandern von Immunzellen®. Die dadurch
ausgelosten Entzindungsreaktionen mit anschlieender Nekrose und Fibrin-
ablagerung im plazentaren Gewebe® verursacht eine insuffiziente Versorgung
des Ungeborenen und hat somit negative Auswirkungen auf Schwangerschafts-
dauer und Geburtsgewicht®. Zusatzlich erhéht sich das Risiko Neugeborener in
den ersten zwei Lebensjahren an schwerer Malaria zu erkranken®°.

Ein teilweiser Infektionsschutz entwickelt sich bei Frauen, die in der Lage sind,
die Plasmodienanheftung der Plazenta durch Bildung spezifischer IgG-
Antikérper gegen Plasmodienoberflachenantigene, sogenannte Anti-Adhasions-
antikkorper, zu verhindern®:86, Dieser humorale Immunschutz ist allerdings bei
Erstgebarenden noch nicht ausreichend ausgebildet, nimmt aber im Laufe
weiterer Schwangerschaften kontinuierlich zu4'87.

Auch Schwangere werden, trotz vorher vorhandenem protektivem Immunstatus,
wahrend einer Schwangerschaft einem hoheren Erkrankungsrisiko ausgesetzt.
Semiimmune Frauen endemischer Gebiete zeigen ein zunehmendes Auftreten
klinischer Malariasymptomatik bzw. massiveren Parasitenbefall im Blut wahrend
der Schwangerschaft bis etwa zwei Monaten nach der Entbindung. Die
gesteigerte Krankheitsanfalligkeit hat ihr Maximum im ersten Trimenon und
nimmt gegen Schwangerschaftsende hin wieder ab. Monate nach der
Schwangerschaft weisen diese Frauen dann erneut ihren friheren Immun-
schutz auf. Dieses Phanomen hangt mit einem relativen Immunitatsverlust
aufgrund immunologischer Veranderungen des schwangeren Organismus zu-

sammen (selektive Inmunsuppression)3’-88,
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1.4.6. Pathogenese beim Neugeborenen

Der plazentare Befall durch Malariaerreger fuhrt zu Entziindungsreaktionen und
Fibrosierungen am feto-maternalen Ubergang der Trophoblasten. Je nach
Parasitendichte und Schwere einer mutterlichen Anamie koénnen dadurch
gravierende Folgen fur die kindliche Blutversorgung Uber den mdutterlichen
Kreislauf entstehen. Eine Unterversorgung &auflert sich beim Kind durch
verringertes Geburtsgewicht sowie eine allgemeine Wachstumsretar-dierung?®°.
Der heranwachsende Fotus und sein sich entwickelndes Immunsystem
kommen Uber die Plazentaschranke mit Parasitenantigenen in Kontakt®. In
vielen Fallen plazentarer Malaria bzw. bei einer perinatalen Infektion mit
Erregertbertragung von der Mutter auf ihr Kind weisen Neugeborene bereits
eigene IgM-Antikorper auf, die spezifisch gegen die in utero aufgetretenen
Antigene bzw. Erreger gerichtet sind®".

Zusatzlich Ubertragt die Mutter wahrend der Schwangerschaft plazentagangige
IgG-Antikorper auf ihr Kind. Diese plasmodienspezifischen Antikdrper verleihen
dem Foétus, und spater auch dem Neugeborenen, gewissen Schutz gegenuber
pra- bzw. postnatale Plasmodieninfektionen. Neugeborene weisen deshalb
bereits vor der ersten natlrlichen Malariainfektion eine plasmodienspezifische
Immunabwehr auf®?, jedoch nehmen die mitterlichen Antikérper im Laufe des
ersten halben Jahres stetig ab%. Die Effektivitdt des kindlichen Immunstatus
hangt deshalb vom Schwangerschaftsverlauf, der Schwere der mdutterlichen

bzw. plazentaren Infektion, sowie dem Reifezustand des Neugeborenen ab.

1.5. Therapie der Malaria

Zur medikamentésen Behandlung der Malaria gibt es ein weites Spektrum von
Chemotherapeutika. Da die Effektivitat vieler Medikamente von Erregerart und

jeweiligen regionalen Resistenzbildungen abhangt, muss die optimale Therapie-

wahl entsprechend individuell ermittelt werden?3.
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P. falciparum, Ausloser der Malaria tropica, weist haufig Multiresistenzen gegen
die geldufigen Medikamentenkombinationen auf. In einigen Gegenden der Welt
gilt Chloroquin jedoch immer noch als Mittel der Wahl bei Nicht-Falciparum-
Malaria bzw. unkomplizierter Falciparum-Malaria, wenn ausreichende Sensi-
tivitat des jeweiligen Erregers gegeben ist'.

In chloroquinresistenten Gebieten wird in erster Linie das Kombinationspraparat
Sulfadoxin-Pyrimethamin zur Behandlung unkomplizierter Falciparum-Malaria
angewandt. Alternativen dazu bieten Mefloquin, Artesunat, Atovaquon plus
Proguanil oder Artemether plus Lumefantrin. Beim Auftreten multiresistenter
Erregerstamme sowie in Fallen komplizierter Falciparum-Malaria wird meist
Chinin, oft in Kombination mit Tetrazyklinen, als Therapeutikum gewahlit. Unter
intensivmedizinischen Bedingungen kann die Chiningabe in Kombination mit
Doxycyclin auch parenteral erfolgen?-%4.

Obwohl zur Zeit noch keine wirksame Schutzimpfung zur Malariavorbeugung
vorhanden ist, kann das individuelle Infektionsrisiko dennoch durch prophy-
laktische Malinahmen verringert werden. Dazu zahlen Expositionsprophylaxe
(Vermeidung von Miuckenstichen), Chemoprophylaxe (je nach geographi-
schem Risikogebiet unterschiedlich) und die sogenannte ,standby
therapy*“ (Notfallbehandlung) fiir den Akutfall’

1.5.1. Therapie in der Schwangerschaft

Medikamentdse Interventionen sind wahrend einer Schwangerschaft aufgrund
moglicher Nebenwirkungen flr das Ungeborene oft eingeschrankt. Obwohl bei
vielen Wirkstoffen grofdte Vorsicht geboten ist, sollte dies im Falle einer
Malariaerkrankung und den damit verbundenen negativen Auswirkungen auf
Mutter und Kind gesondert beurteilt werden. Zu den in der Schwangerschaft
kontraindizierten Antimalariamedikamenten zahlen Primaquin, Tetrazykline, und
Halofantrin. Auch die Kombinationspraparate Atovaquon plus Proguanil und
Artemether plus Lumefantrin sollten vermieden werden. Als Therapie-
empfehlung bei unkomplizierter Falciparum-Malaria gilt Chloroquin, das sich in

jedem Trimenon als sicher erwiesen hat®.
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Bei resistenten Erregern wird Sulfadoxin-Pyrimethamin oder Chinin unab-
hangig vom Schwangerschaftsstadium gegeben, Mefloquingabe sollte im
ersten Trimenon jedoch vermieden werden%°7. Multiresistente Falciparum-
Stamme werden mit einer Kombination aus Chinin und Clindamycin thera-
piert. Als Alternative kann Artesunat angewendet werden, allerdings nicht vor
dem zweiten Trimenon'%. Aufgrund zunehmender Resistenzen gegeniber
Chloroquin, haufiger Nebenwirkungen vieler Antimalariamedikamente und
geringer Compliance bei der relativ aufwendigen Chinintherapie, besteht die
Dringlichkeit, weitere Alternativen an schwangerschaftstauglichen Therapeutika
bzw. wirksame Impfstoffe zu finden®.

Prophylaktisch wirkungsvoll ist die Einnahme von Chloroquin als komplette
Chemoprophylaxe wahrend der Gesamtschwangerschaft oder als intermit-
tierende praventive Therapie (ITP) mit mindestens zwei Behandlungen in der
Schwangerschaft. Positive Auswirkungen einer solchen Schwangerschafts-
prophylaxe hinsichtlich plazentarer Infektionsrate und Geburtsgewichtsreduktion
wurden nachgewiesen. Als wirkungsvolle Expositionsprophylaxe fur Mutter

und Kind wird der Gebrauch insektizidbehandelter Moskitonetze angesehen®.

1.5.2. Therapie bei Kindern und Neugeborenen

Fiar Kleinkinder und Neugeborene gelten die weitgehend gleichen
Therapieprotokolle wie bei erwachsenen Patienten. Es muss jedoch darauf
geachtet werden, einzelne Medikamentendosen dem Korpergewicht ent-
sprechend anzupassen. Bei Sauglingen und Neugeborenen ist oft die
parenterale oder rektale Gabe von Arzneimitteln die einzig zuverlassige
Darreichungsform. Zu den intravends bzw. intramuskulér verabreichbaren
Malariamedikamenten zahlen u.a. Chinin, Chloroquin und Artesunat®. Es
muss darauf geachtet werden, dass einige Medikamente, wie z.B. Tetrazykline,
nicht an Kinder unter acht Jahren verabreicht werden sollten. In Gebieten mit
Resistenzen gegen Chinin sollte deshalb eine Kombinationstherapie mit
Clindamycin durchgefuhrt werden, da hierbei die gleichen Therapieeffekte wie

mit Tetracyclin oder Doxycyclin erreicht werden kénnen%. Mefloquin sollte nicht
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bei Kindern unter drei Monaten bzw. unter funf Kilogramm Ko&rpergewicht zur
Anwendung kommen’.

Zur Chemoprophylaxe sind Chloroquin plus Proguanil und Atovaquon plus
Proguanil in entsprechender Dosierung unbedenklich. Weiterhin sollte bei Klein-
kindern eine konsequente Expositionsprophylaxe mit Moskitonetzen durch-

geflihrt werden’.

1.6. Immunantwort und Immunmechanismen

1.6.1. Mechanismen der Immunantwort

Die durch Malariaerreger im Wirt ausgeloste Immunantwort dient der Kontrolle
und Elimination der parasitaren Infektion, tragt zudem aber auch mafRgeblich
zur Pathologie der Erkrankung bei.

Die korpereigene Abwehr stitzt sich auf zellulare und humorale Mechanismen.
Diese werden als unspezifisch bezeichnet, wenn sie zur Allgemeinabwehr
verschiedenster Fremdstoffe dienen. Granulozyten, Lympho-zyten, Monozyten
(Makrophagen) und naturliche Killerzellen (NK-Zellen) mit ihren
unterschiedlichen Funktionen bilden die zellulare Immunabwehr. Zu den
humoralen Abwehrmechanismen rechnet man die eher unspezifisch wirkenden
Antikorperklassen der IgE und IgA, das Komplementsystem, eine Vielzahl lyso-
somaler Enzyme, C-reaktives Protein, sowie unterschiedlichste Zytokingruppen.
Die spezifische Abwehr dagegen erkennt selektiv Oberflachenstrukturen
bestimmter Antigene und verfligt Uber ein immunologisches Gedachtnis. |hr
zellularer Anteil wird durch unter-schiedliche Arten von T- und B-Lymphozyten
gebildet, wahrend Immunglobuline und bestimmte Interleukine Teile der
spezifisch-humoralen Abwehr darstellen.

Der Organismus setzt sich anhand dieser Mechanismen immunologisch mit
eingedrungenen Fremdantigenen auseinander. Das Immunsystem kann dann
die als kérperfremd erkannten Bestandteile inaktivieren bzw. eliminieren. Uber

das spezifisch-zellulare Abwehrsystem ist der Organismus dartber hinaus in
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der Lage, ein immunologisches Gedachtnis einzurichten, das dem Immun-
system bei erneutem Kontakt mit bekannten Antigenen erlaubt, starker und
rascher zu reagieren als beim Primarkontakt®®. Als ,immun“ bezeichnet man
einen Organismus, dessen Immunsystem mit Fremdantigenen ohne dem
Auftreten pathologischer Reaktionen fertig werden kann. Solch ein protektiver
Immunstatus kann sich nur durch standige Auseinandersetzung mit Krank-

heitserregern entwickeln00.101,

1.6.2. Tu1- und Tu2-Immunantwort

T-Lymphozyten untergliedert man in drei T-Effektorzellgruppen, die sich durch
Oberflachenrezeptoren (CD4 bzw. CD8) unterscheiden. T-Helferzellen gehdren
zur Gruppe der CD4-T-Zellen, wahrend man T-Zytotoxische- und T-Suppressor-
zellen zu den CD8-T-Zellen rechnet.

T-Helferzellen (Th-Zellen) nehmen als Untergruppe der T-Effektorzellen an der
zellvermittelten Immunitat teil. Sie spielen eine Rolle bei der Spezifizierung von
Immunantworten und bei der Auswahl von Effektormechanismen gegen die
jeweiligen Zielantigene. Tu-Zellen unterstitzen Proliferation und Aktivierung von
Phagozyten, B-Zellen, zytotoxischen und Suppressor-T-Zellen, sowie anderen
Effektorzellen. Sie kénnen auf diese Weise unter-schiedlichste Entziindungs-
reaktionen hervorrufen (zellvermittelter Typ bzw. Reaktion vom verzdgerten
Typ)102_

Innerhalb der Tn-Zell-Gruppen unterscheidet man verschiedene Unter-
ordnungen, die sich hinsichtlich ihrer Zytokinmuster (Interleukine = IL, Tumor-
nekrosefaktoren = TNF, Interferone = IFN), sowie nachfolgend ausgeldsten
Effektormechanismen differenzieren lassen. Gemeinsame Ausgangspopulation
stellen die naiven TuP-Zellen dar. Sie produzieren ausschlie3lich IL-2. Kurz-
zeitige Stimulation fUhrt zur Entwicklung von Th0-Zellen, die dann ein weites
Spektrum an Zytokinen freisetzen kénnen (IFN-y, TNF-B, IL-2, -4, -5, -6, -9, -10,
-13). Nach andauernder Stimulation entstehen weiter spezialisierte Tu1- und
Th2-Zellen. Tu1-Zellen sezernieren hauptsachlich IFN-y, TNF- und IL-2,

wahrend Tn2-Zellen vorwiegend IL-4 bis -6, -9, -10 und -13 produ-zieren03,
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Die jeweiligen Zytokinmuster rufen unterschiedliche Effektormechanismen
hervor (siehe Abb. 5 ,Differenzierung der Tn-Zelluntergruppen®). Tu1-Zellen
obliegt hauptsachlich die Aktivierung der zellularen Immunitat (zytolytische T-
Zellen, Makrophagen). Infizierte Makrophagen produzieren IL-12, welches die

Entwicklung von Tu1-Zellen fordert. Weiterhin tragt Sekretion von IL-2 und IFN-y
durch stimulierte Tu1-Zellen zur Aufrechterhaltung des Th1-Typs bei. Eine Tn1-

gewichtete Abwehrreaktion entspricht Uberwiegend einer zellvermittelten
Immunantwort und ist charakteristisch fur intrazellulare, wie auch fir
AbstoRungsreaktionen. Tu2-Zellen sind im Gegensatz dazu in erster Linie fur
die Aktivierung der humoralen Immunantwort verantwortlich. Sie erhohen die
Proliferation von Eosinophilen und Mastzellen und steigern in B-Zellen die
Produktion opsonierender Antikorper, einschlief3lich IgE. Kontakt mit Allergenen,
Helminthen und I6slichen Proteine I6sen die Bildung von IL-4 durch Mastzellen,
Baso- und Eosinophile aus, und stimulieren bevorzugt die Entwicklung von Th2-
Zellen. Die Th2-gewichtete Abwehrreaktion entspricht der
antikorpervermittelten Immunantwort und ist charakteristisch fur parasitare
Infektionen, sowie allergische Reaktionen04.105,

Weiterhin wirken Regulatorische T-Zellen auf die jeweilige Tn-Antwort
regulierend oder supprimierend ein. Sie werden vor allem durch IL-10 stimuliert
und modulieren tber IL-10 und TNF-B die Entziindungsreaktion'%.

Die Ausbildung des Tu1- bzw. Thu2-Immuntyps ist somit kein unabhangiger
Prozess, vielmehr kontrollieren sich beide Aktivierungswege wechselseitig Uber
die spezifische Sekretion von Zytokinen. Nach Induktion eines Antworttyps kann
dennoch ein Immunmechanismus den anderen unterdricken. So hemmt IFN-y
die Th2-, IL-4 dagegen die Th1-Zellentwicklung. In der Effektorphase unterstiutzt
TNF-o. die Makrophagenaktivierung durch IFN-y im Sinne des Tn1-Typs,
wahrend das von B-Zellen und einigen Makrophagen produzierte IL-10 die
Makrophagenfunktion hemmt. IFN-y supprimiert dagegen die Bildung

verschiedener Antikorperklassen, die sonst von Zytokinen des Th2-Typs

stimuliert werden197.
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IEN- Cell-mediated
IL-12 IL-2 T immunity
/ Pro-inflammatory
IL-10 IL-10 Suppression
Tn IFN-a. ’ @ TGF-B Regulation
\ IL-4 Humoral
IL-4 IL-5 immunity

Anti-inflammatory

Abb. 5:_
Differenzierung der Tu-Zelluntergruppen (Tn = naive Helferzelle, Th1/2 = differen-

zierte Helferzelle, Tr1 = regulatorische Helferzelle).1%6

1.6.3. Zytokine

Zytokine sind Proteine bzw. Peptide, die fur die Signalibermittlung zwischen
verschiedenen Zellgruppen im Verlauf einer Immunantwort verantwortlich sind.
Sie gewahrleisten den regularen Ablauf der Immunreaktion und werden erst
wahrend des Immunprozesses von Leukozyten gebildet. Dadurch erfolgt ihre
Sekretion nur innerhalb eines kurzen Zeitraums. Die Zytokinwirkung wird an
Zielzellen Uber Rezeptoren vermittelt und kann autokrin, parakrin oder endokrin
auf unter-schiedlichste Zellgruppen einwirken. Der induzierte Effekt ist somit
abhangig von der Art der Zielzelle. Man unterscheidet verschiedene
Zytokinklassen, deren Funktionen mehr oder weniger spezifisch sein kénnen

(siehe Abb. 6 ,Funktion der Zytokine bei normaler Immunitat®).
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IL-12, IFN-garmma +
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Prostaglandins -
IL-1, TNF-alpha +
—— |Macrophage - g -
IL-10 -
IFN-gamma +

GM-CSF + Lymphotoxin -
TNF-alpha, IL-1 + IL-2, IL-4, IL-& +

Prostglandins -
. — Antibodies

Abb. 6:

Funktion der Zytokine bei normaler Immunitat.108

Die JTumor-Nekrose-Faktoren (TNF)-a und -f dienen vor allem als

Mediatoren proinflammatorischer Reaktionen und werden hauptsachlich
von T-Lymphozyten und Makrophagen gebildet. Sie steigern die Aktivitat
anderer phagozytierender Zellen und begunstigen das Einwandern von
Entzindungszellen ins Gewebe. Sie sind Uber verschiedene andere Zyto-
kine an Akut-Phase-Reaktionen beteiligt und koénnen pyrogene Effekte
auslésen. Langanhaltende TNF-Erhéhung im Kérper fuhrt zu Kachexie.
Colony-Stimulating-Factors (CSF) fordern die Proliferation und Reifung
myeloider und lymphoider Vorlauferzellen.

