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1 EINLEITUNG

1.1 Anamie

1.1.1 Allgemeine Einfihrung mit Entstehung, Definition und Klinik

Der Abbau von Erythrozyten (RBC, engl. red blood cells) nach durchschnittlich
120 Tagen durch Zellen des mononuklearen, phagozytaren Systems (MPS),
genannt Erythrophagozytose (EPZ), ist ein physiologischer Vorgang, durch den
altere oder veranderte RBC aus dem Blutkreislauf entfernt werden. Gleichzeitig
kommt es im Knochenmark zur standigen Erythropoese (Neubildung von RBC
im Knochenmark, EP), so dass im Korper ein dynamisches Gleichgewicht aus
EP und EPZ besteht.

Eine Anémie ist die Folge des Ungleichgewichtes zwischen Synthese und Ver-
lust von roten Blutkérperchen. Sie ist definiert als Verminderung der
Erythrozytenzahl, der Hamoglobinkonzentration (Hb) und/oder des Hamatokrits
(Hkt) unter die altersentsprechenden und geschlechtsspezifischen Referenz-
werte (1).

Die Anamien lassen sich nach Grél3e in mikro-, normo- und makrozytar, sowie
nach Hamoglobingehalt in hypo-, normo- und makrochrom unterteilen.

Klinische Zeichen einer Anémie sind unter anderem: Blasse von Haut, Schleim-
hauten, Nagelbett und Konjunktiven, Mudigkeit, Dyspnoe, Tachykardie, Schwit-

zen, Kopfschmerzen, Ohrensausen und Schwindel.

1.1.2 Ursachen der Anamie

Neben dem Eisenmangel als weltweit haufigste Ursache der Anamie, der in
Entwicklungslandern meist im Rahmen von Fehlernédhrung auftritt (2), fihren
folgende grundlegende Mechanismen zur Ausbildung einer Anéamie:
1. Andmien verursacht durch Blutverlust (u.a. traumatisch, Tumorblu-
tung)
2. Anamien infolge verminderter oder ineffektiver EP

3. Anéamien durch eine verkirzte Lebenszeit der RBC (Hamolyse)



1.1.3 Hamolyse

Hamolyse ist ein etwas irrefuhrender Begriff, da er oft synonym mit der direkten
Zellyse innerhalb der Blutbahn verwendet wird. Als Hamolyse bezeichnet man
allgemein den vorzeitigen Verlust von RBC und damit eine Verkirzung ihrer
physiologischen Lebensdauer von 120 Tagen.

Zur besseren Differenzierung lasst sich die Hamolyse in eine intravasale und
eine extravasale Form einteilen. Bei der extravasalen Form der Hamolyse han-
delt es sich um EPZ, d.h. die RBC werden von Zellen des MPS vorwiegend in
Milz und Leber abgebaut.

Bei der selteneren intravasalen Hamolyse kommt es zu einer direkten Destruk-
tion der Zellmembran von RBC innerhalb der Blutbahn. Sie wird meist durch die
Aktivierung der terminalen Komplementfaktoren (C5b-9) in Gang gesetzt, aus-
gel6st z.B. durch Autoantikérper gegen RBC im Rahmen von Tumorerkrankun-
gen, Virusinfektionen oder Medikamentengabe (3).

Auch wahrend einer Malariainfektion kommt es nach erfolgter intrazellularer
Reifung des Parasiten zu einer Ruptur des Erythrozyten und damit zur
intravasalen Hamolyse. Typische laborchemische Zeichen jeder Form der Ha-
molyse sind ein Anstieg des indirekten Bilirubins und der Laktatdehydrogenase
(LDH). Die intravasale Hamolyse ist zusatzlich gekennzeichnet durch den An-
stieg von freiem Hamoglobin und einem Abfall des Haptoglobins im Serum. Bei
Haptoglobin handelt es sich um ein in der Leber gebildetes Glykoprotein, wel-
ches im Serum dazu dient, freies Hamoglobin abzufangen. Die entstehenden
Komplexe werden dem MPS zugefihrt. Da diese nicht nierengéngig sind, wird
ein renaler Eisenverlust verhindert und die Nieren werden vor einer toxischen

Schéadigung durch freies Hamoglobin geschiitzt.

Beispiele fur klinisch relevante Andmien, deren Entstehung u.a. auf einen er-
hohten Verlust von RBC zurlickgefuhrt wird, sind:
- Malariaanamie (4,5)
- Anamien verursacht durch genetische Defekte der RBC: Sichelzell-
anamie (6) Thalassamien (7), Spharozytose (8), G6PD-Mangel (9)
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- Anéamien bedingt durch Autoantikérper: primar ohne erkennbare Ur-
sache oder sekundar bei Grunderkrankungen wie z.B. Lupus
erythematodes (10)

- Tumoranamien, z.B. bei malignen Lymphomen (11)

- Ané@mien durch virale Infektionen, z.B. Epstein-Barr Virus (12) und
Parvovirus B19 (13)

- chronische Entzindungsanamie (ACD, engl. anemia of chronic dis-
ease) (14)

Bei vielen der hier aufgefiihrten Krankheitsbilder, so auch bei der Malariaana-
mie, ist jedoch weiterhin unklar, welche Anteile der extravasalen und der

intravasalen Hamolyse zur Entstehung beitragen.

1.1.4 Andmiediagnostik

Zur Basisdiagnostik der Anamie gehort ein grof3es und ein kleines Blutbild, da-
von sind besonders Hb, Hkt, mittleres korpuskulares Volumen (MCV) und
Retikulozytenzahl (Anzahl noch nicht ausgereifter Vorlauferzellen der RBC im
peripheren Blut) von Bedeutung, sowie ergdnzend ein Blutausstrich zur Beurtei-
lung der Zellmorphologie. Die spezielle Diagnostik beinhaltet die Bestimmung
von Eisen, Ferritin, Transferrin, Vitamin B12, Folsaure, LDH und indirektem Bili-
rubin.

Zur Bestimmung der hamatopoetischen Aktivitdt des Knochenmarks stehen
verschiedene direkte und indirekte Messmethoden zur Verfigung. Die Messung
des Hormons Erythropoetin (EPO) kann eine inadaquate Stimulation der EP
durch insuffiziente renale EPO-Produktion als Ursache fur eine Blutbildungssto-
rung ausschlie3en (15). Gebrauchliche Parameter zur Beurteilung der EP sind
Retikulozytenanteil, l6slicher Transferrin Rezeptor (STfR) und Erythrozyten-
Verteilungsweite (RDW) (16). Insbesondere sTfR dient als sensitiver Parameter
zur Erfassung der frihen EP (17), noch bevor ein messbarer Anstieg der
Retikulozyten vorliegt. Zudem wird sTfR nicht durch das Vorliegen einer Ent-
zindung beeinflusst und eignet sich folglich auch zur Diagnostik von Anémien,

die in Zusammenhang mit entztindlichen Prozessen stehen. Als direkte Metho-
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de kann die Knochenmarkbiopsie Aufschluss Uber morphologische und quanti-
tative Verdnderungen der EP geben (18). Immunologische Verfahren wie die
Durchflusszytometrie eignen sich zur genauen Quantifizierung bestimmter Zell-
reihen im Knochenmark (19).

Bei Verdacht auf eine hamolytische Anamie erfolgt zuséatzlich die Bestimmung
von Haptoglobin sowie ein Autoantikdrper-Suchtest (direkter und indirekter
Coombs-Test).

Die intravasale Hamolyse lasst sich durch die Serummarker LDH, indirektes
Bilirubin, freies Hamoglobin und Haptoglobin abschatzen (20).

Die Messung der EPZ hingegen stellt sich als schwierig dar und es mangelt
bisher an standardisierten Verfahren, welche sich dazu eignen die EPZ quanti-

tativ zu erfassen.

1.2. Malaria tropica

1.2.1 Epidemiologie

Die durch eine Infektion mit Plasmodium falciparum (Erreger der Malaria
tropica, Pf) weltweit verursachten Todesfélle werden in den Statistiken der
WHO (Weltgesundheitsorganisation, engl. World Health Organization) fur das
Jahr 2010 mit circa 655 000 angegeben, 86 % der Opfer waren Kinder unter
funf Jahren (21). In einer weiteren epidemiologischen Studie zur Mortalitat bei
Malaria von Murray et al. werden die weltweiten Todesfalle fir 2010 mit circa
1,1 Millionen noch héher angegeben als in dem neuesten WHO-Bericht (22).
Aus beiden Statistiken geht gleichermal3en hervor, dass rund 90% aller Todes-
falle in Afrika sudlich der Sahara auftraten. Zudem konnte in den letzten Jahren
ein signifikanter Rickgang der Mortalitat beobachtet werden (21, 22). Die ge-
nauen Ursachen fur die Reduktion der Sterbefdlle sind nicht bekannt. Man
nimmt jedoch an, dass die durch internationale Geldgeber unterstitzten Projek-
te zur Bekampfung von Infektionskrankheiten in der Dritten Welt (u.a. flachen-
deckende Verteilung von Moskitonetzen, Absenkung der Malariamedikamen-

tenpreise) ihren Teil dazu beigetragen haben (22).