Die Typ-l-Interferone IFN-o. und -f spielen eine wichtige Rolle bei Infek-
tionen von Zellen durch Viren. Uber Hemmung viraler Replikations-
mechanismen und Steigerung lytischer Aktivitat der NK-T-Zellen (als weitere
Subklasse der T-Lymphozyten) schranken sie die Virusvermehrung und -

ausbreitung ein.
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Das Iyp-ll-Interferon IFN-y wird von aktivierten Tn1-Zellen und
Zytolytischen-T-Lymphozyten produziert und wirkt sowohl antiviral auf
intrazellulare Erreger, als auch antiproliferativ auf Tumorzellen. Es stellt
den wichtigsten Aktivator der Makrophagen dar und erhoht die zytolytische
Aktivitat der NK-Zellen. AuRerdem fordert IFN-y die Ausbildung des Tu1-Typ
durch Anregung der Tu1-Zell-differenzierung und hemmt so gleichzeitig das

Entstehen einer Th2-Antwort109,107,

Zur Gruppe der Interleukine (IL) gehoért eine Vielzahl Zytokine, die

hauptsachlich von mononukledren Zellen gebildet werden'°. Besondere Be-

deutung fur den weiteren Verlauf haben folgende Interleukine:

IL-2 stammt vorwiegend von Tu-Zellen und beeinflusst die Intensitat der
Tu1-lmmun-antwort durch Synthesesteigerung anderer Tu1-Zytokine, wie
z.B. IFN-y. Es leitet somit proinflammatorische Effekte ein. Und stimuliert
zusatzlich IL-2 NK- und B-Zellen.

IL-4 ist ein wesentlicher Mediator antiinflammatorischer Effekte, indem es
die Differenzierung von Tu-Zellen zum Tu2-Typ stimuliert. Es wird vor allem
von Baso- und Eosinophilen, sowie NK-Zellen gebildet. IL-4 reguliert das
Entstehen allergischer Reaktionen durch Auslosung der IgE-Bildung in B-
Lymphozyten.

IL-10 hat ebenfalls antiinflammatorische Wirkung und wird vorwiegend von
Th2- und B-Zellen gebildet. IL-10 kann Uber Hemmung der T-Suppressor-
zellen die Zytokinproduktion in Tn1-Zellen unterdriucken, wodurch die
Konzentration von IFN-y indirekt gesenkt wird. Niedrige IFN-y -Spiegel
hemmen ihrerseits wieder die Ausbildung des Tu1-Typs zugunsten des Th2-
Typs .

IL-12 dagegen weist durch IFN-y-abhangige Stimulation von T-Helfer-, T-
Zytotoxische- und NK-Zellen proinflammatorische Effekte auf und ist an
der Abwehrreaktion gegen intrazellulare Erreger beteiligt. Es wird vorwie-
gend von Monozyten und Makrophagen gebildet und 16st eine Tu1-Antwort
aus'. IL-12 ist ein Heterodimer, das sich aus den zwei Homodimeren
IL-12p40 und IL-12p35 zusammensetzt'12,107
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1.6.4. Immunologische Vorgange wahrend der Schwangerschaft

Um den Fotus vor einer AbstolBungsreaktionen zu schitzen und um die
Schwangerschaft aufrechtzuerhalten, muss der mdatterliche Organismus
immunologische Toleranz gegenuber fotalem Gewebe entwickeln. Dazu finden
im Rahmen der allgemeinen Umstellungsvorgange zu Beginn einer
Schwangerschaft neben anatomischen auch immunologische Anpassungen
statt. Wahrend im mutterlichen Organismus unspezifische Abwehrmecha-
nismen unbeeinflusst bleiben, bildet sich im Uterus innerhalb der erworbenen
Immunabwehr voribergehend ein immunologisch privilegierten Status”
aus's,

Teil der immunologischen Anpassung des Uterus an den Embryo sind
Veranderungen im relativen Auftreten verschiedener Leukozytensub-
populationen. T- und B-Lymphozyten werden seltener, dafir wachst der Anteil
an Makrophagen und NK-Zellen im Bereich der ein-wachsenden f6talen
Trophoblastenzotten an''4. Diese unspezifischen und teilweise in ihrer
urspriinglichen Aggressivitat gedampften Immunzellen''® (bernehmen wahrend
der Schwangerschaft Abwehrfunktionen im Uterusgewebe und steuern dadurch
zusatzlich zur Entwicklung und Reifung der Plazenta bei''6. Zunehmende
zellvermittelte Abwehrmechanismen, hervorgerufen durch Freisetzung von IFN-
vy Uber IL-2- und IL-12-Anstiege fuhren zu verstarkter Abortneigung. Deshalb
tragen Zytotrophoblastzellen der Plazenta zusatzlich aktiv zur Produktion von
IL-10 bei, um die Ausbildung eines Tu1-Status durch Suppression des IFN-y
und IL-12 direkt zu verhindern'”118 AuRBerdem steuert das in der Plazenta
gebildete schwangerschaftserhaltende Hormon Progesteron, sowie die
Mediatorsubstanz Prostaglan-din-E2 dem Entstehen eines Tu2-gewichteten
Immunstatus durch Hemmung der IFN-y-Bildung zusatzlich bei. Das plazen-
tare Milieu ist deshalb Uberwiegend von Th2-Zellen und deren spezifischem
Zytokinmuster gepragt. IL-4 und IL-10 sind die vorherrschenden Zytokine der
feto-maternalen Ubergangszone'®. Toleranz gegenlber dem heranwachsen-
den Fotus ist aber nicht nur durch immunologische Naivitat neonataler Zellen

bedingt, vielmehr spielen aktive Suppressionsmechanismen verschiedenster
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Immunreaktionen, sowie die Aufrechterhaltung des Tn2-Typs durch den mutter-
lichen Organismus selbst im Fortbestehen der Schwangerschaft eine tragende

Rolle20,

1.6.5. Immunsystem des Neugeborenen

Etwa in der vierten Schwangerschaftswoche (SSW) beginnt sich das Immun-
system des FoOtus zu entwickeln. Zu diesem Zeitpunkt bilden sich auch
lymphoide Organe, wie Thymus und Lymphknoten, aus. Gegen Ende des
ersten Trimenons (10.-12. SSW) sind fotale B-Lymphozyten bereits in der
Lage eigene IgM- und IgG-Antikorper zu bilden. Quantitat und Qualitat dieser
Antikorper, sowie deren Lebensdauer, sind jedoch noch stark eingeschrankt, da
neonatale B-Zellpopulationen eine Zusammensetzung und Funktionsreife
aufweisen als B-Zellpopulationen des erwachsenen Organismus'?'. Das
humorale Immunsystem der Neonatalperiode kann nur begrenzt Antigene
erkennen, deshalb ist das Neugeborene wahrend den ersten Lebensmonaten
zusatzlich noch passiv Uber mdutterliche Serumantikdrper (IgG) geschutzt
(Nestschutz). Die fir Erwachsene typischen Antikdrperspiegel werden im Laufe
der ersten vier bis sechs Lebensjahre erreicht.

Ahnlich verdnderte Zusammensetzungen der Zellpopulationen lasst sich auch
bei fotalen T-Lymphozyten finden. Hier Uberwiegt wahrend der Foétalzeit bis
etwa zum Ende des ersten Lebensjahres der Anteil neonataler T-Suppressor-
zellen und dadurch ein immunsupprimierender Effekt. Zusatzlich wird eine
effiziente Immunantwort durch suboptimal funktionierende Interaktionen
zwischen antigen-prasentierenden Zellen und antigenerkennenden T-Zellen des
fotalen Immunsystems verhindert'2'.

Neonatale T-Lymphozyten produzieren betrachtlich niedrigere Spiegel an
Zytokinen. Vor allem die zur Auslosung einer Entzindungsreaktion wichtigen

Zytokine IL-2, IL-4 und IFN-y sind nur in sehr geringen Mengen nachweisbar.

Dies fuhrt zur verzogerten Reifung und unvollstandigen Aktivierung neonataler

Makrophagen, NK-Zellen und T-Helfer- bzw. T-Suppressorzellen, die eine
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wichtige Rolle in der Stimulation von B-Zellen, sowie im Aufbau einer
spezifischen Immunantwort spielen’?2,

Neugeborene sind dennoch zur Ausbildung einer Ty1- bzw. Tn2-Antwort fahig.
Allerdings zeigen sie haufig eine Tu2-Verschiebung auf Reize, die in
Erwachsenen eine eindeutige Th1-Reaktionen auslésen. Dies Iasst sich auf die
Unfahigkeit zur Aktivierung naiver T-Zellen, also auch zur Ausbildung Tnh1-
abhangiger Gedachtniszellen, zurtckfihren (Toleranzphanomen des Neuge-
borenen)'23. Zusatzlich tritt ein eindeutiges Uberwiegen der Produktion und
Stimulation von IL-4 und IL-10 auf. Die erhdhte IL-4-Bildung neonataler T-
Lymphozyten wahrend der Fotalzeit hemmt direkt die IL-2- Produktion. Dadurch
wird das Entstehen einer Tu1-Immunantwort zugunsten des Th2-Typs
unterdriickt. Auch Antigene, die zuvor zu Tn1-Reaktionen fihrten, zeigen
daraufhin eine auf das Twh2-Profil beschrankte Sekundar-antwort'?4. Erst

wahrend der Postnatalphase kommt es zum Anstieg der IL-2- und IFN-y-

Produktion, wodurch der kindliche Organismus zunehmend die Fahigkeit
erlangt, auf bestimmte Antigene eine Tn1-Antwort auszubilden'?5. Die Praferenz
des Th2-Immuntyps steht jedoch nicht ganzlich unter dem Einfluss des Th2-
gewichteten Status der mitterlichen Plazenta'?. Vielmehr kann das

Immunsystem des Neugeborenen sogar starke Anstiege der IFN-y-Konzen-

tration aufweisen, wenn perinatal z.B. intrauterine Infekte oder vorzeitiger
Blasensprung auftreten27.128,

Neugeborene besitzen somit einen unvollstandigen Immunschutz. Diese
relative Immunschwache scheint ihren Ursprung vorwiegend in der Unreife
neonataler Immunzellen zu haben. Obwohl die Grunderfordernisse zur
Auslosung einer spezifischen Immunantwort bei Geburt prinzipiell bereits
vorhanden sind, setzt die morphologische und funktionelle Reifung des
Immunsystems dennoch erst postnatal unter dem Einfluss exogenem, anti-
genetischem Materials ein. Die eingeschrankte Fahigkeit des neonatalen
Abwehrsystems zur IL-12-Prokuktion bzw. IFN-y-Freisetzung hangt stark mit
den schweren durch intrazellulare Erreger hervorgerufenen Infektionsverlaufen
(z.B. RSV, Masern, Influenza, Pertussis) wahrend der ersten Lebenswochen

zusammen121,
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1.7. Immunologische Vorgange bei Plasmodieninfektion

Der Malariaparasit prasentiert sich dem menschlichen Immunsystem in zwei
unterschiedlichen Formen: als extrazellularer Erreger (Sporozoiten- und Mero-
zoitenstadium) und als intrazellularer Erreger (Hepatozyten- und Erythrozyten-
stadium). Deshalb werden bei einer Plasmodieninfektion samtliche Kompo-
nenten der Immunabwehr stimuliert (Makrophagen, NK-Zellen, T-Helfer- und T-
Suppressorzellen, sowie B-Zellen einschlief3lich Antikdrperproduktion). Den-
noch zeigt der Parasit oft schlechte Immunogenitat, hervorgerufen durch eine
Anzahl von Protektionsmechanismen, wie z.B. Antigenvariationen, Polymor-
phien der Molekiilstruktur oder Veranderungen der Oberflachenstruktur?2®.

Wahrend der praerythrozytaren Phase des Entwicklungszyklus (extrazellulare
Sporozoiten und intrazellulare Leberstadien) und im geschlechtlichen Stadium
(Gametozyten) sind die Erreger nur sehr schwach immunogen'3%. So werden
hauptsachlich die verschiedenen T-Zellpopulationen (CD4- und CD8-Zellen)
und die Zellen der angeborenen Immunitat (NK-Zellen und Makrophagen)
aktiviert, die dann die Produktion spezifischer Antikdrper (vorwiegend IgG+1 und
IgGs) gegen Plasmodienoberflachenantigene auslésen. Diese erregerspezi-
fischen lgG-Antikdorper werden aber selbst bei immunen Individuen nicht
immer in einem fiir die Infektionskontrolle ausreichenden Masse gebildet.'3' Der
menschlich Organismus ist deshalb nicht vollstandig dazu fahig, eine
infektionshemmende Abwehr aufzubauen. Dies kann bei Nicht-immunen sogar
eine generalisierte Immunsuppression mit schwerem Krankheitsverlauf aus-
I6sen'32, Protektiver Immunschutz, z.B. bei Individuen aus Endemiegebieten,
erfolgt in diesem Stadium vorwiegend durch CD8-T-Zellen, die bereits wahrend
vorausgegangener Infektionen sensitiviert wurden. Reaktivierte CD8-T-Zellen
leiten Uber ein Anwachsen der IFN-y- und IL-12-Produktion die zellvermittelte
Abwehr (Tu1) ein'33, Eine zytokinvermittelte Stimulation verschiedener Ty-
Populationen erfolgt dann durch Antigenkontakt aktivierter Dentritischer Zellen
(Antigenprasentation) und deren dominantes proinflammatorisches Zytokin-

profil134,
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In der intraerythrozytaren Phase dagegen spielt die Vermittlung spezifischer
Abwehrreaktionen durch T-Helferzellen eine weitaus gréRere Rolle. T-Helfer-
zellen sind in der Lage eine malariaspezifische adaptive Immunantwort durch
Th1- bzw. Th2-Zelldifferenzierung zu aktivieren.

e Die proinflammatorische Tu1-Antwort dominiert wahrend der frihen Akut-

phase der Infektion und wird durch IFN-y und TNF-a vermittelt. TNF-a. ist ur-
sachlich fur die Fiebersymptomatik, wahrend IFN-y neben der Aktivierung

von Makrophagen und dem Anstieg parasiteneliminierenden Stickstoff-
monoxids (NO) auch die Produktion spezifischer Antikorper in B-Zellen und
damit die Abtotung der intrazellularen Erreger einleitet. Die gegen die
asexuellen Erythrozytenstadien gerichteten Antikdrper scheinen zudem
protektiven Immunschutz gegen erneute Reinfektionen darzustellen* 135,

e Bei immunen Individuen kann eine Malaria im weiteren Krankheitsverlauf zu
einem chronischen Stadium flhren. Bei diesen chronischen Formen,
sowie bei milden Krankheitsverlaufen, steht allerdings die Tu2-gewichtete
Immunreaktion mit Erhdhung der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und
IL-4 im Vordergrund'36. Das Antikérperprofil einer Th2-Antwort liefert neben
einem Reinfektionsschutz auch eine bessere Kontrolle der Parasitamie.
Die Umkehr des IFN-y-gesteuerten Tu1-Typs zum IL-10-gepragten Th2-Typ
tritt in Endemiegebieten bereits bei Kindern nach nur wenigen Reinfektionen
mit P. falciparum auf. Kinder, deren Immunsystem diesen Wechsel nicht
vollzieht, erkranken haufig schwerer und weisen hdhere Parasitamien im
Blut auf'37.

Insgesamt lasst sich die durch natirliche Malariainfektionen erworbene

Immunitat als typische antiparasitare Infektabwehr interpretieren. Der Wirts-

organismus entwickelt eine kontrollierte Toleranz gegenuber dem Erreger, d.h.

die Infektion wird beherrscht, ohne dass eine vollstandige Erregerelimination

stattfindet bzw. ohne den Aufbau eines langandauernden Immunschutzes zu
gewahrleisten’3. Dies erklart das Auftreten asymptomatischer Reinfektionen
mit zwar geringgradiger Parasitamie, aber der Ausbildung infektioser Game-
tozyten, sowie verringerte Komplikations- bzw. Mortalitatsraten bei immunen

Individuen hyperendemischer Gebiete'3°. Ursachlich hierflir scheint die unter-
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schiedliche Immunogenitat der Plasmodienantigene zu sein. Stark immunogene
Proteine weisen zwar eine stabile strukturelle Variationsbreite auf und fihren
bei Reinfektion durch die Gedachtnisfunktion des Immunsystems zu einer
raschen Immunreaktion im Wirtsorganismus. Diese Abwehrreaktion kann eine
Parasitenvermehrung jedoch nur einschranken, nicht aber eliminieren, dennoch
schitzt sie den Wirt gleichzeitig vor schweren und komplizierten Krankheits-

verlaufen'40,

1.7.1. Immunologische Vorgange bei plazentarer Plasmodieninfektion

Aufgrund des Th2-gewichteten Immunstatus am feto-maternalen Ubergangs-
bereich wird angenommen, dass Schwangere in geringerem Masse gegenlber
plazentaren Infektionen geschutzt sind. Bei einer Malariainfektion wahrend der
Schwangerschaft erhdht das antiinflammatorische Milieu die Anfalligkeit des
plazentaren Gewebes gegenuber intrazellularen Parasiten, weil Mechanismen

der zellularen Abwehr (IL-2- und besonders IFN-y-Produktion mit Aktivierung

von T-Helferzellen) zum Schutze des Fo6tus unterdriickt sind''. Die Plazenta
bietet deshalb aufgrund ihres besonderen Immunstatus optimale Lebens-
bedingungen fiir die intraerythrozytaren Plasmodienstadien’2. Vor allem
Schwangere in Endemiegebieten weisen in den Plazentagefallen eine oft weit-
aus hohere Parasitendichte als im peripheren Blut auf. Dieses Phanomen
macht die Diagnosestellung schwerer Infektionen bei Schwangeren deshalb oft
problematisch.

Eine akute Plasmodieninfektion wahrend der Schwangerschaft 16st im
mutterlichen Organismus aulRerhalb des Uterus zellvermittelte Immunreaktionen
des Trh1-Typs aus. In der Plazenta dagegen lasst sich in begrenztem Masse
eine proinflammatorische Immunreaktion (Anstieg der TNF-a-, IFN-y- und
IL-2-Spiegel) nachweisen®43, Entziindungszellen (Makrophagen, Monozyten
und CD8-T-Zellen) sowie B-Zellen wandern verstarkt in den mdatterlichen Teil
des intervilldsen Raums ein. Allerdings findet in diesem Bereich keine Infiltration
der mutterlichen Dezidua durch uterine NK-Zellen statt, um eine AbstoRung des

Fotus zu vermeiden'#4. Diese Vorsichtsmassnahme unterdriickt aber gleich-
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zeitig auch die Elimination intravillds auftretender Plasmodien. Eine massive
Th1-gewichtete Entzindungsreaktion des feto-maternalen Grenzbereichs
entwickelt sich besonders bei Erstgebarenden (Primigravidae). Bei diesen
Muttern wirkt sich zudem der veranderte Hormonhaushalt (Kortison und
Prolaktin) dampfend auf die Zytotoxizitat der NK-Zellen aus'#®. Dies hat aber oft
negative Auswirkungen auf die optimale Versorgung des heranwachsenden
Fotus. Primigraviditat zahlt deshalb zu den ursachlichen Mitfaktoren eines
gesteigerten Risikos fir die Unterentwicklung der Kinder malariainfizierter
Schwangerer'#3. Mehrgebarende Mitter (Multigravidae) endemischer Gebiete
hingegen weisen im Verlauf nachfolgender Schwangerschaften Adaptions-
vorgange auf, die die Zytokinmuster in der Plazenta zunehmend aus-gleichen

konnen. Zu den die Plazenta vor Parasitamie schutzenden hohen [FN-y-

Spiegeln treten dann parallel gesteigerte IL-10-Konzentrationen zum Schutze
der Schwangerschaftserhaltung und der foétalen Versorgung hinzu46.