12



Letale Komplikationen betreffen deshalb vorwiegend Kinder, da Menschen in
endemischen Gebieten nach mehrmaliger Infektion mit dem Parasit eine Semi-
Immunitét entwickelt haben, die vor schweren Verlaufsformen schitzt. Schwan-
gere und Personen, die langere Zeit nicht exponiert sind, verlieren zum grof3en
Teil ihre erworbene Immunitat und sind ebenfalls gefahrdet, eine schwere Ver-
laufsform zu entwickeln (23).

Nach den hier aufgefihrten Statistiken tragt die Malaria tropica, neben chroni-
scher Mangelernahrung und weiteren haufigen Infektionen wie Pneumonie und
Diarrhte, wesentlich zur hohen Kindersterblichkeit im tropischen Afrika bei (24,
25).

1.2.2 Infektionsweg

Malaria tropica wird verursacht durch einen Parasiten vom Genus Plasmodium.
Uber den Stich der weiblichen Anopheles-Miicke wahrend der Blutmabhlzeit ge-
langen die motilen Formen der Parasiten, die Sporozoiten, aus der Speichel-
drise der Micke in den menschlichen Wirtsorganismus, wo sie Uber die Blut-
bahn die Parenchymzellen der Leber befallen. Dort beginnt das Stadium der
asexuellen Vermehrung (intrahepatische Schizogonie). Nach Ende der Reifung,
bei der aus einem Sporozoit circa 30 000 sogenannte Merozoiten entstehen
kénnen, kommt es zu einer Ruptur der Leberzelle und die Parasiten gelangen
erneut in die Blutbahn. Dort dringen sie rasch Uber spezifische Oberflachenre-
zeptoren in die RBC ein und werden zu Trophozoiten. Durch die charakteristi-
schen Ringformen der Parasiten innerhalb der RBC kann nun eine Pf-Infektion
mikroskopisch nachgewiesen werden. Nach der Invasion in einen Erythrozyten
dienen dem Parasit intrazellulare Proteine als Nahrungsquelle, insbesondere
Hamoglobin. Das bei dem Stoffwechsel entstehende, potentiell toxische Ham
wird zu Hamozoin kristallisiert. Im Rahmen des Reifungsprozesses kommt es
auch zu einer Veranderung der Oberflachenmembran der RBC.

Der Parasit wird gegen Ende des circa 48-stiindigen Zyklus als Schizont be-
zeichnet (erythrozytische Schizogonie). Er hat nun fast das ganze Hamoglobin
der Zelle aufgebraucht und es haben mehrere Kernteilungen stattgefunden. Es

kommt zu einer Ruptur des Erythrozyten, durch die wiederum 6-30 Merozoiten
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in die freie Blutbahn entlassen werden. Sobald die Parasitamie eine bestimmte
Konzentration im Blut erreicht hat, treten die ersten klinischen Symptome auf.
Die Spannbreite der Parasitendichte, bei der es zur klinischen Symptomatik
kommt, ist mit 20—20 000 Parasiten pro pl Blut sehr gro3 und hangt auch we-
sentlich von der jeweiligen Immunitat des Patienten gegen Pf ab.

Neben der durch Pf verursachten Malaria tropica gibt es weitere human-
pathogene Arten. Plasmodium vivax und ovale sind verantwortlich fir die Mala-
ria tertiana, Plasmodium malariae fur die Malaria quartana. Schwere akute Ver-
laufe sind jedoch bei Infektionen dieser Typen sehr selten. Bei Infektionen mit
Plasmodium vivax und ovale beginnt ein Teil der intrahepatischen Formen nicht
direkt mit der Vermehrung, sondern verbleibt dort fir Monate bis Jahre in einer
Ruhephase. Die als Hypnozoiten bezeichneten Formen des Parasiten sind die
Ursache fir die typischen Ruckfalle bei einer Infektion mit Plasmodium vivax
und ovale (26).

In den letzten Jahren konnte mit Plasmodium knowlesi eine weitere human-
pathogene Art im asiatischen Raum nachgewiesen werden. Die Infektion kann

ahnlich schwer verlaufen wie bei Pf (27).

1.2.3 Schwere Malariaanamie (SMA)

1.2.3.1 Allgemeine Einfuhrung und Definition

Eine schwere Anamie (SA) kann zu einem Herz-Kreislaufversagen und in des-
sen Folge zum Tode fuhren. Die SA genau an Hand von Messgrof3en zu defi-
nieren, fallt schwer. Die gebrauchlichste Definition wurde von der WHO formu-
liert, die eine SA als Hb < 7 g/dI festgelegt hat (28). Es hat sich jedoch gezeigt,
dass bei afrikanischen Kindern ein Hb-Wert < 5 g/dl am besten mit dem klini-
schen Bild der SA korreliert (29). Neben dem Hb-Wert spielen das Alter des
Patienten sowie die Tatsache, ob es sich um eine eher chronische oder akute
Verlaufsform handelt, eine wichtige Rolle fir die Prognose.

Die durch Pf verursachte SMA ist von einer Arbeitsgruppe der WHO definiert
durch ein Hb-Wert < 5 g/dl bei gleichzeitiger Parasitamie von > 1 000 Parasi-
ten/pl im peripheren Blut. Durch eine effektive medikamentése Therapie gegen

Pf kommt es auch zu einer Besserung der SMA. Eine Zweiterkrankung, die fur
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die Anémie ursachlich sein kénnte, muss dabei ebenfalls ausgeschlossen wer-
den (30).

Die SMA ist eine haufig vorkommende schwere Komplikation im Rahmen einer
Pf-Infektion und betrifft vor allem Kleinkinder in Gebieten mit hohen Ubertra-
gungsraten (31,32). Im Rahmen einer grol3 angelegten epidemiologischen Stu-
die (SMAC-Studie, engl. severe malaria in african children), bei der die klini-
schen und laborchemischen Daten aller hospitalisierten Kinder mit Pf-Infektion
aus funf Zentren in malariaendemischen Gebieten Afrikas erfasst wurden, wie-
sen im Jahre 2003 21% der Kinder eine SMA auf (33). Das Risiko, an den Fol-
gen der SMA zu versterben, wird auf rund 12 % geschatzt (34).

1.2.3.2 Atiologie

Ahnlich wie in der Forschung zur zerebralen Malaria, wo die Adhasion parasi-
tierter RBC an Endothelzellen in den Geféal3en der Mikrozirkulation als ein wich-
tiger Pathomechanismus bei der Entstehung vermutet wird (35), konnten auch
die genauen Pathomechanismen der SMA noch nicht vollstandig geklart wer-
den. Man geht heute von einer multifaktoriellen Genese aus, bei der drei we-
sentliche Mechanismen eine Rolle spielen (36). Dazu zahlen, neben dem Ver-
lust von infizierten und nicht-infizierten RBC durch direkte Lyse und EPZ, (4, 5)
eine beeintrachtigte Neubildung der RBC im Knochenmark. Es wird dabei an-
genommen, dass ein Ungleichgewicht pro- und anti-inflammatorischer Zytokine
(u.a. IL10, TNF-a) und weitere pro-inflammatorische Mediatoren, wie z. B. das
beim Abbau von Hamoglobin durch den Parasiten erstandene Hamozoin, zu
einer Dyserythropoese und Supprimierung der Erythropoese im Rahmen einer
Pf-Infektion fihren (37-39).

Die spannende Frage, wie hoch jedoch der jeweilige Beitrag an der Entstehung
der SMA ist, konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden, u.a. auch weil bis-

her standardisierte Methoden zur quantitativen Messung der EPZ fehlten.
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Knochen-
mark

Pooling

Abb. 1: Verschiedene Pathomechanismen, die zur Entstehung der SMA beitragen: St6-
rung der EP, intravasale Lyse von mit Parasiten befallenen RBC, Pooling (Ansammlung) von
befallenen und gesunden RBC in der Milz und deren Abbau durch Makrophagen (EPZ).

1.2.3.3 Therapie

Die einzige Behandlung der SMA besteht bis heute, neben einer effektiven
Chemotherapie der Pf-Infektion, in der Gabe von Blutkonserven nach strenger
Indikationsstellung (40).