Ausgelost durch Entzindungsreaktionen, werden in der Plazenta Antiad-
hasionsantikorper gebildet, die das Anheften infizierter Erythrozyten an CSA
blockieren’®. Abhangig von Schwangerschaftsstatus und Gestationsalter
kénnen die jeweiligen Konzentrationen dieser Antikorper sehr unterschiedlich
ausfallen. Obwohl die meisten Mduitter am Geburtstermin ahnlich hohe
Antikorperspiegel aufweisen, zeigt die Mehrzahl der Erstgebarenden bis etwa
zur 20. SSW keine oder nur sehr geringe Konzentrationen. Mehrgebarenden
dagegen weisen erniedrigte Spiegel nur bis etwa zur 12. SSW auf, spater sind
bereits starke Anstiege messbar’#’. Nach Beendigung der Schwangerschaft
nehmen diese Antikdrperspiegel allmahlich wieder ab48.

Ursachlich fur erhéhte Parasitendichte plazentaren Gewebes scheint zudem die
Herausbildung besonderer Parasitensubpopulationen im Verlauf der
Schwangerschaft zu sein. Ihr Anheftungsprofil pradisponiert diese Parasiten zur
Adhasion an CSA-Molekiile der Plazenta’. Da dieser CSA-bindende Parasiten-
typ allerdings nur im schwangeren Wirtsorganismus auftritt, Primigravide somit
bis zur Erstschwangerschaft keinen Kontakt mit dieser immunologisch noch
unbekannten Erregersubpopulation hatten, ist ihre Antiadhasionsantikorper-

bildung deshalb noch stark vermindert. Aufgrund der geringen Expositions-
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haufigkeit des mutterlichen Immunsystems zu dem nur wahrend der Schwan-
gerschaft auftretenden Erregerphanotyp ist die plazentare Abwehrfunktion bei
Primigraviden (Primarantwort) und Multigraviden (Sekundarantwort) deshalb
unterschiedlich stark entwickelt. Primigravide Frauen neigen zu haufigeren
Infektionen und massiverer Parasitamie der Plazenta — dem Hauptfaktor

schlechter Prognosen hinsichtlich der Reifeentwicklung des Neugeborenen4':43,

1.7.2. Immunologische Vorgange des Neugeborenen bei Plasmodieninfektion

Massive Parasitamie wird bei Kleinkindern hochendemischer Gebiete wahrend
der ersten drei bis sechs Lebensmonate nur selten beobachtet. Ebenso sind
diese Kinder innerhalb des ersten Lebensjahres nur in selten anfallig fir
komplizierte Malaria-Episoden'#®. Das Auftreten massiver Parasitdmien bei
plasmodieninfizierten Kindern wird dann nach Ende des ersten Lebensjahres
verstarkter beobachtet*®. Ursachlich fiir diesen temporaren Infektionsschutz
ist einerseits der relativ hohe Anteil foétalen Hamoglobins Neugeborener (kann
von Plasmodien nicht verstoffwechselt werden), sowie bei gestillten Kindern der
physiologische Mangel an para-Aminobenzoesaure (essentiell fur Folsaure-
stoffwechsel in Plasmodien). Aulerdem scheinen MalRnahmen der Expositions-
prophylaxe gegenuber Moskitos bei Kleinkindern besser durchfihrbar zu
Sein150,151_

Zum anderen ist die Tatsache, dass Neugeborene, deren Mdutter Immunitat
gegen P. falciparum aufweisen, in den ersten funf Monaten nur asympto-
matische bzw. subklinische Infektionen (keine Malariasymptomatik mit duRerst
geringer Parasitamie) kurzer Dauer prasentieren, von den in diesem Zeitraum
noch vorhandenen mdtterlichen Antikérper ab-hangig'®2. Hohe Spiegel trans-
plazentar Ubertragenerer maternaler Antikorper nehmen allerdings ab der
16.—18. Lebenswoche zunehmend ab'%3. Es handelt sich bei diesen in utero
erworbenen Immunglobulinen um plazentagangige IgG — vor allem aus den
Subklassen IgG1 und IgG3'%4.

Des weiteren kdénnen im Nabelschnurblut auch plasmodienspezifische Anti-

korper der nicht plazentagangigen Immunglobulinklassen IgM und IgE
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nachgewiesen werden. Es fuhrt also bereits in utero eine Stimulation des
fotalen Immunsystems durch transplazentar tGbertragene Plasmodienantigene
statt. Dieser Antigenkontakt fuhrt begrenzt zum Aufbau einer humoralen
Immunantwort mit spezifischer Antikorperbildung im fotalen System?'54.
Ausreifung des Immunsystems des Neu-geborenen und damit Ausbildung einer
eigenen suffizienten IgG-Immunanwort findet etwa ab dem sechsten Lebens-
monat statt. Somit ist die Effektivitat der Abwehr einer Plasmodieninfektion nicht
nur von pra- bzw. postnataler Infektionsrate, sondern zunehmend auch von der
Reife des Immunsystems und dem Abklingen naturlicher und passiver
Immunmechanismen abhangig’®®.

Das zellulare Immunsystem Neugeborener weist bei Plasmodieninfektionen
trotz anfanglicher Unreife dennoch deutliche lymphoproliferative Anstiege der T-
Zellen und der IL-2-Sekretion auf. Die vollstandige Ausbildung einer effektiv
gegen intrazellulare Parasiten gerichteten Tu1-Antwort bleibt jedoch aus, da

neonatale Zellen nicht zur Bildung adaquater IFN-y-Konzentrationen fahig

sind'6, Die Tn2-Verschiebung der Abwehrreaktion hangt mit dem physio-
logischen Thu2-Umfeld fétaler Immunzellen in utero zusammen. Die zur Aus-
bildung eines gegen Plasmodien gerichteten Immunschutzes notwendige
Dominanz der Tu1-Zellen wird in den ersten Lebensmonaten durch das fotal
gepragte Ungleichgewicht des Immunsystems eingeschrankt'®”.

Kontakt zwischen fotalem Immunsystem und Plasmodienantigenen gegen Ende
der Schwangerschaft wahrend einer Malariainfektion der Mutter fuhrt beim
Fotus zum Anstieg IL-10-produzierender T-Zellen. Diese antigenspezifischen
Zellen persistieren noch nach der Geburt und werden bei Neuinfektion sofort
wieder reaktiviert. Die erneut IL-10-gepragte Immunreaktion und die Funktions-
hemmung antigen-prasentierender Zellen — und damit die Unterdrickung einer
Tru1-Antwort — spiegelt sich in der erhéhten Malariaanfalligkeit Neugeborener
wieder, deren Mautter eine plazentare Plasmodieninfektion am Ende der

Schwangerschaft aufwiesen’8,
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1.8. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss plazentarer P. falciparum-Infektionen
primigravider Mutter auf das sich entwickelnde Immunsystem Neugeborener zu
untersuchen. Die Auswirkungen des Kontaktes zwischen des sich entwickeln-
den Immunsystems heranwachsender Féten und P. falciparum-spezifischen
Antigenen des plazentaren Umfelds auf die postnatale Immunitat dieser
Neugeborenen wurden hierbei anhand immunologischer Parameter als
Untersuchungsziel gewanhlt.

Zusammenhange zwischen pranataler antigenspezifischer Stimulation des
fotalen Immunsystems in utero und der daraufhin bei Geburt veranderten
Immunantwort solcher vorgepragten Lymphozyten im Vergleich zu Kontrollen
sollen hier dargestellt werden. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt dabei
ausschlieBlich auf immunologischen Auspragungen bei Kindern primigravider
Mdatter, um eventuell durch vorherige Schwangerschaften ausgebildete
Protektionsmechanismen der Mutter weitgehend ausschlielen zu kénnen.

Die folgenden Auswertungen bedienen sich dem Vergleich unterschiedlicher
Zytokinmuster anhand von Messungen gebildeter Konzentrationen von IL-10,
IL-12 und IFN-y nach Stimulation mononukledrer Nabelschnurblutzellen. Die
ermittelten Zytokinprofile der vorher isolierten Nabelschnurlymphozyten wurden
statistischen Vergleichen unterzogen. Fir die Durchfihrung der Vergleiche
wurden die Neugeborenen in Gruppen eingeteilt, die sich gemal dem
Vorhandensein plazentarer Plasmodieninfektionen wahrend der Schwanger-

schaft voneinander unterschieden.
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2. Patienten und Methoden

2.1. Studienort

Die Datenerhebung fur diese Arbeit wurde im Forschungslabor des Hépital
Albert Schweitzer in Lambaréné, Gabun von 2001 bis 2002 durchgefuhrt.
Gabun liegt an der Westklste Zentralafrikas, benachbart zu Kamerun und
Aquatorialguinea im Norden und zur Republik Kongo im Siiden und Osten.
(siehe Abb. 7 ,Ubersichtskarte Gabun*).

Djﬂu&b

Mek ambo™

.Haknknu

kKango
Bifoum
[ ]

Kaula—ﬂnutnu.

] .Francevi

Mouaila
u

Abb. 7: Ubersichtskarte Gabun 98.



Gabun hat ungefahr 1,3 Millionen Einwohner und die Bevdlkerungsdichte ist mit
Ausnahme weniger urbaner Zentren insgesamt niedrig. Die durchschnittliche
Lebenserwartung bei Geburt betragt rund 59 Jahre (rund 61 Jahre Frauen) und
die Sauglingssterblichkeit liegt bei 56 pro 1000 Lebendgeburten. Etwa 86% aller
Schwangeren in Gabun nehmen schwangerschaftsvorsorgliche Mallnahmen in
Anspruch, etwa 79% der Geburten finden in Gesundheitseinrichtungen unter
Aufsicht ausgebildeter Geburtshelfer statt!59-161,

Das Klima ist tropisch feucht mit abnehmender Niederschlagsintensitat von der
Kustenregion in Richtung Landesinnere, wobei allerdings das Gesamtjahres-
mittel von 1500 mm nicht unterschritten wird. Die relative Luftfeuchtigkeit liegt
bei 70-90 %, die Temperatur im Jahresmittel bei 27 °C. Die landestypische
Vegetation besteht aus Regenwald und einigen Savannengebieten, wovon
einige Teile in landwirtschaftliche Nutzflachen und Siedlungsgebiete umgewan-
delt sind®.

Pro Jahr treten in Gabun ca. 60.000-80.000 Malariafalle innerhalb der
Bevdlkerung auf. In den nérdlichen Landesteilen erfolgt die Malariatransmission
das gesamte Jahr hindurch, wahrend sie sich in den sudlicheren Landesteilen
auf die Monate von Oktober bis August beschrankt. In Gabun sind ca. 21
Anophelesarten endemisch, von denen zehn eindeutig als Plasmodienvektoren
identifiziert sind. Der am haufigsten auftretende Malariaerreger ist P.

falciparums®.

Lambaréné, die regionale Hauptstadt der Provinz Moyen-Ogooué und mit ca.
30.000 Einwohnern Gabuns drittgrof3te Stadt, befindet sich landeinwarts am
Ogooué gelegen, etwa 180 km sudostlich der Landeshauptstadt Libreville.
Lambaréné und die von Regenwald gepragte Umgebung befinden sich in
hyperendemischem Gebiet fur das Auftreten von Malariaerkrankungen mit
ganzjahriger Ubertragung. Etwa 90% der hier auftretenden Malariafélle werden
durch P. falciparum, die restlichen durch P. ovale und P. malariae verursacht.
Die Transmission unterliegt regionalen und saisonalen Schwankungen, mit
hdochsten Raten wahrend der Regenzeit von Oktober bis Dezember. Die

Inokulationsrate betragt etwa 20-60 infektiose Stiche pro Jahr62.163,
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Das Hoépital Albert Schweitzer, wenige Kilometer aulerhalb Lambarénés
gelegen, umfasst neben dem humanparasitologischen Forschungslabor noch
Abteilungen flir Innere Medizin, Chirurgie, Padiatrie, Gynakologie, Psychiatrie
und Zahnheilkunde. Insgesamt stellen die Kliniken etwa 300 Patientenbetten
zur Verfigung. Neben dem Hospital umfasst das Klinikgelande noch
Wohnungen und Einrichtungen fir Angestellte, sowie deren Angehdrige. Das
Hospital wird von Patienten der naheren Umgebung wie auch von Kranken aus
entfernten und abgelegenen Gebieten der Region aufgesucht.

In der geburtshilflichen Station des Hospitals werden jahrlich etwa 750 Kinder
entbunden. Neugeborene erhalten hier auch ihre ersten Untersuchungen und

Impfungen0.

2.2. Patienten und Aufnahmekriterien

Im Juni 2000 begann das Forschungslabor eine Langzeitstudie, die zum Ziel
hatte, pathophysiologische Zusammenhange der Malaria bei schwangeren
Frauen und Neugeborenen genauer zu untersuchen. Bei den in diese Studie
aufgenommenen Frauen handelt es sich um Schwangere aus dem Grol3raum
Lambarénés, die zu vorgeburtlichen Kontrollen, sowie zur Entbindung, die
Geburtshilfestation des Hospitals (La Maternité) aufsuchten. Im Rahmen der
von Hebammen durchgefluhrten Vorsorgeuntersuchungen wurden Ergebnisse
von Bluttests, erneut aufgetretene Infektionskrankheiten, sowie Art und Weise
der eingenommenen Malariachemoprophylaxe im Mutterpass jeder
Schwangeren dokumentiert. Gemall dem Behandlungsprotokoll des Albert-
Schweitzer-Hospitals nahm die Uberwiegende Mehrheit der Mitter Chloroquin
(meist 300 mg pro Woche) zur Infektionsprophylaxe einer Malaria wahrend der
Schwangerschaft ein.

Die Patientinnen wurden vor Aufnahme in die Studie mindlich Uber die Studien-

absicht informiert und Uber die damit verbundenen Tests aufgeklart. Der
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freiwilligen Teilnahme an der Studie ging eine schriftlich dokumentierte Zu-
stimmung der Patientin voraus.

In die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 238 primigravide Mutter und deren
Neugeborene einbezogen, die in einem etwa zweijahrigen Zeitraum von 2001
bis 2002 in der Maternité des Albert-Schweitzer-Hospitals entbunden hatten.
Ausschlusskriterien waren Multigraviditat, sowie Primiparitat bei bereits friiheren
nicht ausgetragenen Schwangerschaften. Zusatzlich wurden alle Frihgeborene,
unreife Geborene, Mehrlingsschwangerschaften, sowie durch Kaiserschnitt ent-

bundene Schwangerschaften ausgeschlossen.

2.3. Vorgehensweise bei Aufnahme

Direkt nach der Entbindung des Kindes im Kreil3saal wurde die Mutter Gber die
Studie aufgeklart, und ihre Teilnahme schriftlich dokumentiert. Mit Hilfe eines
Fragebogens wurde neben den Stammdaten der Mutter (Alter, Ethnizitat und
Patientennummer) zusatzlich noch Informationen hinsichtlich Graviditat, Paritat,
Tag der letzten Menstruation, sowie Lange, Gewicht und Geschlecht des Neu-
geborenen erhoben und schriftlich eingetragen. Angaben uber eventuelle
Malaria- bzw. andere Erkrankungen wahrend der Schwangerschaft wurden von
der Mutter erfragt bzw. aus den Eintragen friherer Vorsorgeuntersuchungen im
Mutterpass entnommen.

Nach der AusstoBung der Plazenta wurden etwa 20 ml Blut aus den Nabel-
schnurgefallen mit Hilfe heparinisierter Monovetten enthommen. Dieses Nabel-
schnurblut, das dem Blut des Neugeborenen entspricht, diente als Grundlage
der Untersuchungen hinsichtlich des neonatalen Gesundheitszustandes.

An der maternalen Plazentaflache wurden mittels mehrerer Objekttrager Ab-
klatschpraparate des mutterlichen, intervillésen Blutes angefertigt. Diese Prapa-
rate dienten der Diagnose eines plazentaren Malariabefalls.

Zusatzlich wurden der Mutter noch etwa 5 ml peripheres, vendses Blut in
ebenfalls heparinisierte Monovetten entnommen, um Informationen Uber den

mutterlichen Gesundheitszustand zu erlangen.
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2.4. Therapie der Patienten

Die Mutter blieben fir die ersten postnatalen Stunden bis Tage im Rahmen der
im Hospital tblichen Gesundheitsfirsorge fur Wéchnerinnen hospitalisiert und
medizinisch versorgt. Wurden aufgrund der fur Studienzwecke enthommenen
Blutproben von Mutter bzw. Kind zusatzlich Infektionen mit Plasmodien
diagnostiziert, erhielt die Patientin sofort eine adaquate chemotherapeutische
Behandlung.

Bei Diagnose einer Infektion der Mutter mit P. falciparum wurde mit Chinin oral
(3 mal 10 mg/kg KG taglich fir sieben Tage) therapiert. Die Patientinnen wur-
den weiterhin in der Entbindungsstation des Albert-Schweitzer-Hospitals bis zur

Entlassung uberwacht.

2.5. Diagnostik und Methoden

2.5.1. Bestimmung der Parasitamie

Plasmodieninfektionen des mdutterlichen bzw. neonatalen Blutes wurden durch
die Methode des ,,Dicken Tropfens‘“ diagnostiziert. Daflir wurden 10 ul des
mutterlichen peripheren bzw. des Nabelschnurblutes auf einem Objekttrager
Uber eine Flache von 10 x 18 mm gleichmalig verteilt. AnschlieRendes
Trocknen des Tropfens erfolgte Uber einige Minuten im Trockenschrank. Das
Praparat wurde dann fir 20 Minuten in Giemsa-Ldsung gefarbt. Diese Farbe-
I6sung wurde mehrmals taglich aus konzentrierter Giemsa und Titrisolphosphat-
puffer (pH 7,2) im Verhaltnis 1:4 frisch hergestellt und gefiltert. Nach dem
Farbevorgang wurde der Objekttrager kurz im Wasserbad abgespult und
wiederum fur einige Minuten getrocknet.

Die so angefertigten Praparate konnten dann im Mikroskop mit Olimmersion bei
100-facher Vergroflerung untersucht werden. Die Parasitamie pro ul wurde
bestimmt, indem die Parasitenzahl in 100 ausgezahlten Sichtfeldern mit dem

Faktor 6 multipliziert wurde.
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Die Abklatschpraparate der Plazenta wurden nach dem gleichen Verfahren
gefarbt und mikroskopisch untersucht. Dies diente allerdings nur zur qualita-
tiven Bestimmung plazentarer Infektionen bzw. zur Erregeridentifikation. Eine
exakte Berechnung der Parasitamie war bei diesen Praparaten aufgrund des

nicht quantifizierbaren Blutvolumens unmdglich und auch nicht beabsichtigt.