In den Industrienationen stellt die Gabe einer Bluttransfusion ein relativ risiko-
armes Verfahren dar. Dies beruht im Wesentlichen auf den strengen behordli-
chen Kontrollvorschriften fir die Spenderauswahl, der Lagerung und der Aufbe-
reitung der Konserven. Die drei grof3ten Risiken fur den Empfanger einer Blut-
transfusion bestehen, erstens in einer Volumentberlastung (1:100 — 1:1 000),
insbesondere fir Kleinkinder und altere Menschen, zweitens in einer bakteriel-
len Kontamination (1:10 000 - 1:100 000) und der damit verbundenen Gefahr
einer Sepsis und drittens in einer Fehltransfusion durch Verwechslung innerhalb
der Blutgruppensysteme (1:1 000 — 1:10 000) (41).

Die Gefahr einer Virus-Infektion konnte dagegen in den letzten Jahren minimiert
werden. Mit Hilfe moderner Labortests kdnnen auch Antikérper-negative Spen-
der mittels direktem Antigen-Nachweis detektiert werden, so dass die aktuelle

W ahrscheinlichkeit fiir eine Ubertragung von HIV, Hepatitis B und C auf zu-
sammen < 1:1 000 000 beziffert wird (42).
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Wahrend, aufgrund der erwahnten hohen Standards, eine Bluttransfusion in
den Industrienationen meist unproblematisch verlauft, ist diese Mal3nahme in
den Entwicklungslandern mit einer hohen Ubertragungswahrscheinlichkeit von
Infektionskrankheiten, insbesondere Hepatitis B, Hepatitis C und HIV (43) asso-
ziiert. Allein das Risiko einer HIV-Infektion wird auf 0,7 % pro erfolgte Bluttrans-
fusion geschatzt (34). Ursache ist hier vor allem das Fehlen moderner und
gleichzeitig teurer Testverfahren wie dem direkten Virus-Nachweis mittels PCR.
Ein weiteres Problem ist, dass die Blutkonserven in den peripheren Kranken-
hausern der Dritten Welt haufig nur inadaquat gelagert werden kénnen. Auf-
grund von haufigen Stromausfallen sind Unterbrechungen der Kuhlkette an der
Tagesordnung. Somit erhéht sich auch die Gefahr einer Vermehrung von Bak-
terien und damit die Haufigkeit einer transfusionsbedingten Sepsis. Kurzum
kann man sagen, dass die Bluttransfusion in Entwicklungslandern ein sehr ris-
kantes Verfahren darstellt und somit alternative Methoden zur Behandlung der

SMA wilinschenswert wéaren.

1.3 Monozyten

1.3.1 Definition

Monozyten sind im Blut zirkulierende, zur Phagozytose fahige Zellen des Im-
munsystems und die Vorlaufer der gewebsstandigen Makrophagen. Monozyten
und gewebsstandige Makrophagen bilden zusammen das MPS (44). Sie ma-
chen 3-10 % der Gesamtpopulation der Leukozyten aus und zirkulieren circa 8-
72 h in der Blutbahn (45) bevor sie ins Gewebe auswandern und sich zu ge-

websspezifischen Makrophagen ausdifferenzieren (46).

1.3.2 Bildung

Im Knochenmark differenzieren sich aus myeloischen Vorlauferzellen die
Monozyten und die Granulozyten, die eine weitere Population zur Phagozytose
fahiger Zellen darstellen. Im Laufe der Monozytopoese entwickeln sie sich unter

dem Einfluss der spezifischen Wachstumsfaktoren GM-CSF (engl. granulocyte
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macrophage colony-stimulating factor) und M-CSF (engl. macrophage colony-
stimulating factor) zu reifen Monozyten, welche vom Knochenmark ins Blut ge-

langen (47).

1.3.3 Funktion

Monozyten und Makrophagen sind ein wichtiger Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr. Zu ihren Aufgaben gehort es, Antigene zu phagozytieren und
diese den T-Lymphozyten zu prasentieren (48,49).

Die mononukleadren Zellen kénnen nach Antigenaufnahme durch Synthese und
Sekretion von inflammatorischen Mediatoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-
a) oder Interleukin 8 (IL-8) eine Immunreaktion auslosen. Dies fuhrt dann auch
zu einer Erhohung der Rezeptoren auf der Monozytenoberflache, wodurch wie-
derum deren Phagozytosefahigkeit gesteigert wird (50).

Wichtige Rezeptoren auf der Oberflache zur Aufnahme von Partikeln sind der
Fc-Rezeptor fur Immunglobulin G (IgG) und der Komplementrezeptor 1 (CR1)
far den Komplementfaktor 3b (C3b).

Da Monozyten besonders dafiir geeignet sind, grol3e Partikel wie RBC mit ei-
nem Zelldurchmesser von circa 7,5 pum aufzunehmen, spielen sie fur die Im-
munabwehr der Pf-Infektion eine wichtige Rolle. Sie erkennen und
phagozytieren nicht nur den Parasit im Blut, sondern auch bereits infizierte
RBC.

1.3.4 Zellmorphologie und Oberflachenmarker CD14

Durch ihre Morphologie lassen sich Monozyten mikroskopisch gut von den an-
deren Blutzellen differenzieren. Mit einem Durchmesser von circa 15 pm sind
sie die grofiten Zellen im peripheren Blut. Ihr Zellkern ist nierenférmig, etwas
dezentral gelegen und nimmt gut die Hélfte des Zellvolumens ein.

Auf der Zelloberflache befindet sich in hoher Anzahl das Antigen CD14 (CD =
Gruppen immunphéanotypischer Oberflachenmerkmale, engl. cluster of differen-
tiation), ein Molekul, welches mit weiteren Rezeptoren (u.a. Toll-like receptor 4)
Teil eines Komplexes zur Bindung von Lipopolysaccharid (LPS) darstellt (51).

LPS ist ein Membranbestandteil gramnegativer Bakterien, durch seine Bindung
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an den Rezeptorkomplex wird eine starke Immunantwort hervorgerufen. CD14
wird in geringen Mengen auch auf neutrophilen Granulozyten exprimiert. Die
Konzentration ist jedoch auf Monozyten und Makrophagen um ein Vielfaches
hoher, so dass dieser Marker charakteristisch fur diese Zellpopulation ist. Um
Monozyten von anderen Zellen des peripheren Blutes zu trennen, wird diese

Eigenschaft in immunologischen Verfahren genutzt.

1.4 Erythrophagozytose (EPZ)

1.4.1 Physiologischer Mechanismus der EPZ

RBC haben eine Lebenszeit von circa 120 Tagen an deren Ende sie vom MPS
abgebaut werden (52). Alte RBC verlieren am Ende der Lebensspanne die phy-
siologische Funktion und es kommt zu Veranderungen ihrer physikalischen und
chemischen Eigenschaften (53). Die Veranderungen dricken sich auf der Zell-
oberflache aus und unser Immunsystem besitzt die Fahigkeit, alte und gescha-
digte RBC zu erkennen und zu eliminieren (54).

Altere RBC weisen eine hohere Zelldichte als junge auf (55) und lassen sich
somit durch Dichtegradientenzentrifugation separieren. Bei Untersuchungen
lieRen sich auf den alteren Zellen erhéhte Ablagerung von 1gG (56-58) und C3b
(59, 60) nachweisen. Es wird angenommen, dass die Ablagerungen zum gro-
Ben Teil aus einer Modifikation des Transmembran-Moleklls Bande-3-Protein
resultieren, welches Bikarbonat (HCO3') im Austausch gegen Chlorid-lonen (CI)
durch die Membran transportiert (61). Diese Modifikationen sind vermutlich Fol-
ge des oxidativen Stresses durch freie Sauerstoffradikale und Stoffwechselpro-
dukte, denen die RBC permanent ausgesetzt sind (62-65). Dies fuhrt dann zu
einer Ablagerung von zirkulierenden Bande-3-Protein-Antikdrpern (Ak), welche
modifizierte und aggregierte Bande-3-Proteine binden sowie zu einer vermehr-
ten Ablagerung von C3b und IgG, die wiederum an den Makrophagen-Rezeptor
CR1 und CD35 (66) binden und die Phagozytose einleiten (67, 68). 1gG und
C3b dienen dabei als Opsonine. Darunter versteht man im Serum vorkommen-

de Stoffe, die durch Anlagerung an kdrpereigene Zellen oder kérperfremdes
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Material (z.B. Bakterien, Pilze) deren Phagozytose durch Neutrophile, Monozy-
ten und Makrophagen begunstigen.

Neben der Modifikation von Bande-3-Protein als Schliussel zur Einleitung der
EPZ, werden in der aktuellen Literatur weitere Modelle wie die Rolle der Abla-
gerung von Phosphatdylsiderin (PS) und die Erkennung durch einen
Scavenger-Rezeptor des Phagozyten diskutiert, die alternativ oder parallel dazu
ablaufen kénnen (69, 62, 70).