2.5.2. Separation der CBMC

Lymphozyten und Monozyten des Nabelschnurblutes, weiterhin als CBMC
(Cord Blood Mononuclear Cells) bezeichnet, wurden von anderen Blutzellen
durch Dichtezentrifugation getrennt. Dafur wurden etwa 20 ml des
heparinisierten Nabelschnurblutes in einem 50 ml LeucoSep®-Rdéhrchen mit
Filterscheibe auf etwa 15,1 ml Ficoll-Paque® (Dichte 1,077 g/l) geschichtet und
10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Das Ficoll trennte aufgrund seiner
Dichteeigenschaften die mononuklearen Zellen von Granulozyten und Erythro-
zyten, so dass sich die CBMC in einer Schicht oberhalb des Filters und bedeckt
von Plasma separat ansammelten. Die so isolierten CBMC wurden fur die
weiteren Arbeitsvorgange durch Abpipettieren gewonnen, um dann in 50 ml
Falcon™-Tubes mit mindestens 10 ml Waschmedium — PBS-Ldsung (Phos-
phate Buffered Saline) mit eingestelltem pH von 7,4 — fir 10 Minuten in der
Zentrifuge gewaschen zu werden. Nach Zentrifugation wurde der zellfreie Uber-
stand dekantiert. Dieser Waschvorgang wurde zweimal mit Waschmedium
durchgefuhrt. Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an einer

Arbeitsbank mit Laminarflow ausgeubt.

2.5.3. Bestimmung der Zellzahl

Die durch Zentrifugation isolierten und gewaschenen mononuklearen Zellen
wurden zur Bestimmung der Zellzahl in etwa 10 ml des spateren Kulturmediums

resuspendiert. So konnte eine hochkonzentrierte Suspension reiner CBMC her-

gestellt werden.
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Als Kulturmedium wurde eine Losung aus 500 ml RPMI-1640-Medium (Bikar-
bonatpuffer) verwendet, welches zusatzlich 5 ml HEPES (Sulfonsaurepuffer), 50
ml bei 56 °C hitze-inaktiviertem humanem AB-Serum (menschliches Serum der
Blutgruppe AB), 5 ml einer 100-fachen L-Glutaminlésung und 2 ml einer 10 mg/
ml konzentrierten Gentamycinldésung enthielt.

Zur eigentlichen Bestimmung der Zellkonzentration wurde ein geringer Teil der
CBMC-Suspension mit Turk-Lésung im Verhaltnis 1:10 verdinnt und zum
Auszahlen in eine Neubauer-Zahlkammer eingebracht. Der Mittelwert zweier
ausgezahlter Quadranten der Zahlkammer unter Berucksichtigung des Verdun-
nungsverhaltnisses diente zur Berechnung der Zellzahl pro Milliliter (Mittelwert *

Verdiinnungsfaktor * 104).

2.5.4. Stimulation der CBMC

Zur Kultivierung und Stimulation der CBMC wurden 96-Loch-Platten mit

Rundbdden verwendet. Jedes Stimulans, sowie die jeweiligen Kontrollen,

wurden als Triplikate getestet, wobei die Zellzahl pro Testloch auf 2*10° einge-

stellt wurde. In jedes Testloch wurden 50 pl des jeweiligen Stimulans bzw. des

Kontrollmediums vorgelegt. Anschliel3end wurden pro Testloch 100 ul der Zell-

suspension dazugegeben, um ein Endvolumen von150 pl je Testloch zu erhal-

ten.

Als Negativkontrolle diente reines Kulturmedium.

Als Positivkontrollen wurden dem Kulturmedium je eine der folgenden Stimu-

lantien zugesetzt:

e PHA (Phytohamagglutinin), ein aus Pflanzen gewonnenes Mitogen, das die
Zellteilung unspezifisch induziert. Als stark potentes und wenig spezifisches
Immunstimulans wird von PHA erwartet, dass es das bis zu diesem Stadium
ausgebildete Immunverhalten der CBMC zu maximaler Auspragung bringen
wird. Die verwendete Endkonzentration von PHA in der Zellkulturplatte
betrug 10 ug/ml.

e PPD (Purified Protein Derivate), das Tuberkulin von Mykobacterium

tuberculosis. Da der Grolteil der gabunesischen Bevolkerung bei Geburt
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eine BCG-Impfung erhalt, dient PPD als Recall-Antigen, das beim
Geimpften eine Sekundarantwort des Immunsystems vom verzogerten Typ
(Th1) auszulésen vermag. Diese Sekundarantwort ist beim ungeimpften
Neugeborenen allerdings nicht zu erwarten. Hier dient PPD mit seiner
Eigenschaft eine Tu1-Antwort auszulésen dazu, das Verhalten der neo-
natalen Zellen mit dem allgemeinen Verhalten reifer Inmunzellen gegenuiber
diesem Fremdantigen mit spezifischer Wirkung zu vergleichen. PPD wurde
in einer Endkonzentration von 10 ug/ml verwendet.

Als eigentliche Test-Stimulantien wurden zwei unterschiedliche Parasiten-

lysate eingesetzt. Diese Lysate enthalten Antigene von Schizontenstadien

zweier Plasmodienstamme, die bei Kindern mit schwerer Malaria in Lambaréné

vorgefunden wurden. Diese endemischen Feldisolate wurden fir diesen Zweck

in Erythrozytenkulturen gezuchtet:

e Isolat-1 in einer 1:100 verdinnten niedrigen Dosierung.

e Isolat-2 in einer hohen Dosierung und

Als Kontrollen fur die Parasitenlysate dienten reine Erythrozytenlysate nicht-

infizierter Erythrozyten, die auch zur Parasitenkultivierung eingesetzt wurden.

Die Erythrozytenlysate wurden ebenfalls entsprechend in hoher und niedriger

Dosierung eingesetzt.

Die so fur jede Nabelschnurblutprobe erstellten Zellkulturplatten wurden fur
insgesamt sechs Tage bei 37,5 °C in feuchter 5% CO2-Atmosphare inkubiert.
Nach den ersten drei Tagen erfolgte die Abnahme von Zellkulturiberstande zur
Konzentrationsmessung der Zytokine IL-10 und IL-12. Daflr wurden pro Test-
loch 120 pl des Uberstandes abpipettiert. Die Zytokiniberstande der jeweiligen
Triplikate wurden gepoolt und mit frischem Kulturmedium im Verhaltnis 1:1 ver-
dunnt. Die Aufbewahrung der Zytokinuberstande bis zur Zytokinanalyse erfolgte
in frischen Rundbodenplatten bei —80 °C.

Nach Abnahme der Kulturtiiberstande am dritten Tag wurde das abgenommene
Volumen pro Testloch durch frisches Kulturmedium ersetzt. Am sechsten Tag

wurden erneut 120 pl der Uberstande abgenommen. Diese dienten spater der
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Konzentrationsbestimmung von IFN-y. Die Zytokinuberstande fur IFN-y wurden

unverdunnt auf frischen Rundbodenplatten bis zur Analyse tiefgefroren.

2.5.5. Bestimmung der Zytokinantwort

Die Messung der Zytokinkonzentrationen in Zellkulturiberstanden erfolgte
durch ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Uberstdnde vom dritten
Tag dienten der Bestimmung der Konzentrationen von IL-10 und IL-12p40,

Uberstande vom sechsten Tag der Bestimmung von IFN-y.

Fur die Zytokinmessung mittels ELISA wurden spezielle Immunoassay-Mikro-
titerplatten mit fir das zu bestimmende Zytokin spezifischen Coating-Anti-
korpern inkubiert und anschlie®end mit BSA (bovines Serumalbumin) geblockt.
Auf die gecoateten Platten wurden dann die zu untersuchenden Zytokin-
Uberstande, sowie die jeweiligen Kontrollstandardzytokine zusammen mit
zytokinspezifischen und Peroxidase-markierten Detektions-Antikdrpern aufge-
tragen. Die Ausbildung von ,Sandwich“-Konfigurationen zwischen Antikorpern
und vorhandenen Zytokinen erfolgte wahrend einer weiteren Inkubations-
periode. Danach wurden die Platten mehrmals mit PBS-Tween-Puffer ge-
waschen. Nach Zugabe von chromogenem TMB (Tetramethylbenzidin), dem
hier verwendeten Peroxidase-Reaktions-Substrat, zeigten alle Proben, die
Sandwich-Immunkomplexe ausgebildet hatten, eine blaue Farbreaktion. Unter-
schiedlich starke Blaufarbungen der Uberstande entsprachen unterschiedlich
starken Konzentrationen von Zytokin-Antikorper-Komplexen in den Proben. Die
Farbreaktion wurde nach kurzer Inkubationszeit durch Zugabe verdlinnter
Phosphorsaure in ihrem Fortschreiten gestoppt. Dies hatte einen Farbumschlag
von Blau nach Gelb zur Folge.

Die optische Dichte der gefarbten Proben wurde mittels eines ELISA-Readers
und entsprechender Microsoft-Software ausgewertet. Fur die photometrischen
Dichtemessungen wurde ein 450 nm-Messfilter und ein 550 nm-ReferenZfilter
verwendet. Die Detektionsgrenze betrug 6,0 pg/ml far IL-10, 4,5 pg/ml fur IL-12
und 5,7 pg/ml fur IFN-y. Durch den Vergleich mit den Messwerten der
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Standardzytokinkonzentrationen konnte die Zytokinproduktionen der Proben

berechnet werden.

2.6. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Statview® verwendet.

Da bei den ermittelten Messwerten nicht grundlegend von einer Normal-
verteilung ausgegangen werden konnte, wurden der Kruskal-Wallis-Test und
der U-Test nach Mann-Whitney als nichtparametrische Tests angewandt.

Der Kruskal-Wallis-Test dient dem Vergleich stetiger ungepaarter Variabeln
zwischen drei verschiedenen Gruppen und wurde hier herangezogen, um
Unterschiede in der Auspragung der Ergebnisdaten der jeweiligen Gruppen
untereinander zu ermitteln. Signifikante und damit statistisch eindeutige
Unterschiede der Datensatze der einzelnen Gruppen wurden bei einem p-Wert
< 0,05 angenommen.

Der Mann-Whitney-Test dagegen diente dem Vergleich ungepaarter, stetiger
Variabeln in zwei Gruppen und wurde hier eingesetzt, um die quantitativen
Ergebnisse der Zytokinproduktion in Gruppenpaarungen aus je zwei der drei
untersuchten Gruppen zu vergleichen. Die Testwahrscheinlichkeit wurde bei
einem p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.

Der Vergleich der prozentualen Anteile positiver Antwortraten an allen Proben
zwischen den Gruppen wurde mit Hilfe des Chi-squared (X?-Tests durch-
gefuhrt. Dieser Test diente dem Vergleich der jeweiligen Antworthaufigkeiten
innerhalb zweier Gruppen und gab somit Ausschluss Uber eine eventuelle
gemeinsame Identitat der Proben. Statistisch signifikantes Nichtlibereinstimmen
der Anteile an Proben mit positiver Antwortrate in zwei Vergleichsgruppen
wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.

AulRerdem wurden paarweise Korrelationen mit dem Spearman-Rank-
Korrelations-Test berechnet. Dieser nichtparametrische Test diente dem quanti-

tativen Vergleich der Zytokinproduktion bei Stimulation mit den beiden Plas-
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modienantigenen bzw. PPD, um Beziehungen zwischen gemeinsamer Bildung
zweier Zytokine zu ermitteln. Statistisch signifikante Testwahrscheinlichkeiten

wurden ebenfalls bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

FUr diese Arbeit wurden insgesamt 238 von Neugeborenen primigravider Mutter
gewonnene Nabelschnurblutproben ausgewertet, die im Zeitraum Juli 2000 bis
Mai 2002 im Albert-Schweitzer-Hospital geboren wurden. Diese Proben liefer-
ten die Grundlage fur die nach-folgend aufgefihrten epidemiologischen Daten.
Von den 238 Proben wurden aus insgesamt 162 Proben CBMC zur
Zytokinstimulation herangezogen. Sie lieferten die Ergebnisse zur Beurteilung
des Zytokinverhaltens neonataler CBMC.

Aufgrund unterschiedlicher Blutvolumen der Nabelschnurgefale bzw. bedingt
durch unzureichenden Gehalt an CBMC mancher Proben konnten nur 97 der
162 Proben parallel fur alle drei Zytokine getestet werden. Die Ubrigen Proben
wurden nur auf einen oder zwei Zytokintypen getestet. Die Ergebnisse aller 162
stimulierten Proben wurden deshalb als Gesamtheit mdglicher Zytokinverhalten

neonataler Zellen betrachtet und dementsprechend ausgewertet.

Als Unterscheidungsmerkmal wurde das zeitliche Auftreten plazentarer

Plasmodieninfektion in der Schwangerschaft gewahlt. Fir den statistischen

Vergleich wurden deshalb abhangig vom Nachweis einer mikroskopischen

Plazentainfektion bzw. von der schriftichen Dokumentation einer Infektion

wahrend der Schwangerschaft im Mutterpass folgende drei Gruppen gebildet:

e Infektion zum Zeitpunkt der Geburt (IG-Gruppe): P. falciparum-Infektion
mikroskopisch im plazentaren Gewebe nachgewiesen. Die CBMC dieser
Neugeborenen hatten kurz vor Geburt eine akute Exposition gegenuber
Plasmodienantigenen. Diese akute Infektion mag sich zudem auch auf die
Schwangerschaftsbeendigung ausgewirkt haben.

e Infektion wahrend der Schwangerschaft (IS-Gruppe): keine mikroskopisch
nachweisbare P. falciparum-Infektion der Plazenta bei Geburt, aber
dokumentierte Diagnose und Therapie einer Malaria wahrend der Schwan-
gerschaft gemal® Mutterpassdokumentation. CBMC dieser Neugeborenen
waren sowohl einer akuten Exposition gegenuber Plasmodienantigenen, als

auch einer Krankheitsbekampfung durch den miutterlichen Organismus
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wahrend der Fotalzeit ausgesetzt. Die durchschnittliche Zeitspanne zwi-
schen Therapie der Malariainfektion bis zum Geburtstermin betrug 113,4
Tage mit einem Minimalabstand zur Entbindung von 20 Tagen und einem
Maximalabstand zur Entbindung von 213 Tagen. Chinin wurde am
haufigsten als Therapeutikum wahrend der Schwangerschaft angewendet.

e Keine Infektion (KI-Gruppe): keine Infektion mit P. falciparum
nachgewiesen, weder wahrend der Schwangerschaft noch zum Geburts-
zeitpunkt. CBMC dieser Neugeborenen sind hinsichtlich jeglichen Plasmo-

dienantigenen unerfahren.

Tabelle 1 verdeutlicht die zahlenmallige Verteilung der Proben auf die

Untergruppen.

Tabelle 1:
Verteilung der Proben auf die Untergruppen.

Probenaufteilung: IG-Gruppe: IS-Gruppe: KI-Gruppe: Summe:

Proben gesamt: 62 54 122 238

- davon stimL.JIierte 44 35 83 162
Proben:

- davon 3 parallele 29 18 57 97

Zytokinmessungen:

3.1. Epidemiologische Auswertung

3.1.1. Konnatale Malaria

In allen in dieser Arbeit ausgewerteten Nabelschnurblutproben, konnten
mikroskopisch — selbst bei Befall der Plazenta — keine Infektion mit P

falciparum nachgewiesen werden. Es gab darUber hinaus auch keine anderen

Hinweise auf konnatale Malaria in den untersuchten Neugeborenen.
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3.1.2. Malaria bei Geburt

81 (34,0%) aller Mutter wiesen eine Malariainfektion wahrend der
Schwangerschaft auf. Davon zeigten 27 Mutter (33,3%) eine erneute oder noch
bestehende Infektion am Geburtstermin. Dementsprechend konnten fur 157
(66,0%) der Mutter keine Malariaerkrankung wahrend der Schwangerschaft
festgestellt werden, dennoch waren am Geburtstermin 36 dieser Frauen
(22,3%) plazenta-positiv. Es liel3 sich kein statistisch signifikanter Zusammen-
hang zwischen Auftreten einer Plazentainfektion im frihen Schwangerschafts-
verlauf und Bestehen einer plazentaren Infektion zum Geburtszeitpunkt (p =
0,066) nachweisen. Erneutes Auftreten von Plasmodien im mutterlichen Blut bei
Geburt scheint somit durch Reinfektionen gegen Ende der Schwangerschaft
bedingt zu sein.

Etwa die Halfte (51,3%) aller primigraviden Mutter entwickelte keine Infektion
mit P. falciparum wahrend der Schwangerschaft, aber etwa ein Viertel (26,0%)
der Mutter eine Infektion bei Geburt. Dieses Verhaltnis war unter multigraviden
Muttern im gleichen Zeitraum mit 65,0% bzw. 6,1% zugunsten der nicht-

infizierten Mutter verschoben (Daten hier nicht dargestellt).

3.1.3. Effekt von Chemoprophylaxe wahrend der Schwangerschaft

Es konnte kein positiver Effekt einer Chemoprophylaxe mit Chloroquin auf das
Infektions- und Erkrankungsrisiko der Mutter wahrend der Schwangerschaft
festgestellt werden. 203 (85,3%) aller Schwangeren nahmen prophylaktisch
Chloroquin ein. 94 dieser Mutter (46,3%) prasentierten eine Malariaepisode
wahrend oder gegen Ende der Schwangerschaft, wohingegen 109 Mautter
(53,7%) infektionsfrei blieben. Mehr als die Halfte aller Schwangeren (62,9%),
die keine Prophylaxe einnahmen, litt an einer Plasmodieninfektion im Verlauf
der Schwangerschaft. Somit wurde ein Uber-zeugend positiver Effekt mit einem
klaren Profitieren aus einer Chemoprophylaxe mit Chloroquin hinsichtlich der

Erkrankungshaufigkeiten nicht deutlich.
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Zwischen Schwangeren mit und ohne Chemoprophylaxe zeigten sich keine
Unterschiede bezogen auf Verlauf und Ausgang der Schwangerschaft bzw. den

Geburtsparametern des Kindes.

3.2. Auswertung der CBMC-Stimulationen

3.2.1. Haufigkeitsverteilung der stimulierten Proben

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse aus den Zytokinstimulationen
wurden alle Proben (n = 162), die Resultate fir mindestens eines der Zytokine
lieferten, bertcksichtigt.

Tabelle 2 gibt die Verteilung aller stimulierten und ausgewerteten Proben
innerhalb der drei Gruppen, sowie die Gesamtzahl durchgefuhrter

Zytokinstimulationen je Gruppe wieder.

Tabelle 2:
Anzahl ausgewerteter Zytokinstimulationen fir IL-10, IL-12 und IFN-y in den untersuchten
Gruppen.
IG-Gruppe IS-Gruppe KI-Gruppe Summe:
IL-10 33 25 70 128
IL-12 32 27 70 129
IFN-y 36 27 70 133
Summe : 101 79 210 390

Die zahlenmaRige Verteilung zeigt, dass die Anzahl durchgefuhrter
Stimulationen pro Zytokintyp innerhalb jeder Untergruppe in etwa gleich verteilt
ist. Die unterschiedliche Anzahl an Stimulationen je Untergruppe reflektiert die
relative Haufung des Auftretens primigravider Schwangerer mit und ohne nach-

gewiesener Infektion ent-sprechend den angewendeten Unterteilungskriterien.
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3.2.2. Antwortraten nach Stimulation

3.2.2.1. Responderhaufigkeiten

Fur die weitere Auswertung wurden nur Proben eingeschlossen, die nach Sti-
mulation positiv auf das jeweilige Stimulans ansprachen (= Responderproben).
Als positiv wurde eine Reaktion gewertet, deren gemessene Zytokinproduktion
> 0 pg/ml betrug.

Die Anwendung des Chi-squared-Tests ergab, dass der Anteil an Proben mit
positiver Antwort einer Gruppe dem Anteil positiver Proben der Vergleichsgrup-
pe entsprachen. Ein statistisch signifikantes Nichtlibereinstimmen der prozentu-
alen Anteile wurde als einzige Ausnahme beim Vergleich der Haufigkeiten von
Responderproben fur IL-10 zwischen der 1G- und IS-Gruppe nach PPD-
Stimulation beobachtet (p = 0,04).

Tabelle 3:
Prozentuale Anteile der Proben mit positiver Zytokinantwort an allen durchgefihrten CBMC-
Stimulationen fir PHA, PPD und die beiden Malariaantigene in den verschiedenen Gruppen.

Anzahl n Responderhaufigkeit %
gesamt IG IS Kl
IL-10 128 879 885 913
PHA IL-12 129 938 857 957
IFN-y 133 972 964 986
IL-10 128 758 500 69.6
PPD IL-12 129 844 821 928
IFN-y 133 667 786 812
IL-10 128 545 731 580
Isolat-1 IL-12 129 656 714 696
IFN-y 133 639 750 667
IL-10 128 576 615 594
Isolat-2 IL-12 129 656 607 667
IFN-y 133 556 786 710
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Tabelle 3 stellt die Ansprechraten stimulierter Proben (Anteil Responder an allen
stimulierten Proben) fir jeden Zytokintyp und jedes der vier Stimulantien dar.
Anzahl n entspricht der Gesamtzahl stimulierter Proben (Responder und
Nichtresponder) je Zytokinstimulans. Proben, die auf Stimulation positiv reagiert
haben, sind als prozentualer Anteil der Gesamtzahl an Respondern und Nicht-

respondern (Responderhéufigkeit) in den drei Untergruppen wiedergegeben.

Die Responderhaufigkeiten liefern Auskunft Uber das Ansprechen neonataler
Zellen auf die jeweiligen Stimulationsreize. Je hoher der Anteil Proben, die auf
eine bestimmte Stimulation mit messbarer Zytokinproduktion reagieren, desto
entwickelter scheint der Reifegrad bzw. die Fahigkeit zur Proliferation und

Auslosung einer Zytokinantwort innerhalb der jeweiligen Zellpopulation zu sein.

3.2.2.2. Antwortraten bezogen auf Stimulans

PHA, ein Mitogen, wurde eingesetzt, um zu ermitteln, wie stark die allgemeine
Kapazitat zur Zytokinproduktion der stimulierten Zellen ist. Da PHA unspezifisch
und somit ein Antigen mit hoher Stimulationspotenz darstellt, entsprachen die
dadurch erzeugten Antwortraten der mdglichen Maximalkapazitat der stimu-
lierten Zellen.

Stimulation mit PHA zeigte in allen Gruppen héchste Antwortraten im Vergleich
zu den anderen eingesetzten Stimulantien. PHA Ubte die héchste Simulations-
potenz auf die neonatalen Zellen aus. Aul3erdem sprach in allen Untergruppen
die Zytokinantwort bei IFN-y starker als bei den beiden anderen Zytokintypen
an. Der Vergleich der Infektionsgruppen ergab tendenziell héhere Antwortraten
bei Zellen, die wahrend der Schwangerschaft nie einer Plasmodieninfektion
ausgesetzt waren. Dagegen traten die niedrigsten Ansprechquoten fur IL-12
und IFN-y unter PHA-Stimulation nur bei Zellen aus der Gruppe mit Infektion in
der Schwangerschaft auf.

Insgesamt starkstes Ansprechen wurde nach Stimulation mit PHA in der KI-
Gruppe fur IFN-y (98,6%) und insgesamt schwachstes Ansprechen in der IS-
Gruppe fur IL-12 (85,7%) ermittelt. Es zeigte sich dennoch deutlich, dass alle
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Zellen innerhalb der fur eine Mitogen-Stimulation erwarteten hohen Antwortrate
reagierten. Normalerweise weisen adulte Zellen ein maximal hohes Ansprechen
nach PHA-Stimulation auf, nicht jedoch die hier verwendeten neonatalen Zellen.
Dieser Unterschied zu dem flr adulte Zellen ublichen Verhalten ist deshalb auf
die noch nicht vollstandig in ihrer Funktion ausgereiften neonatalen CBMC

zuruckzufiihren.

Nach Stimulation mit PPD ergab sich ein eher uneinheitliches Bild innerhalb der
Antwortraten. PPD als Antigen, das eine spezifische zellvermittelte Immun-
reaktion im voll entwickelten Immunsystem auszulésen vermag, dient dem
Nachweis eventuell vorhandener Immunreife neonataler Zellen nach Stimula-
tion mit diesem Antigen. Neonatale Zellen, die auf dieses Recall-Antigen an-
sprechen, muissen demnach also bereits Uber einen gewissen Grad an
immunologischer Funktionsreife verfugen.

Der Vergleich der Gesamthaufigkeiten der Responder innerhalb der
Stimulansklassen zeigte generell starkeres Ansprechen der CBMC auf PPD als
auf Plasmodienantigen. Produktion von IL-12 war die am haufigsten auftretende
Immunreaktion, wahrend IL-10 (Ausnahme: |IG-Gruppe) das geringste Antwort-
verhalten nach PPD-Stimulation aufwies.

In der Gruppe ohne vorhergehende Infektion finden sich die héchsten Antwort-
raten fur IL-12 und IFN-y. Starkstes Ansprechen in der IL-10-Produktion lief
sich allerdings in der IG-Gruppe nachweisen. Die schwachsten Responderraten
zeigen sich in der 1S-Gruppe flur die Zytokine IL-10 und IL-12. Das geringste
Ansprechen mit IFN-y-Bildung wurde allerdings in der IG-Gruppe gemessen.
Das mit Abstand schwachste Antwortverhalten (50,0%) nach PPD-Stimulation
lie® sich fur IL-10 in der IS-Gruppe ermitteln, am starksten (92,8%) sprach die
Kl-Gruppe mit IL-12-Produktion auf PPD an.

Stimulation mit den lokal vorgefundenen Schizontenantigenen Isolat-1 und
Isolat-2 diente der Simulation eines Antigenkontaktes, wie er wahrend einer
plazentaren Malariainfektion eintreten wurde. Neonatale Zellen, die bei plazen-

tarer Infektion wahrend der Schwangerschaft bereits einem solchen Antigen-
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kontakt ausgesetzt waren, sollten sich bei entsprechender Immunreife in ihrem
Antwortverhalten von CBMC, die dem Antigen das erste Mal gegenuber treten,
unterscheiden.

Fur Plasmodienantigen ergaben die Responderhaufigkeiten ahnlich starke
Antwortraten fur alle Zytokinklassen. Beide Isolate zeigten im Gesamtvergleich

IFN-y als das bei den meisten Zellen stimulierbare Zytokin. Im Gruppen-

vergleich dagegen traten Hochstwerte bei Isolat-1 nur in der IS-Gruppe allein
(Ausnahmen: IL-12 in IG- und KI-Gruppe) und bei Isolat-2 nur in der IS- und der
KI-Gruppe (Ausnahme: IL-12 in IG-Gruppe) auf.

Der Vergleich der Infektionsgruppen ergab starkstes Ansprechen bei CBMC, die
bereits in der frithen Schwangerschaft einer Plazentainfektion ausgesetzt waren
(Ausnahme: IL-12 am starksten in der KI-Gruppe bei Isolat-2). Aulerdem
zeigten Zellen der Gruppe mit Infektion bei Geburt die geringsten Antwortraten
im Gruppenvergleich (Ausnahme: IL-12 in der IS-Gruppe bei Isolat-2).

Nach Stimulation mit Isolat-1 betrug die maximale bzw. minimale Responder-
rate 75,0% (IFN-y in IS-Gruppe) bzw. 54,5% (IL-10 in IG-Gruppe). Die ent-
sprechenden Raten nach Isolat-2-Stimulation beliefen sich auf 78,6% (IFN-y in

IS-Gruppe) bzw. 55,6% (IFN-y in IG-Gruppe).

3.3. Auswertung der Zytokinkonzentrationen

Die Starke der Zytokinproduktion stimulierter Zellen wurde photometrisch
gemessen und die Photointensitat als Konzentrationen in pg/ml umgerechnet.
Die tatsachlich produzierten Zytokinkonzentrationen je Stimulation wurden als
Differenz zwischen den jeweiligen Stimulationswerten und den Messwerten der
reinen Mediumproben (Kontroll- bzw. Leerwert) ermittelt. Negative Differenzen
wurden als nicht vorhandene Zytokinproduktion mit einer Konzentration von 0,0

pg/ml gewertet.
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3.3.1. Charakteristik der Messdaten

Die gemessenen Zytokinkonzentrationen aller Gruppen und Untergruppen
zeigten im statistischen Vergleich eine nach links verschobene Normal-
verteilung (positive Verschiebung) mit einer Vielzahl von Proben, deren
Maximalkonzentrationen im niedrigeren Konzentrationsbereich lagen. Zusatz-
lich konnte in allen Gruppen eine hohe Anzahl von Ausreilerwerten beobachtet
werden, deren Maximalkonzentrationen im oberen Wertebereich lagen.

Dieses unregelmalige Verteilungsmuster wurde statistisch besonders dadurch
bemerkbar, dass sich fur die errechneten Standardabweichungen meist héhere
Betrage ergaben, als fur die Betrage der jeweiligen Mittelwerte. Da dieses un-
gleichmafRige Verteilungsverhalten der Messwerte in allen untersuchten
Gruppen zu finden war, konnte davon ausgegangen werden, dass eine allen
Proben gemeinsam zugrundeliegende Ursache vorlag. Wahrscheinlich flhrte
die ungleich entwickelte Immunreife der neonatalen CBMC zu dieser unregel-
mafigen Werteverteilung. Offensichtlich waren nicht alle neonatalen Immun-
zellen in der Lage, ihre Zytokinproduktion nach Stimulation adaquat zu initiieren
bzw. zu kontrollieren.

Insgesamt produzierten alle Zellen nach Stimulation mit PHA die jeweils

héchsten Mediankonzentrationen fur jedes der getesteten Zytokine.

3.3.2. Vergleich der Zytokinkonzentrationen

Die folgenden Auswertungen erfolgten mit Hilfe statistischer Tests flr den Ver-
gleich der verschiedenen Stimulationsergebnisse in den Gruppen. Box-Plot-
Diagramme wurden hierbei zur graphischen Darstellung herangezogen, um die
Spannbreite der Messwerte innerhalb der 10. und 90. Perzentile, sowie den
Median und die 25%- bzw. 75%-Quartile darstellen zu kdnnen.

Die Diagramme stellen die gemessenen Zytokinkonzentrationen der Infektions-
gruppen fur die vier verwendeten Stimulantien dar. Signifikante p-Werte im
statistischen Vergleich mittels des Mann-Whitney-Tests (nonparametrischer

Vergleich zweier unpaariger Stichproben) sind durch * markiert angegeben.
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3.3.2.1. Konzentrationsvergleich fur IL-10

Diagramm 1 zeigt die IL-10-Konzentrationen nach Stimulation, sowie die Vertei-

lung innerhalb der Infektionsgruppen.

Produktion IL-10:

800 1

700 1

600 1

500 1

400 1

300 H

200 1 - |

- WEE L el sl

Konzentration IL-10 in pg / ml

PHA PPD Isolat-1 Isolat-2

B Infektion Geburt [E Infektion Schwangerschaft [£] keine Infektion

Diagramm 1:
IL-10-Produktion gemessen als Konzentrationen in pg /ml nach Stimulation mit PHA, PPD,

Isolat-1 und Isolat-2.

IL-10-Bildung wurde am starksten durch Stimulation mit PHA ausgeldst,
wahrend mit dem mykobakteriellen Antigen PPD nur relativ geringe Konzen-
trationen messbar waren. PPD scheint also die Produktion von IL-10 nicht son-
derlich zu beeinflussen. Die Medianwerte der |IL-10-Konzentrationen liegen flr
PHA in der IG-Gruppe mit 130,5 pg/ml am hochsten, gefolgt von 111,9 und 98,9
pg/ml in der Kl- bzw. IS-Gruppe. Fur PPD zeigt die IL-10-Produktion hingegen
den héchsten Median mit 11,4 pg/ml in der 1S-Gruppe gefolgt von 7,8 und 5,5
pg/ml in der KI- bzw. IG-Gruppe. Im statistischen Gruppenvergleich ergaben
sich hierbei fir beide Stimulantien keine signifikanten Unterschiede.Die IL-10-
Konzentrationen nach Stimulation mit den Schizontenantigenen liegen hoher

als die Werte nach PPD-Stimulation. Isolat-1 und Isolat-2 schei-nen somit im
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Vergleich zum Mykobakterienantigen eine starkere Stimulations-potenz
hinsichtlich einer |L-10-Produktion in neonatalen Zellen auszuuben. Die
Medianwerte fur Isolat-1 lagen bei 33,3 und 35,9 pg/ml in der IG- und KI-Grup-
pe, wohingegen die mediane IL-10-Konzentration der CBMC der I1S-Gruppe mit
21,1 pg/ml einen gewissen Abstand dazu aufwies. Fur Isolat-2 lagen die Me-
diane wiederum starker gestreut mit einem Hochstwert in der 1G-Gruppe von
43,4 pg/ml, gefolgt von 31,4 und 24,0 pg/ml in der IS- bzw. KI-Gruppe. Obwohl
im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede zu beobachten waren,
lied sich unter Stimulation mit Isolat-2 dennoch ein Trend zu niedrigeren Kon-
zentrationswerten in der KI-Gruppe gegentber der IS- und IG-Gruppe erken-

nen.

3.3.2.2. Konzentrationsvergleich fur IL-12

Diagramm 2 zeigt die IL-12-Konzentrationen nach Stimulation, sowie die Vertei-

lung innerhalb der Infektionsgruppen.

Produktion IL-12:
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B Infektion Geburt [ Infektion Schwangerschaft [] keine Infektion

Diagramm 2:

IL-12-Produktion gemessen als Konzentrationen in pg /ml nach Stimulation mit PHA, PPD,
Isolat-1 und Isolat-2.
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Bei der IL-12-Bildung zeigten sich durchweg hohere Konzentrationslevel als
die bei IL-10. Zusatzlich wurde die IL-12-Produktion durch PPD starker
beeinflusst.

Der Wertevergleich nach PHA-Stimulation ergab signifikante Unterschiede
zwischen G- und IS- bzw. KI-Gruppe (entsprechende Mediane: 138,7 und
390,3 bzw. 272,4 pg/ml). Zellen, die am Geburtszeitpunkt einer Malariainfektion
der Mutter ausgesetzt waren, produzierten weniger PHA. Der Vergleich
zwischen IS- und Kl-Gruppe weist zudem Tendenzen einer starkeren |L-12-
Produktion in Zellen auf, die wahrend der Schwangerschaft einer
Malariainfektion ausgesetzt waren, allerdings ohne statistische Signifikanz im
Mann-Whitney-Test. Dennoch zeigten die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests
fur PHA eine statistisch signifikante Beeinflussung der Daten durch die jeweilige
Gruppenzugehdrigkeit (p = 0,02).

Fir PPD zeigen die Medianwerte ebenfalls Unterschiede in der IL-12-
Produktion zwischen CBMC, die kurzlich Infektion ausgesetzt waren (100,7 pg/
ml) und den beiden anderen Gruppen (141,8 bzw. 139,4 pg/ml).

Nach Stimulation mit Plasmodienantigen bildeten sich fur IL-12 diese
Tendenzen ebenfalls andeutungsweise aus. Flr beide Isolate-1 und -2 weisen
Zellen der Gruppe mit Infektion in der frihen Schwangerschaft die hdchsten
Medianwerte auf (155,8 pg/ml fir Isolat-1 und 135,7 fir Isolat-2). Zusatzlich
erzielten CBMC der Gruppe ohne Infektion ahnlich hohe Werte fur IL-12 (120,2
pg/ml) nach Stimulation mit Isolat-2. Die medianen Konzentrationen der 1G-

Gruppe fielen mit 69,4 bzw. 71,1 pg/ml dagegen weitaus geringer aus.

3.3.2.3. Konzentrationsvergleich fur I[FN-y

Diagramm 3 zeigt die IFN-y-Konzentrationen nach Stimulation, sowie die

Verteilung innerhalb der Infektionsgruppen.
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Produktion IFN-g:
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Diagramm 3:
IFN-y-Produktion gemessen als Konzentrationen in pg /ml nach Stimulation mit PHA, PPD,

Isolat-1 und Isolat-2.

Im Rahmen der IEN-y-Produktion stellte sich wiederum eine Verschiebung der

Konzentrationslevel der Medianwerte ein.

Nach Stimulation mit PHA ergab der Gruppenvergleich erneut signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Zytokinproduktion zwischen der 1G-Gruppe
(Medianwert 176,6 pg/ml) und der Gruppe ohne vorausgegangene Infektion
(Medianwert 410,6 pg/ml). Die mediane IFN-y-Konzentration der Zellen der 1S-
Gruppe wiesen ebenfalls eine relativ hohe Produktionskapazitat mit 295,3 pg/mi
auf. Auch hier lieferte der Kruskal-Wallis-Test statistisch eindeutige Ergebnisse
hinsichtlich der Verschiedenheit der ermittelten Daten in den drei Gruppen bzw.
einer Beeinflussung der Daten durch die Gruppenzugehérigkeit der jeweiligen
Proben (p = 0,03).

Innerhalb der PPD-Stimulation zeigt sich ein Konzentrationsanstieg in der 1G-
Gruppe mit 97,2 pg/ml als Median. Dagegen liegen die Werte der beiden
anderen Gruppen mit 28,1 und 25,8 pg/ml eng beieinander im unteren Bereich.
Hier ergab der statistische Vergleich allerdings keine signifikanten Unter-

schiede.
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Ein ahnliches Verhalten hinsichtlich der IFN-y-Produktion wurde auch fur die
beiden Isolate deutlich. Nach Stimulation mit Isolat-1 und Isolat-2 wurden in
der Gruppe mit plazentarer Infektion bei Geburt die hochsten Medianwerte bei
59,7 bzw. 78,3 pg/ml gemessen. CBMC der Gruppe ohne Infektion zeigten eine
ebenfalls hohe IFN-y-Produktion nach Stimulation mit Isolat-1 (57,0 pg/ml),
wohingegen der Median fur Isolat-2 (51,0 vs. 78,3 pg/ml in der IG-Gruppe)
relativ niedrig ausfiel. Die erzielten Mediankonzentrationen fur die 1S-Gruppe

lagen mit 34,9 bzw. 40,6 pg/ml dagegen im unteren Wertebereich.