Erythrozytenmembran

Bande-3-Protein

Komplementfaktor

FcR

CR1

Monozytenmembran

Abb. 2: Rezeptor-vermittelte Mechanismen zur Einleitung der EPZ von RBC durch Mono-
zyten: auf der Zellmembran des Monozyten befinden sich fiir die Phagozytose wichtige Rezep-
toren insbesondere der Fc-Rezeptor fir Bande-3-Protein-AK und CR1 fir Komplementfaktor.
Komplementfaktor und IgG befinden sich als Opsonine angelagert auf der Zelloberflache des
Erythrozyten. Man nimmt an, dass die Phagozytose wesentlich durch eine Modifikation von
Bande-3-Protein auf der Erythrozytenmembran initiiert wird.

1.4.2 Rolle der EPZ bei Malariainfektion

Bei verschiedenen Krankheitsbildern, wie auch im Rahmen einer Infektion mit
Pf, ist die Lebenszeit der RBC verkirzt (5).
Wahrend einer Malariainfektion kénnen infizierte Zellen durch das Immunsys-

tem erkannt und mittels Phagozytose aus der Blutbahn entfernt werden (71).
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Dieser Effekt scheint gerade bei semi-immunen Personen in malariaendemi-
schen Gebieten besonders ausgepragt zu sein (72). Die Clearence von parasi-
tierten RBC (Entfernung aus der Blutstrombahn) ahnelt der von alten RBC, wo-
bei infizierte RBC durch eine Veranderung der Zellmembran von Phagozyten
erkannt und abgebaut werden kénnen (4, 73). Neben malariaspezifischem Anti-
gen (PfEMP-1), lieRen sich auch Komplementfaktor (C) und IgG vermehrt auf
der Oberflache nachweisen (71).

Nach heutigen Erkenntnissen scheinen auch freie Sauerstoffradikale, die bei
der Verstoffwechselung von Hamoglobin durch Pf entstehen (74) und durch ihre
Wirkung zu einer erhohten Verdichtung von Bande-3-Protein auf der
Erythrozytenmembran fiihren, eine Rolle bei der Clearence des Parasiten zu
spielen (75-77).

Wie jedoch bereits im Zusammenhang mit der Atiologie der SMA erwéhnt,
konnte auch ein verstarkter Abbau von nicht-infizierten RBC im Rahmen einer

Pf Infektion nachgewiesen werden (5).

Oxidativer Stress Komplementaktivierung

£
J | ‘ 0é>:_ Antikorper gerichtet
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. Erythrophagozytose
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Abb. 3: EPZ im Rahmen einer Infektion mit Pf: verschiedene Mechanismen fuhren zur Pha-
gozytose von parasitierten und nicht-parasitierten RBC. Bei der Phagozytose von infizierten
RBC scheint die Expression von PfEMP-1 auf der Zellmembran sowie der oxidative Stress,

verursacht durch freie Sauerstoffradikale, eine wichtige Rolle zu spielen.
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1.4.3 Methoden zur Messung der EPZ

Die quantitative Messung der EPZ gestaltet sich schwierig. Deshalb kann ihre
Relevanz an der Entstehung von Anamien im Rahmen verschiedener Krank-
heitsentitaten haufig nicht vollstandig geklart werden.

Um die Menge der in vivo Phagozytose abschéatzen zu kénnen, wurden in der
Vergangenheit unterschiedliche Verfahren angewandt. Man kann sie grob in

drei Kategorien einteilen:

1) Mikroskopisches Zahlen von Erythrozyten innerhalb der Phagozyten (78-80)
2) Bestimmung des phagozytierten Hamoglobins durch Lumineszenz-Messung
(81)

3) Markierung der RBC mit radioaktiven (82, 83) oder fluoreszierenden (84, 85),
Membran-gebundenen Markern und anschlielender Messung der in vitro

Phagozytose

Auf die hier aufgezahlten Methoden wird in Kapitel 4 der Arbeit noch einmal
ausfuhrlich eingegangen. Es kann jedoch vorweggenommen werden, dass die
bisher verwendeten Methoden zur quantitativen Messung der EPZ unterschied-
liche Schwachstellen aufweisen und sich daher nur bedingt zum Routineeinsatz

unter klinischen Bedingungen eignen.