3.4. Korrelationsergebnisse

3.4.1. Korrelation zwischen Isolat-Stimulantien und PPD in der Zytokinpro-
duktion

Mit Hilfe der Spearman-Rangkorrelation (nichtparametrischer Test zum Ver-
gleich der Korrelation zweier Datensets) sollte ermittelt werden, wieweit das
Auftreten einer Zytokinantwort unter Stimulation mit einem der Plasmodien-
antigenisolate mit dem Auftreten der selben Zytokinantwort unter Stimulation mit

dem anderen Plasmodienantigenisolat korreliert.

Die p-Werte flr die Wahrscheinlichkeit im Auftreten der ermittelten Korrelation
bei der Produktion eines Zytokins unter verschiedenen Stimulantien sind in
Tabelle 4 fUr die Schizontenantigene des Isolat-2 und Isolat-1 und in Tabelle 5
und 6 fur den Vergleich von PPD mit je einem der Schizontenantigene darge-
stellt.

Positive Korrelationen zeichnen sich durch einen Korrelationskoeffizienten r > 0
und < 1 aus. p-Werte > 0,05 nach Testung der Eintretenswahrscheinlichkeit der
ermittelten Korrelationskoeffizienten wurden als statistisch nicht signifikant (n.s.)
fur das Auftreten eines Zusammenhanges innerhalb der Zytokinproduktion

aufgefuhrt.
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Tabelle 4:
Werte fiir die Testwahrscheinlichkeit p bei Korrelation zwischen den Konzentrationen eines

Zytokins unter Stimulationen mit den Schizontenantigenen Isolat-1 und Isolat-2.

Infektionsmodus IL-10 IL-12 IFN-y
Isolat-1/ Infektion Geburt 1 n.s. 1
Isolat-2 | |fektion Schwangerschaft 1 4 1
Keine Infektion 1 1 3

Tabelle 4 zeigt, dass die antigenetischen Eigenschaften bzw. die
Stimulationspotenz der beiden Plasmodienantigene stark korrelieren und eine
etwa gleichartig ausgerichtete Zytokinreaktion in Zellen aller Gruppen auszu-
I6sen vermogen. Alle Korrelationen innerhalb der Zytokinbildung infolge
Isolat-1- oder Isolat-2-Stimulation waren positiv, und die gemessenen
Zusammen-hange stellten sich Uberwiegend als signifikant dar. Fur IL-12 in der
IG-Gruppe ergab sich eine statistisch nicht signifikante Korrelation, da in dieser
Gruppe die Zytokinwerte unter Isolat-1-Stimulation weitaus ungleichmaRiger
verteilt waren, wohingegen die korrelierten Isolat-2-Werte fur IL-12 geringere

Schwankungen aufwiesen.

Tabelle 5 und 6:
Werte fUr die Testwahrscheinlichkeit p bei Korrelation zwischen den Konzentrationen
verschiedener Zytokine unter Stimulationen mit Isolat-1 bzw. Isolat-2 und PPD.

Infektionsmodus IL-10 IL-12 IFN-y

Isolat-1/ Infektion Geburt n.s. n.s. 1
PPD Infektion Schwangerschaft n.s. 5 n.s.
Keine Infektion n.s. n.s. n.s.
Infektionsmodus IL-10 IL-12 IFN-y
Isolat-2/ Infektion Geburt n.s. n.s. n.s.
PPD Infektion Schwangerschaft n.s. 1 n.s.
Keine Infektion n.s. 2 n.s.
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Der Korrelationsvergleich je Zytokin fir die Kombination aus Schizontenantigen
und Mitogen (Isolat-1/PPD bzw. Isolat-2/PPD) in Tabellen 5 und 6 lie® bei
beiden Stimulanskombinationen signifikante Zusammenhange in der IL-12-
Produktion fur die IS-Gruppe erkennen. Die Verteilung der Zytokinkonzen-
trationen in den entsprechenden Teildiagrammen (siehe Diagramm 2) zeigt,
dass diese signifikanten Zusammenhange in der IL-12-Produktion hier auf eine
hohere Verteilung der Konzentrationswerte fur dieses Zytokin nach PPD-
Stimulation zurickzuflihren sind, und sich diese Gruppe dadurch von den
anderen Infektionsgruppen unterscheidet. Infolge der Antigen-Stimulationen trat
ein solch starkes Ansteigen der Konzentrationswerte fur IL-12 in der IS-Gruppe
gegenuber den anderen Gruppen nicht auf.

Bei allen drei Infektionsgruppen ergaben sich starkere Zusammenhange
zwischen IL-12-Produkion in der Vergleichskombination PPD/Isolat-2 als in
PPD/Isolat-1 (signifikanter p-Wert in der KI-Gruppe und p = 0,09 in der IG-
Gruppe). Es zeigt sich, dass das Konzentrationsmuster nach PPD-Stimulation
eher den Ergebnissen der Isolat-2-Stimulation entspricht, wohingegen die
Werte infolge Isolat-1-Stimulation in den Gruppen ohne und mit Infektion bei
Geburt eine insgesamt niedrigere Verteilung aufwiesen.

Zusatzlich stellte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der IFN-y-
Produktion nach Stimulation mit Mitogen und Isolat-1 in der 1G-Gruppe ein, der
allerdings bei Korrelation von PPD mit Isolat-2 nicht so eindeutig nachzuweisen
war (p = 0,07). Dieses Ergebnis erklart sich ebenfalls durch die insgesamt

héheren Werte bei PPD in dieser gegentber der I1S- und KI-Gruppe.

3.4.2. Korrelation zwischen Zytokinpaaren bei Stimulation mit Isolaten

Durch die Spearman-Rangkorrelation (nichtparametrischer Test zum Vergleich

der Korrelation zweier Datensets) wurde geprift, ob die gemessenen Zytokin-

werte unter Stimulation mit den Plasmodienantigenen einander beeinflussen.

Beim Paarvergleich zwischen den Antwortwerten jeweils zweier Zytokinarten
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lasst sich somit erkennen, inwieweit die Produktion eines Zytokintyps mit der

Produktion eines anderen innerhalb der selben Zellpopulation korreliert.

Tabelle 7 stellt die signifikanten p-Werte nach Testung der ermittelten
Korrelationskoeffizienten r (positive Korrelation bei 0 < r < 1) fur die Zytokin-
paarungen in den drei Untergruppen fur Stimulation mit Isolat-2 und Isolat-1 dar.
Testwahrscheinlichkeiten, deren p-Werte > 0,05 lagen, wurden als nicht
signifikant (n.s.) markiert. Dies bedeutet, dass ein bestehender Zusammenhang

statistisch nicht ausreichend belegt werden konnte.

Tabelle 7:
Werte fir die Testwahrscheinlichkeit p bei Korrelation zwischen je zwei der gemessenen

Zytokine fiir die Stimulationen mit den Schizontenantigenen Isolat-2 bzw. Isolat-1.

Antigen bzw. Infektionsmodus IL-10/1L-12 | IL-12/IFN-y | IFN-y/IL-10
Infektion Geburt n.s. n.s. n.s.
Isolat-1 Infektion Schwangerschaft n.s. n.s. 2
Keine Infektion 3 n.s. < 0,0001
Infektion Geburt n.s. n.s. n.s.
Isolat-2 Infektion Schwangerschaft n. s. 2 2
Keine Infektion 4 n.s. 4

Die Korrelationskoeffizienten spiegeln den linearen Zusammenhang der
Zytokinwertepaare wieder. Sie geben Aufschluss dariber, ob wie Produktion
eines Zytokins mit der Bildung eines anderen Zytokins in Beziehung steht, und
wie stark sich dieser Zusammenhang darstellt.

Die Auswertung ergab fur alle r-Werte der unterschiedlichen Zytokinpaarungen
unter Isolat-1- bzw. Isolat-2-Stimualtion Betrage im positiven Bereich. Die
Bildungen verschiedener hier untersuchter Zytokine sind miteinander positiv
korreliert. Der Anstieg eines Zytokins hangt somit mit dem Anstieg der anderen

beiden Zytokine zusammen. Eine negative Korrelation, bei der die Aus-
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schittung eines Zytokins die Ausschuttung eines anderen in zunehmendem
Masse hemmt, trat nicht auf.

Zwischen dem Konzentrationsanstieg von IL-10 und IFN-y stellte sich fur beide

Antigene in den Gruppen mit Infektion in der Schwangerschaft und ohne
Infektion eine signifikante Testwahrscheinlichkeit der Korrelationskoeffizienten
dar. Es besteht also ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
Bildung dieser beiden Zytokine nach Stimulation mit Schizontenantigenen.

Auch die Korrelation von IL-10 und IL-12 in der Gruppe ohne Infektion lieferte
fur beide Antigene signifikante Testwerte, was auf eine enge Verknlpfung der
IL-10- und IL-12 Produktion schlie3en lasst.

Ein weiterer signifikanter Zusammenhang konnte nach lIsolat-2-Stimulation in
der IS-Gruppe fur die Zytokine IL-12 und IFN-y nachgewiesen werden.

Fur Zellen aus Schwangerschaften mit Malariainfektion zum Geburtszeitpunkt
allerdings lie3en sich fur beide Antigene der Zytokinpaarungen keine statistisch
signifikanten Korrelationsergebnisse ermitteln.

Fur die Stimulationen mit PPD, jedoch nicht mit PHA, ergaben sich Uberdies
auch negative r-Werte bei Korrelation der Zytokine IL-10 und IFN-y in der IS-
und KI-Gruppe, die sich allerdings als statistisch nicht signifikant erwiesen. Es
scheint also eine Tendenz negativen Zusammenhangs fur die Bildung dieser
beiden Zytokine zu bestehen. Zudem zeigte die Wahrscheinlichkeitstestung
signifikante p-Werte in der KI-Gruppe fur die Kombination IL-10/IL-12 und in der
IG-Gruppe fur die Kombination IL-10/IFN-y unter PHA-Einfluss (Ergebnisse hier
nicht dargestellt).
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, die nach Stimulation von CBMC aufgetretenen
unterschiedlichen Reaktionsmuster der Immunsysteme Neugeborener zu
vergleichen. Monozytare Zellen mit ihrer Fahigkeit zur dem Infektionstyp ange-
passten Zytokinbildung und der daraus resultierenden Schlisselfunktion fur
weitere immunologische Auswirkungen auf den Organismus wurden hierfur als
reprasentative Marker des neonatalen Abwehrsystems herangezogen64.165,

Es ist bekannt, dass verschiedenste Faktoren modulierende Effekte auf
Entwicklungsvorgange innerhalb des Immunsystems haben. Exo- sowie endo-
gene Einflussgroflen konnen bereits wahrend der Schwangerschaft (intra-
uterin), sowie  noch im frihen Kindesalter (extrauterin) modulierend und
pragend auf das immunologische Basisreaktionsmuster eines Individuums ein-
wirken. Auf diesem Grundwissen beruhen viele Modelle Gber das Entstehen von
Allergien und Atopien bis hin zum durch frihkindliche Impfungen hervor-
gerufenen Immunschutz'21.166-168

In dieser Studie wurde als einwirkende ModulationsgroRe die intrauterine
Exposition des kindlichen Immunsystems zu Malariaantigenen bzw. dadurch
aus-geldsten immunologischen Veranderungen in Uterus und Plazenta auf-
grund plazentarer Plasmodieninfektion herangezogen. Viele Studien aus die-
sem Bereich belegen, dass nicht nur direkte diaplazentare Infektionen des
Foétus, sondern auch diaplazentares Ubertreten plasmodienspezifischer Anti-
gene gemeinsam mit durch Infektion hervorgerufene Ungleichgewichte im pla-
zentaren Milieu Veranderungen im neonatalen Immungefige hervorrufen
k('jnnen91,124,157_

Zur Bestimmung der Auswirkung einer Plazentainfektion auf das neonatale
Immunsystem wurde in dieser Arbeit das zeitliche Auftreten intrauteriner Expo-
sition zu Plasmodienantigen als Hauptmerkmal auf die untersuchten Proben an-

gewendet.
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4.1. Auswirkungen des Infektionsmodus auf die Immunantwort

Bereits die Einteilung der primigraviden Mutter und ihrer Neugeborenen in die
drei Vergleichsgruppen (keine Infektion vs. Infektion in Schwangerschaft vs.
Infektion der Plazenta bei Geburt) lieferte aufschlussreiche epidemiologische
Daten (Tab.1). So ist ersichtlich, dass im endemischen Malariagebiet Gabuns
jede primigravide Schwangere einem etwa 50%-igen Risiko ausgesetzt ist,
wahrend der Schwangerschaftsphase an einer Malaria zu erkranken. Die damit
verbundenen moglichen Komplikationen fur die matterliche Gesundheit, sowie
die des Ungeborenen (auch ohne dessen direkte Infektion) sind dement-

sprechend hoch169.170,

4.1.1. Interpretation der Responderaktivitat in den Gruppen

Die Responderhaufigkeiten dienen der Beurteilung des Reife- bzw. Spezifitats-
grades der Immunzellen, sowie als Parameter fir eingetretenes Proliferations-
verhalten in vitro. Da nicht nur die Qualitat der Immunantwort, sondern auch
das Ausmall der Reaktionsstarke vom Entwicklungszustand der Zellen ab-
hangt, lassen sich aus der Intensitat des Antwortverhaltens zuséatzliche Aus-
sagen Uber die Funktionsfahigkeit des Immunsystems machen (siehe Tab. 3).
Vorwegnehmend kann gesagt werden, dass sich in allen Infektionsgruppen bei
beiden Isolaten die Responderraten nur in einem Haufigkeitsbereich von etwa
50-70 % aufhielten. Dies kann neben der Unreife der CBMC auch mit der
unzureichenden Stimulationspotenz der Antigenlysate zusammen hangen, da
Extrakte aus Schizontenlysaten im Vergleich zu lebenden Schizonten eine
verringerte Stimulationspotenz gegenlber bestimmten Zellsubpopulationen
(NK- und yd-T-Zellen) zeigen'71.172,

Neonatale Zellen, die hinsichtlich der Exposition gegeniber Plasmodien-
antigenen unerfahren sind (KI), zeigen ihre starksten Antwortraten auf Stimu-
lation mit Mitogen und Tuberkel-Antigen fur alle drei der getesteten Zytokine.

Das bei diesen Zellen besonders hohe Ansprechen fir IL-10 hangt mit der bei
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neonatalen Immunzellen beobachteten Tendenz zur Ausbildung einer Th2-
Funktion in allen Phasen einer Immunreaktion zusammen'23.

Das quantitativ starke Ansprechen der Kl-Zellen auf Stimulation mit PHA und
PPD im Vergleich zu CBMC anderer Kategorien hat seine Ursache in der
vorausgegangenen ungehemmten Entwicklung und Proliferation dieser Zellen
wahrend der fotalen Reifeperiode in utero'’3. Diese Zellen haben hinsichtlich
ihres Aktivitatspotentials offensichtliche Vorteile gegenliber den beiden anderen
Untergruppen. Auch das Antwortverhalten nach Stimulation mit den
Schizontenlysaten, obwohl um ein Vielfaches gedampft, entspricht dennoch der
bei allen Zellen gemessenen Aktivitat. Dies lasst aber dennoch keine

Ruckschlisse auf die Qualitat der Immunantwort ziehen.

Bei CBMC, deren in vivo Kontakt zu Plasmodienantigen gerade erst
stattgefunden hatte (IG), lagen die Responderhaufigkeiten nur nach Stimulation
mit PHA flr Tn1-stimulierenden Zellen aufderst hoch. Zusatzlich zeigten diese
Zellen aber dennoch relativ starkes Ansprechen der IL-10-Produktion nach
PPD-Stimulation, was auf ein Anwachsen der Zahl IL-10-produ-zierender
Zellen im Tu2-gepragten Milieu der infizierten Plazenta schlieRen lasst. Diese
aktivierten Twn2-vermittelnden Zellen scheinen Uber IL-10 die durch

proinflammatorische Reize des PPD zur IFN-y-Produktion angeregten Zellen zu

hemmen'74,

Allerdings lasst sich dieser Anstieg in der Tu2-Aktivitat nicht nach Stimulation
mit den Plasmodienisolaten feststellen. Insgesamt zeigt hier die Responder-
haufigkeit bei beiden Lysaten fur alle Zytokine die niedrigsten Raten. Das
ineffektive Ansprechen der CBMC auf diese Reize kann mit der zum
Schwangerschaftsende hin aufgetretenen Plazentainfektion zusammen hangen.
Unterdricktes Responderverhalten wahrend akuter Infektion bei Stimulation mit
strukturell ahnlichen Antigenen, jedoch normal hohe Raten nach Stimulation mit
Mitogen oder Fremdantigen, konnte auch in anderen Studien beobachtet

werden175.176
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Bei gleichen Bedingungen allerdings zeigen CBMC, die in der Vergangenheit
einer Plasmodieninfektion der Plazenta ausgesetzt waren (IS), nach Stimulation
mit Schizontenantigen gesteigertes Ansprechen und vermehrte Proliferation.
Dieser Reaktivierungseffekt lasst sich besonders an dem Anstieg der Antwort-

raten in der IFN-y-Produktion bei beiden Isolaten, sowie in den Zunahmen der

IL-12- und IL-10-produzierende Zellen bei Isolat-1 erkennen. Dieses Verhalten
der CBMC von Individuen mit Uberstandener bzw. therapierter Malariainfektion
wurde zudem auch in anderen Studien gefunden'76.177, PHA und PPD l6sen in
dieser Gruppe ebenfalls massive Responderaktivitat fur IFN-y aus. Immunzellen
dieser Neu-geborenen scheinen auf unterschiedliche Stimulationsreize hin mit
vermehrter Bereitstellung IFN-y-produzierender Zellen zu reagieren. Dieser
Anstieg IFN-y-bildender Zellpopulationen unter PPD-Einfluss ist allerdings eher

ein Hinweis auf die stark ausgepragte Entwicklungsreife dieser Zellen.

4.1.2. Interpretation der Zytokinproduktion in den Gruppen

Die Verteilung der Konzentrationswerte innerhalb der Zytokinklassen (Dia-
gramme 1-3) erlaubt Aussagen hinsichtlich der Funktionsrichtung des weiteren
Verlaufs innerhalb der Immunkaskade. Anhand unterschiedlicher Produktions-
ausmale eines Zytokins konnen Ruckschlisse auf die immunologische
Pragung monozytarer Zellen dieser Untergruppe wahrend ihres Reife-
prozesses gezogen werden. Angenommen, dass unter Stimulation mit PHA
jede Zelle ihre maximale Produktionskapazitat anstrebt, Einschrankungen der
Konzentrationsstarke aber als gegenseitige Hemmprozesse innerhalb der
Zytokinproduktion bzw. als Unreife der CBMC aufgefasst werden kann, lassen
sich anhand der gemessenen Konzentrationen Ruckschliusse auf den gegen-
wartigen Funktionszustand des Immunsystems ziehen. Hingegen erlauben PPD
und Isolate als immunologisch richtungsweisende Marker eher Aussagen uber
die Fahigkeit der Zellen, eine spezifisch ausgerichtete Immunantwort ausbilden
zu konnen.

Vorwegnehmend sollte dennoch erwahnt werden, dass neonatale Lymphozyten,

und speziell die des Nabelschnurblutes, im Vergleich zu Zellen des
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Erwachsenen hinsichtlich ihrer Stimulierbarkeit durch Antigene, als auch ihrer
jeweiligen Zytokinmuster, noch extrem reduziert sein koénnen'’8. T-Zellen

Neugeborener sind in der Lage ahnlich hohe Zytokinantworten fur IFN-y und

IL-2 zu produzieren, wenn kostimulierende Faktoren ausreichend zur Verfugung
stehen — also in Abhangigkeit von AP-Zellen, T-Zell-Rezeptoren, stimulierenden
Interleukinen, u.a.. Da diese Kofaktoren innerhalb des neonatalen Immun-
systems noch relativ unterentwickelt zu sein scheinen, ergibt sich dadurch ein
etwas verandertes Antwort-verhalten nach Stimulation solcher T-Zellen'”!. Wei-
terhin scheint ein Mangel an Gedachtniszellen Einfluss auf die Aktivierungs-

starke neonataler Immunzellen zu haben7®,

4.1.2.1. Interpretation der Zytokinproduktion nach Mitogenstimulation

Monozytare Zellen, die bei Geburt einem Kontakt mit Plasmodienantigenen
ausgesetzt waren (IG), weisen bei Mitogenstimulation in vitro eine Zunahme
der IL-10-Produktion mit signifikanter Abnahme der Tu1-Zytokine IL-12 und

IFN-y auf. Eine akute Exposition zur Plasmodieninfektion der Plazenta scheint

im kindlichen Immunsystem den Anteil IL-10-pro-duzierender Zellen zu erhéhen
und dadurch eine Th2-Typ-Verschiebung zu verursachen'#2. Von diesen nach
unspezifischer Mitogenstimulation eingetretenen antiinflammatorischen Effekten
kann angenommen werden, dass die Prasenz von Plasmodienantigen und
anderer immunologischer Mechanismen das neonatale Abwehrsystem im
Rahmen der plazentaren Infektion beeinflusst hat. Ahnlich einer Helminth-
infektion wahrend der Schwangerschaft scheinen Plasmodien ebenfalls eine
Th2-Verschiebung des neonatalen Immunsystems auszuldsen'®. Auch die
ermittelten Testsignifikanzen zeigen eindeutig eine verringerte Zytokinbildung
fur IL-12 und IFN-y bei Zellen der IG-Gruppe im Vergleich zu Zellen ohne
Plazentainfektion (in beiden Fallen) und im Vergleich zu friherer Infektion (nur
bei IL-12). Hemmung der Tu1-Differenzierung nach Mitogenstimulation durch
plazentare Plasmodien-infektion wurde in ahnlicher Weise auch in anderen

Studien beobachtet8!.
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Vergleicht man hierzu das Ty-Profil PHA-stimulierter Zellen der beiden anderen
Gruppen (KI bzw. 1IS), wird ein genau umgekehrtes Reaktionsverhalten

erkennbar. Die starke IL-12- und IFN-y-Gewichtung im Antwortverhalten ver-

deutlicht die Verschiebung hin zum proinflammatorischen Typ. Unter-
suchungen an gesunden Neugeborenen belegen die physiologische Zunahme
der Tu1-Zellen gegen Ende der Schwangerschaft'82183 Diese natirliche Ent-
wicklung scheint bei der IG-Gruppe durch den akuten Entziindungsprozess in
der Spatschwangerschaft allerdings unterbrochen worden zu sein.

Zellen, die nie oder bereits frih in der Entwicklungsphase einer Malariainfektion
ausgesetzt waren, wurden immunologisch dahin gepragt, bei maximaler Stimu-
lierung durch Mitogen eine Tu1-gewichtete Basisreaktion auszulosen. Dieses
Ergebnis ist im Einklang mit anderen Studien, die demonstrieren konnten, dass
Antigenexposition in utero bei neonatalen Zellen nach spezifischer Stimulation
zu einer gesteigerten entziindungssteigernden Reaktion fiihrt'®. Fiir CBMC, die
einer Plazentainfektion mit Plasmodien ausgesetzt waren, ist diese Reaktion
weitaus |L-12-betonter als bei Zellen, die ohne diesen Einfluss heranreifen.
Solche Zellen dagegen zeigen einen Vorteil bei der Produktion von IFN-y
gegenuber CBMC der IS-Gruppe. Die Fahigkeit ausreichend hohe IFN-y-
Spiegel zu bilden, dient dem Aufbau eines protektiven, aber unspezifischen
Immunschutzes und ist bei diesen Zellen Teil der angeborenen Immun-
abwehr'®,_ Die unterschiedliche Zytokingewichtung erklart sich also dadurch,
dass CBMC ohne Infektion (KI) ein Ansteigen der IFN-y-produzierenden Zell-
populationen anstreben, wahrend CBMC, die bereits einer Plasmodienexpo-

sition ausgesetzt waren (IS), vielmehr IL-12 den Vorrang geben.

4.1.2.2. Interpretation der Zytokinproduktion nach Stimulation mit PPD

PPD wurde als Antigen mit spezifischer Wirkung eingesetzt. Bei Individuen mit
durchgemachter Tuberkuloseinfektion bzw. nach Impfung mit Bacillus-Calmette-

Guérin (BCG) wird in vitro bei T-Lymphozytenstimulation ein spezifisches Reak-

tionsverhalten beobachtet. Dieses besteht aus einer Th1-Antwort mit Anstieg
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von IFN-y'8_ Eine Auseinandersetzung des fotalen Organismus mit mykobak-

teriellen Antigenen in utero 16st beim neonatalen Zellen eine starke Th1-Antwort
aus'®’,

Die Zytokinwerte nach Stimulation mit dem Recall-Antigen PPD spiegeln die
bereits erworbene Immunkompetenz der neonatalen CBMC wieder. Obwohl das
Immunsystem Neugeborener nie direkt einer BCG-Impfung ausgesetzt war,
scheint das Antigen dennoch zur Auslosung einer adaquaten Immunreaktion
des Tu1-Typs fahig zu sein. Eine proinflammatorische Reaktion (niedrige

Level fur IL-10 bei gleichzeitig hohen Werten fur IL-12 und IFN-y) auf dieses

Antigen, das die Infektion mit intrazellularen Tuberkelbakterien simuliert, ist in

allen drei Infektionsgruppen gleichermafRen zu beobachten88,

Neonatale Zellen sind also in der Lage, adaquat auf die Stimulation mit PPD zu
reagieren. Eine immunologische Pragung hinsichtlich Vorhandenseins even-
tueller Plasmodieninfektionen spielt bei der Reaktivierung des Immunsystems
durch PPD eher eine untergeordnete Rolle. PPD ist in seiner immunologischen
Wirkung so spezifisch, dass auch die in Richtung Th2 veranderten Immun-
systeme Neugeborener nach akuter Plazentainfektion (IG) eine primar Tu1-
getriebene Immunantwort ausbilden. Allerdings weisen diese Zellen weiterhin
die niedrigsten Konzentrationen fir IL-12 auf. Senkung der IL-12-Spielgel, hier
ausgelost durch eine Plazentainfektion spat in der Schwangerschaft, haben
postnatal eindeutig negative Auswirkungen auf Auftretenswahrscheinlichkeit von
und Erkrankungsrisiko gegeniiber anderen Infektionskrankheiten®.

Verglichen dazu scheint aber Exposition gegenuber Plasmodienantigenen in
der Spatschwangerschaft die Immunantwort Neugeborener nach PPD-Stimu-
lation hinsichtlich der Bildung von IL-12 und IFN-y besonders stark zu beein-
flussen. Wahrend CBMC, die in der fruhen Schwangerschaft (IS) oder niemals
(KI) einer Plasmodieninfektion ausgesetzt waren, nach PPD-Stimulation mit
einer stark IL-12-gepragten Immunreaktion antworten, scheint der gleiche
Stimulus bei Nabelschnurzellen, die direkt vor Geburt einer plazentaren Infek-

tion ausgesetzt waren (IG), eine eindeutig IFN-y-gepragte Reaktion auszu-

I6sen. Der PPD-Reiz scheint bei diesen Neugeborenen ein flr eine Reaktivie-
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rungsreaktion weitaus weniger typisches Antwortmuster auszubilden. Das

starke Uberwiegen von IFN-y gegeniiber IL-12 in der Tu1-gepragten Antwort

zusammen mit hohen Konzentrationen entziindungshemmender Zytokine sind

typisch fir Immunzellen, die einer intrauterinen Infektion ausgesetzt waren'?’.

4.1.2.3. Interpretation der Zytokinproduktion nach Isolat-Stimulation

Die Stimulation mit Schizontenlysat simuliert immunologische Vorgange inner-
halb des neonatalen Immunsystems im Rahmen einer akuten Infektion mit Plas-
modienschizonten. Die Ergebnisse geben dadurch Einblick hinsichtlich des

unterschiedlichen Verhaltens der drei Zellkategorien.

CBMC, die einer akuten Infektion der Plazenta zum Zeitpunkt der Geburt aus-
gesetzt waren (IG), zeigen ein relativ starkes Ansteigen der IL-10-Produktion.
Dies spiegelt die eingetretene Pragung zum Tn2-Typ auf diesen Stimulus
wieder. Dies scheint eine Folge des physiologischen Th2-Umfelds der infizierten

Plazenta zu sein'#2. Gleichzeitig bilden diese Zellen eine IFN-y-gepragte Th1-

Antwort aus, wie durch Konzentrationsanstiege dieses Zytokins deutlich
erkennbar wird. Die durch Schizontenantigen ausgeloste Immunreaktion in der
IG-Gruppe ist deshalb zweifach ausgerichtet — einerseits die hohe IL-10-Aus-
schittung aufgrund der ThH2-Pragung in utero, andererseits die dem Erregertyp
angepasste auf IFN-y beruhende Tn1-Antwort. Diese Doppellaufigkeit stellt aber
die wirkliche Effektivitat einer solchen Immunreaktion in Frage, da IL-10 die
Interaktion zwischen Dentritischen und spezifischen T-Zellen zu unterbinden
scheint’®, Studien belegen aber auch, dass ein gemeinsames Auftreten hoher
Konzentrationen von IL-10 und IFN-y in engem Zusammenhang mit der Akut-
phasereaktion einer Malariainfektion steht. Die gemeinsame Ausschuttung
stimulierender und hemmender Zytokine unterstreicht dadurch die multi-
faktoriellen Ablaufe zwischen Parasit und Wirt wahrend der akuten Infektions-

phase'®1.
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Dagegen zeigen CBMC solcher Kinder, die bereits frih einer plazentaren Plas-
modieninfektion ausgesetzt waren (IS), ein ganzlich verschiedenes Antwort-
verhalten. Das Immunsystem dieser Neugeborenen wurde durch Stimulation
mit Schizontenantigen zu gesteigerter IL-12-Produktion angeregt. IL-12 als
typisches proinflammatorisches Zytokin ist hinweis-gebend flir einen Befall mit

intrazellularen Parasiten, da es in abhangig von IFN-y die Reaktivierung von

Killer- und anderen zytotoxischen Zellen vermittelt. Seine Produktion scheint bei
Zellen, die bereits einer Plasmodieninfektion ausgesetzt waren, auch am
starksten ausgepragt zu sein, was den Charakter der Reaktivierung spezi-
fischer Immunmechanismen zusatzlich unterstreicht. Zellen dieser Gruppe
haben in utero offensichtlich gelernt, Schizontenantigene als gelerntes
Fremdantigen zu erkennen und die folgende Immunantwort dementsprechend
spezifisch auszurichten?

Auffallig hier sind auch die verringerten Konzentrationswerte fur IFN-y im
Gegensatz zu den anderen Gruppen. Es wird oft auf den Zusammenhang
zwischen Auspragung klinischer Symptome und Konzentrationsabnahme
proinflammatorischer Zytokine, speziell IFN-y, hin-gewiesen'®3. Dieses
Phanomen - Uberwiegend bei Individuen anzutreffen, die durch haufige
Reinfektionen einen immunologischen Schutz gegenuber schweren
Malariaverlaufen aufweisen — kann auch bei dieser Gruppe die Downregulation
des IFN-y und dadurch die verringerte Krankheitsanfalligkeit erklaren.
Monozytare Zellen der Gruppe ohne vorausgegangene Infektion in der
Schwangerschaft (KI) zeigen dagegen eine sehr unspezifisch ausgerichtete
Immunreaktion. Auf Isolat-1 reagieren diese CBMC einerseits zwar mit einer
gesteigerten IL-10-Produktion, andererseits aber auch mit einem Anstieg in der
IFN-y-Bildung. Isolat-2 dagegen veranlasst die Zellen nur die Produktion von
IL-12 zu steigern. Auch wenn die zugrundeliegenden Mechanismen dieses
Antwortverhaltens zweideutig zu sein scheinen, zeigt der hier stattgefundene
erstmalige Kontakt dieser Zellen mit Plasmodienantigen immerhin ein einerseits

unspezifisches, aber auch starker auf TH1-Abwehrmechanismen ausgerichtetes
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Reaktionsverhalten. Dieses wenig differenzierte Bild naiver Zellen wurde auch

in anderen Studien beobachtet94.195,

4.2. Ruckschlusse aus dem Zytokinmuster auf die Art der Immunantwort

Das Zusammenspiel verschiedener Zytokine bei Ausbildung einer Immun-
antwort bahnt die Aktivierung verschiedener Effektormechanismen. IL-12 und

IFN-y 16sen zusammen mit anderen Zytokinen, z.B. IL-2 und TNF-a, eine

proinflammatorisch wirkende Th1-Antwort aus. Deren Effektormechanismen
stellen die Steigerung der Zytotoxizitat von Immunzellen und die Zunahme der
Aktivitat von Makrophagen dar und gehen mit Anstiegen der opsonierenden
Antikorper IgM und 1gG2 auf humoraler Ebene einher. Das antiinflammatorische
Bild der Th2-Antwort, ausgelost durch IL-10, IL-4, und IL-5, ist dagegen gepragt
durch ein vermehrtes Auftreten von Mastzellen, zunehmender Eosinophilie,
sowie den immunregulatorischen Antikorpern IgE und IgG++3 als humoralen
Markern'96, Zusatzlich scheinen die durch IL-10 gesteuerten Subpopulationen
regulatorsicher T-Zellen Uber IL-10 und TGF-B regulierend und supprimierend
auf die entstehende Entziindungsreaktion einzuwirken06.

Ahnlich der Stimulation mit PPD, die zumindest bei geimpften Individuen eine
eindeutige Th1-Reaktion ausldst, erwartet man auch bei Stimulation mit
Schizontenantigen eine starker Tn1-gewichtete Reaktion, die fur die fruihe und
teilweise aber fur die spate Phase des Krankheitsverlaufes charakteristisch ist.
Da die Th2-Reaktion bei der Parasitenelimination keine wesentliche Rolle spielt,
weil Schizontenantigene keine sonderlich dominante allergene bzw. extra-
zellularparasitare Potenz besitzen, treten in vivo unter Plasmodieneinfluss nur
in der Frihphase der Infektion erhéhte Wirkkonzentrationen fir IL-10 auf. Sie
werden im Sinne gegenregulatorischer MalRnahmen zur Kontrolle einer
Uberschiessenden Th1-Antwort verstanden und spielen bei der suffizienten
Infektionskontrolle und der Auspragung verschiedenster Symptomenkomplexe

im Rahmen der Infektion eine wichtige Rolle'®’. Ein genau ausbalanciertes Ver-
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haltnis von Tu1- und Th2-Mechanismen ist somit besonders bei Reinfektionen

fir den akuten, aber auch spateren Krankheitsverlauf ausschlaggebend.

4.2.1. Einfluss der Lysat-Stimulantien auf die Zytokinbildung

Vor diesem Hintergrund kann anhand der Ergebnisse der Korrelations-
vergleiche (Tabellen 4 bis 6) das Stimulationsprofil der hier verwendeten
Schhizontenlysate naher beurteilt werden.

Tabelle 4 zeigt fur beide Isolat-Stimulantien einander entsprechende
Zytokinprofile fur alle Zellproben. lIsolat-1 und-2 besitzen demnach ahnlich
wirkendes antigenes Potential und I6sen in den CBMC somit gleichartig
gestaltete Immunreaktionen aus'®. Das fiir die IL-12-Produktion bei Zellen
nach akuter Plazentainfektion (IG) eingetretene Abweichen von diesem Muster
beruht mitunter auf starken Schwankungen innerhalb der Konzentrations-
verteilung der Einzelproben. Dies kann auf die unzureichende Stimulations-
potenz des lIsolat-2 in dieser Gruppe hindeuten. Da sonst bei beiden Isolaten
eine auffallig enge Korrelation hinsichtlich der Effektivitat zur Stimulation einer
spezifischen Zytokinbildung deutlich wird, scheint Isolat-2 CBMC der IG-Gruppe
hinsichtlich ihrer IL-12-Produktion eher insuffizient anzuregen. Diese
Insuffizienz deutet auf ein unkoordiniertes Zusammenwirken der Immun-
zellen hin. Hierbei kdnnen verschieden Ursachen eine Rolle spielen — das
akute Infektionsgeschehen in utero, auRere Umstande wahrend der Geburt,
sowie die allgemein geringere Neigung zur Produktion von IL-12 bei neonatalen

Zellen181.199,200

Die Korrelationsvergleiche zwischen Isolaten und PPD (Tab. 5 und 6)
verdeutlichen einen den Isolaten eigenen Charakter zur Auslésung spezifischer
IL-12-Bildung. Beide lIsolate besitzen daher antigene Eigenschaften, die die
CBMC eindeutig als spezifische durch Plasmodieninfektion hervorgerufene
Fremdproteine erkennen konnen. Besonders fur CBMC mit frihzeitiger
Plazentainfektion (IS) scheinen Isolate-1 und -2 die Funktion eines Recall-

Antigens zu haben, das die Zellen verstarkt zur Bildung von Tu1-Zytokinen
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veranlasst. Da IL-12 innerhalb des Immunsystems speziell fur die Reaktivierung
friher erworbener Resistenzmechanismen gegenuber bekannten Antigenen
verantwortlich ist, kommt dies hier nach Stimulation dieser vorgepragten Zellen
mit Schizontenisolaten deutlich zum Aus-druck?°1.

Eine weitere derartige Ubereinstimmung tritt in der IS-Gruppe fir die Bildung
von IFN-y in Zusammenhang mit PPD-/Isolat-2-Stimulation auf. Auch hier zeigt
sich der Charakter einer Immunreaktivierung. IL-12 ist in seiner Wirkung IFN-
y-abhangig, wodurch das gebildete IFN-y einer Schlusselfunktion in der Tu1-
Reaktivierungs-kaskade nachkommt?°2. Dies wird durch das Korrelieren hoher
IL-12-Spiegel mit der Produktion von IFN-y sowohl nach PPD-, wie auch Isolat-
Stimulation, deutlich.

Auch Zellen, die bei Geburt einer Plazentainfektion mit Plasmodien ausgesetzt
waren (IG), weisen eine starke Korrelation der IFN-y-Bildung nach Stimulation
mit PPD bzw. Isolat-2 auf. Allerdings ist bei diesen Zellen kein Zusammenhang
mit einer stark ausgeldsten IL-12-Produktion zu erkennen. CBMC, deren
Erstkontakt mit Plasmodienantigen erst spat in der Schwangerschaft stattfand,
konnen nach Stimulation mit Schizontenantigen kein spezifisches IL-12-
gepragtes Reaktivierungsmuster ausbilden. Es entsteht vielmehr ein noch
eingeschrankt wirkender Tu1-Mechanismus, der ganzlich auf einer
gesteigerten Bildung von IFN-y beruht?°3,

Solch ein eingeschrankter Tn1-Mechanismus ist bei diesen Zellen ebenfalls
nach Stimulation mit PPD erkennbar. Eine in der Fotalzeit erst spat
aufgetretene Infektion der Plazenta mit Malariaerregern scheint bei diesen
CBMC auch die Ausbildung adaquater Immunverhalten gegeniber anderen

bekannten Antigenen zu beeinflussen.

4.2.2 Interpretation der verschiedenen Zytokinbildungsprofile

Die Unterteilung der drei CBMC-Untergruppen hinsichtlich dem Zeitpunkt ihrer

in utero erfolgten Infektion der Plazenta, zeigt eindeutige Unterschiede
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hinsichtlich des Infektionsmodus aufgrund der nach Stimulation durch

verschiedene Antigene erhaltenen Zytokinprofile.

Eine IL-12-dominierte Immunantwort lie} sich bei Zellen, die fruh in der
Schwangerschaft einer plazentaren Malariainfektion ausgesetzt waren (IS),
nach Stimulation mit jedem der Antigene (Mitogen, proinflammatorisches
Antigen, sowie den beiden Lysaten) nachweisen. Besonders flr die Isolat-
Stimulationen schien das fdétale Immunsystem bei vorausgegangener
Exposition dahin gepragt worden zu sein, durch Simulation einer Reinfektion
Mechanismen einer spezifischen Tu1-Antwort nach sich zu ziehen'93,

Uberdies verdeutlichen die Responderraten zusammen mit den
Korrelationsergebnissen den starken Zusammenhang zwischen IL-12 und
IFN-y bei Zellen dieser Gruppe. Effiziente IL-12-Produktion und der daraus
folgender Anstieg des IFN-y durch Aktivierung von Makrophagen und
spezifischen NK-Zellen kann nur durch das Zusammenspiel adaquater
Konzentrationen beider Zytokine zustande kommen204.205 Allerdings kann eine
Zunahme der durch IL-12 ausgeldsten IFN-y-Wirkung auch nachteilige
Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf haben. Bei der Auslésung vieler
Symptombilder, die im Rahmen einer Plasmodieninfektion eintreten kénnen
(Leberschadigung, Immunsuppression, zerebrale Malaria) spielt IFN-y namlich
eine Schliisselrolle?%®, Wahrend hohe Spiegel proinflammatorischer Zytokine
das Krankheitsbild erschweren, scheinen dagegen moderate Konzentrationen
von IL-12, IFN-y und TNF-a das Auftreten klinischer Symptome sogar
abwenden zu kdnnen207.208,

Zusatzlich deuten die Korrelationsvergleiche verschiedener Zytokine (Tab. 7)
nach Isolat-Stimulation bei CBMC der I1S-Gruppe auf einen Zusammenhang
zwischen der Bildung von IL-10 und IFN-y hin. Aufgabe dieser beiden
gegensatzlichen Zytokine ist die Unterdrickung der jeweils anderen
Immunantwort?04205. Nur ein optimales Gleichgewicht zwischen Tx1-férdernder

Wirkung des IFN-y und Th1-hemmender Wirkung des IL-10 kann eine effektive,
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nicht einseitig Uberschiessende proinflammatorische Immunreaktion ohne
schwere Krankheitssymptomatik aus-bilden2°°.

Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass die Immunsysteme Neugeborener,
deren Mdutter wahrend der Schwangerschaft an einer Malariainfektion litten,
diesen spezifischen Abwehrmechanismus auch in vivo auszuldsen vermdgen.
Diese Kinder werden auch in den ersten Lebensmonaten nach Geburt weiterhin
in der Lage sein, eine erneute Infektion mit Plasmodien durch diese spezifisch
auf intrazellulare Parasiten ausgerichtete Immunabwehr kontrollieren zu
kénnen. Dadurch wird bei diesen Kindern der Ubergang einer unkomplizierten
Malariaerkrankung zu schwerem Krankheitsverlauf verhindert werden2'°. Durch
die relativ frihe Auseinandersetzung mit Plasmodienantigen im Rahmen der
fotalen Entwicklung des Immunsystems haben diese Kinder einen Vorteil
gegenuber anderen Neugeborenen, was das Erkrankungsrisiko gegenuber

Malaria angeht.

Auch Nabelschnurzellen, die wahrend der Schwangerschaft keiner Infektion
ausgesetzt waren (KIl), zeigen in ihrem Zytokinbildungsprofil einen
Zusammenhang zwischen IL-12 bzw. IFN-y einerseits und IL-10 andererseits
(Tab. 7). Obwohl bei der Immunantwort dieser Zellen weder die Produktion von
IL-12 noch die von IFN-y eindeutig im Vordergrund zu stehen scheint, ist im
Gesamtprofil dennoch eine deutliche Tu1-Gewichtung zu erkennen'®3. Diese
Kombination aus IL-12 und IFN-y wird auch bei nichtimmunen Individuen
wahrend des akuten Infektionsgeschehens beobachtet und als Teil der
angeborenen Infektabwehr ver-standen?''.

Die hier untersuchten Immunzellen nichtimmuner Neugeborener besitzen daher
ausreichend Reife, um dem Erreger eine adaquate Th1-Antwort gegen-
Uberstellen zu kdnnen. Dennoch scheint die Intensitat dieser Antwort bei beiden
Isolaten nicht einheitlich ausgebildet zu sein. Wahrend Isolat-1 die Bildung von
IFN-y in starkerem Male auszuldsen scheint, treibt Isolat-2 eher die IL-12-
Produktion der Zellen an. Isolat-1 scheint zudem starker auf die Ausschuttung
von IL-10 einzuwirken, wahrend lIsolat-2 diese Eigenschaft weniger zeigt.

Dennoch weist die positive Korrelation zwischen gebildetem IL-10 und IL-12
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bzw. IFN-y darauf hin, dass diese nichtimmunen Zellen — entsprechend dem

Immunsystem nichtimmuner Kinder — auf die simulierte Plasmodieninfektion mit
Verminderung der IL-12- bei gleichzeitiger Erhohung der IL-10-Aktivitat
reagieren?%8, Der Unterschied zur IS-Gruppe scheint daher nur zu sein, dass bei
der Th1-Antwort der Kl-Zellen das individuelle Gleichgewicht zwischen
fordernden und hemmenden Impulsen (Hemmung hoher IL-12-Spiegel durch
Anstiege des IL-10) viel starker zum Ausdruck kommt.212

Obwonhl Kinder, deren Immunsystem wahrend der Entwicklungsphase keinem
Kontakt mit Malariaantigenen ausgesetzt war, keine spezifisch auf
Plasmodienantigene ausgerichteten Abwehrmechanismen aufweisen, zeichnen
sie sich dennoch durch eine sonst unbeeintrachtigte Immunkompetenz aus. Die
gegenuber Plasmodien unerfahrenen Immunzellen scheinen dahin entwickelt
zu sein, nach Kontakt dem Erreger eine gegen ihn gerichtete unspezifische
Tru1-Reaktion entgegenstellen zu kdonnen. Diese Immunantwort unterscheidet
sich somit nicht grundlegend von Abwehrreaktionen, die bei nichtimmunen
Individuen zu erwarten waren. Dennoch haben diese Kinder den Vorteil, vor
schweren Krankheitsverlaufen wahrend der ersten Lebensmonate durch den
von der Mutter Ubertragenen humoralen Immunschutz geschutzt zu sein. lhr
Abwehrsystem kann sich somit im Verlauf der nachsten Monate bzw. Jahre,
ohne einer friheren Beeintrachtigung des Immunsystems ausgesetzt gewesen
zu sein, auf rezidivierende Infektionen mit Plasmodien einstellen. Dennoch kann
die Schwere des Erkrankungsbildes je nach Art des Gleichgewichts zwischen

pro- und antiinflammatorischen Komponenten unterschiedlich stark ausfallen.

CBMC, die noch gegen Ende der Schwangerschaft einer Infektion der Plazenta
ausgesetzt waren (IG), liefern fur die beiden Isolate Anstiege der IFN-y-
Konzentration. Dies unterstreicht den Tu1-Charakter der in diesen Zellen aus-
gelésten Immunreaktion. Allerdings zeigen diese Zellen auch starke Anstiege
bei IL-10, wahrend IL-12 nur minimal und eher ungleichmafig ausgeschuttet
wird. Zytokinuntersuchungen ohne vorherige Stimulation an CBMC zeigten
sogar, dass neonatale Zellen auf perinatal eingetretene intrauterine Infektionen

allgemein mit Anstiegen der IFN-y- und IL-4-Produktion reagieren'?.
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Einerseits fuhrt also der fehlende Reaktivierungscharakter dieser Stimulantien
bei diesen Zellen zu mangelnder IL-12-Bildung. Andererseits steht die gestei-
gerte IL-10-Antwort fur den Versuch, die Ausbildung einer zu starken Tn1-
Reaktion effektiv hemmen zu wollen. Dieses zweideutige Antwortprofil reflektiert
die intrauterine Pragung des Immunsystems mit Hemmung der Tn1-
Differenzierung'®'. In utero standen die CBMC unter dem Einfluss des
plazentaren Immunmilieus, das darauf bedacht war, zum Schutze des Foétus
und zum Erhalt der Schwangerschaft jede uiberschiessende Tu1-Aktivitat zu
unterdriicken. Wahrend des akuten Infektionsgeschehens an der Plazenta-
schranke, hatten die CBMC ihren ersten Kontakt mit Plasmodienantigenen und
wurden durch die entzindungshemmende Umgebung dahin gepragt, starke
Trn1-gewichtete Immunreaktionen zu unterdrucken. Dieses Verhalten lasst sich
auch bei anderen Antigenen bzw. Allergenen, die diaplazentar auf das Unge-
borene Ubertragbar sind, nachweisen'68. Studien haben ergeben, dass dieses
Entzindungsbild (Vorherrschen einer antiinflammatorischen Immunantwort mit

gesteigerter IFN-y-Konzentrationen und unterdrtickter IL-12-Bildung) zusammen

mit der Ausbildung schwerer Malariasymptome (Hyperparasitamie, zerebrale
Malaria, fataler Krankheitsausgang) einhergeht'36.213.214,

Es ist deshalb anzunehmen, dass diese Neugeborenen noch wahrend der
nachsten Lebensjahre im Falle einer erneuten Malariaerkrankung diesen Fol-
gen der antiinflammatorischen Immunabwehr ausgesetzt sein werden'®. Da-
durch erklart sich das Auftreten schwerer Malariaformen bei Neugeborenen, die
in der spaten Schwangerschaftsphase einer Infektion der Mutter ausgesetzt
waren, weil diese Kinder bis zur vollstandigen Ausreifung ihres Immunsystems
Plasmodieninfektionen mit unterdrickten Tn1-Mechanismen begegnen. Die
Pragung der Immunzellen am Ende der Schwangerschaft mit dem Ziel, das
Ungeborene zu schutzen, erhoht bei diesen Kindern postnatal das Erkran-
kungsrisiko fur Malaria sowie die Ausbildung einer schweren Krankheitssymp-
tomatik%7.

Zusatzlich wird bei diesen Foten beobachtet, dass Anstiege in der IL-10-Bildung
gegen Ende der Schwangerschaft in engem Zusammenhang mit dem Auftreten

von Frihgeburten stehen?'S. Dadurch kann eine intrauterine Malariainfektion
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auch uber immunologische Vorgange nachhaltig Einfluss auf die Schwanger-

schaftsdauer ausiben.
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5. Zusammenfassung

Zusammenfassend kann eine klare Beeinflussung des neonatalen
Immunhaushaltes durch akute Infektionen der Plazenta mit P. falciparum fest-
gestellt werden. Je nach zeitlichem Auftreten einer solchen Infektion wahrend
des Schwangerschaftsverlaufes zeigen sich unterschiedliche Auswirkungen auf
das kindliche Immunsystem.

Ein plazentarer Plasmodienbefall mit ausreichend zeitlichem Abstand zum
Entbindungstermin birgt hinsichtlich des immunologischen Aspekts Vorteile fur
das Neugeborene nach Geburt. Das kindliche Immunsystem scheint bereits in
der frGhen Schwangerschaft in der Lage zu sein, Gedachtnisfunktionen
auszubilden, die bei spaterer Neuinfektion effektiv reaktiviert werden koénnen.
Dies beeinflusst in starkem Male die Differenzierung neonataler T-
Lymphozyten zum Tun1-Typ, was bei Neugeborenen und Kleinkindern
ausschlaggebend hinsichtlich dem Schutz gegenuber Infektionskrankheiten ist.
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise auf die Ausbildung
malariaspezifischer Gedachtnisfunktionen in utero. Starkeres Antwortverhalten

insbesondere fur IL-12 und IFN-y bei Neugeborenen deren Mutter wahrend der

Schwangerschaft eine Malariainfektion durchliefen, lasst sich eindeutig auf eine
Auseinandersetzung des fotalen Immunsystems mit diaplazentar Ubertragenen
P. falciparum-Antigenen zurtckflhren. Dieser Schutz aulert sich unter anderem
in einer gesenkten Anfalligkeit gegenuber schweren symptomatischen Verlaufen
spaterer Malariaerkrankungen im Kleinkindesalter.

Tritt die Auseinandersetzung des Immunsystems mit einer plazentaren P.
falciparum-Infektion allerdings erst in einem weiter fortgeschrittenen Stadium
der Schwangerschaft auf, scheint die kindliche Immunabwehr in ihrem
Antwortverhalten durch das dominante Immunmilieu der Plazenta zu stark
beeinflusst zu werden. Um Schwangerschaft gefahrdende Mechanismen zu
unterdrucken, werden auch die kindlichen T-Lymphozyten dahin gepragt, keine
proinflammatorischen Immunreaktionen auszubilden, sondern diese vielmehr
durch aktive Steigerung des Th2-Typs zu unterbinden. Dies verhindert die

Ausbildung effektiver immunologischer Gedachtnisfunktionen und veranlasst
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den kindlichen Organismus auch noch nach Geburt proinflammatorische
Antwortverhalten durch eine gesteigerte IL-10-Produktion zu unterdrucken. Die
primar beabsichtigte Unterbindung einer vorzeitigen Schwangerschaftsbeen-
digung wird dadurch allerdings durch das Auftreten gesteigerter IL-10-
Konzentrationen, sowie durch direkte Auswirkungen der unkontrollierbaren
Plasmodienausbreitung innerhalb der Plazenta in eine Zunahme der Fruhge-
burtlichkeit umgekehrt.

Mit dieser Arbeit konnte zudem aber auch gezeigt werden, dass Neugeborene,
die wahrend der Schwangerschaft keiner Plasmodieninfektion ausgesetzt
waren, einen nur unvollstandigen effektiven Immunschutz gegenuber postna-
talen Malariainfektionen besitzen. lhr Immunsystem hangt dadurch in viel
starkerem Masse als bei Kindern mit bereits entwickelter immunologischer
Gedachtnisfunktion gegenuber P falciparum vom Nestschutz mutterlicher
Immunglobuline ab.

Prospektive Studien bei Kleinkindern in der der Geburt folgenden Lebensphase
kdnnten deshalb weiterhin hilfreiche Informationen Uber das Ausmaly des
Effektes intrauterin erworbener immunologischer Gedachtnisfunktionen
Neugeborener liefern. Somit kdnnte untersucht werden, ob es sich bei der
Reaktivierung einer Immunantwort nur um eine kurzfristige und damit
unzulangliche Anpassung des kindlichen Immunsystems an intrauterine
Vorgange handelt, oder ob sich die spezifische Tn1-Verlagerung etwa
langerfristig auf die ersten Lebensmonate erstreckt. Diese friihe Ausbildung
spezifischer Gedachtnisfunktionen hatte somit namlich auch Auswirkungen auf
das Verhalten des kindlichen Immunsystems gegenuber anderen intrazellularen
Krankheitserregern und daruber hinaus auch auf verschiedenste im frihen
Kindesalter einsetzbare Impfvakzine, sowie auf den Versuch, diese bereits

pranatal dem fétalen Immunsystem prasentieren zu kénnen.
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6. Verwendete Materialien

Die Analysen und Laborarbeiten zu dieser Arbeit wurden im Forschungslabor
des Albert-Schweitzer-Hospitals in Lambaréné, Gabun, durchgefihrt.

Alle verwendeten Materialien und Reagenzien wurden den Herstellerangaben
entsprechend transportiert (bei Bedarf in Kihlboxen bzw. auf Trockeneis) und
entsprechend gelagert (je nach Bedarf bei Raumtemperatur, im Kuhlschrank
bzw. in der Tiefkuhltruhe).

Gewinnung der Blutproben und Bestimmung der Parasitamie:

Heparin Monovetten® (9 ml) Sarstedt, Deutschland
Kanulen (20G, 21G) Sarstedt, Deutschland
Butterfly-Kanulen (21G), Adapter R. Langenbrinck, Deutschland
Objekttrager Sigma Diagnostics, USA
Giemsa-Farbeldsung Merck, Deutschland
Titrisolphosphatpuffer (pH 7,2) Roth, Deutschland
Einkanal-Pipetten Sarstedt, Deutschland
Pipettenspitzen (gelb, blau) Zeiss, Deutschland
Lichtmikroskop Safeskin, Deutschland

Latex-Untersuchungshandschuhe

Sarstedt, Deutschland
Gewinnung der CBMC:

Serologische Pipetten (5ml,10ml,25ml)

Automatische Pipettierhilfe Sarstedt, Deutschland
LeucoSep®-Réhrchen (15ml, 50ml) Sarstedt, Deutschland
Ficoll-Paque™ Greiner, Deutschland
PBS (Phosphate Buffered Saline) Amersham Biosciences, Deutschland
Sterilfilter Sigma-Aldrich, Deutschland
Zentrifugationsrohrchen (15ml, 50ml) Milipore, Frankreich
Sterile Arbeitsbank Falcon, USA
Zentrifuge Heraeus

Beckmann
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Bestimmung der Zellzahl:
RPMI-1640-Medium
HEPES-Puffer

Humanes AB-Serum
L-Glutamin (200mM)
Gentamycinlésung (10mg/ml)

Neubauer-Zahlkammer
Tark-Farbelésung
Sigma-Aldrich, Deutschland

Zellkultivation und Stimulation:

Sterile Costar-96-Loch-Zellkulturplatte
mit Rundbdden

PHA (5ng/ml)

PPD

Multikanalpipette

Tiefklhltruhe (-80 °C)

ELISA:

Mikrotiter Immunoassay-Platten
ELISA-Kit Flexia™ (IL-10, IL-12p40,
IFN-y)

BSA (Bovine Serum Albumine)
Tween 20-Puffer

TMB (Tetramethyl-Benzidin)-
Peroxidase-Substratlésung
Phosphorséaure

ELISA-Reader Mikrotek MPP 4008

Sigma-Aldrich, Deutschland
PAA, Deutschland

GIBCO. Deutschland
GIBCO, Deutschland
Hoechst, Deutschland
Merck, Deutschland

Integra Biosciences

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Eppendorf

Revco

Dynex-Technologies
Biosource

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Biosource

Merck, Deutschland
Dunn
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