1.5 Ziel dieser Arbeit

Die Anamie infolge einer Grunderkrankung ist eine ernstzunehmende Komplika-
tion, die leicht zum Tode fihren kann. Um Komplikationen zu behandeln oder
zu verhindern, ist es nutzlich, die zu Grunde liegenden Ursachen besser zu ver-
stehen.

Zur Erfassung der verschiedenen Ursachen einer Andmie, wie z.B. des Eisen-
mangels, einer Blutbildungsstérung im Knochenmark oder des Verlusts von
RBC durch intravasale Hamolyse, stehen bereits verschiedene, im klinischen

Alltag gut etablierte, diagnostische Methoden zur Verfiigung.
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Im Gegensatz dazu gestaltete es sich bisher schwierig mit den tblichen Labor-
methoden, den beschleunigten Verlust von RBC durch EPZ (extravasale Hamo-
lyse) quantitativ zu erfassen.

Da jedoch eine pathologisch erhéhte Phagozytose von RBC als relevante Ursa-
che fur die Entstehung von Andmien im Rahmen verschiedener Krankheitspro-
zesse (u.a. Tumoranamie, chronische Entzindungsané&mie, Malariaandmie)
vermutet wird bzw. nachgewiesen wurde, ist die Einfuhrung einer neuen Me-
thode zur quantitativen Messung der EPZ sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit wird ein neu entwickelter, auf Fluoreszenzmessung
basierender und gut reproduzierbarer ex vivo Assay zur quantitativen Bestim-
mung der EPZ vorgestellt. Die Validitat der Methode soll am Beispiel der SMA
demonstriert werden, ein Zustand bei dem eine erhohte EPZ bereits gezeigt
werden konnte (4, 5). Das MPS wird erstmals durch die autologen Monozyten
reprasentiert. Als RBC-Marker wird der intrazellular bindende Fluoreszenzfarb-
stoff CFDA-SE (Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester) verwendet,
dessen positive Eigenschaften zur Farbung der RBC aufgezeigt werden sollen.
Mit der Methode soll gleichzeitig die Hypothese, nach der eine pathologisch
erhohte EPZ wesentlich an der Entstehung SMA beteiligt ist, untersucht wer-
den. Dies ist von klinischer Relevanz, da die SMA eine wichtige Todesursache
von Kindern im tropischen Afrika darstellt und die einzige effektive Behand-
lungsmadglichkeit (Bluttransfusion) in den Entwicklungslandern ein risikoreiches
Verfahren ist.

Durch die neu entwickelte Methode soll deshalb dazu beigetragen werden die

bisherige Andmie-Diagnostik sinnvoll zu erweitern.

Samtliche hier in der Arbeit aufgefiihrten Resultate sind bereits zuvor in einer
Publikation von Fendel et al. 2007 verdffentlicht worden (86). Der Verfasser der
vorliegenden Arbeit ist einer der Autoren des Manuskripts und hat im Rahmen
einer Studie zur Grundlagenforschung der SMA an der praktischen Durchfiih-

rung des hier vorgestellten Phagozytose-Assays mitgewirkt (86).
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2 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studie zur Evaluation des Phagozytose-Assays

2.1.1 Studiendesign und Ethik Kommission

Die Evaluation der neuen Methode zur ex vivo Messung der EP war Teil einer
prospektiven, kontrollierten Fall-Kontroll-Studie zur Pathogenese der SMA
(SMA-Studie), die von Juli 2003 bis Juli 2005 im Forschungslabor des Albert-
Schweitzer-Krankenhauses in Lambaréné, Gabun, durchgefuhrt wurde.
Insgesamt wurden in diesem Zeitraum 91 Kindern im Alter zwischen 12 Mona-
ten und 6 Jahren, die eine Monoinfektion mit Pf aufwiesen, in die Studie aufge-
nommen. Die Altersgruppe wurde deshalb so gewahlt, da bei Kleinkindern in
malariaendemischen Gebieten in aller Regel noch keine ausreichende Immuni-
tat zum Schutze vor einer schweren Verlaufsform der Pf-Infektion besteht und
die Andmie eine der wichtigsten Komplikationen der Malaria in dieser Alters-
gruppe darstellt (23).

Patienten, die bereits wegen der aktuellen Malaria gegen Pf wirksame Medika-
mente verabreicht bekamen oder eine schwere Begleiterkrankung aufwiesen,
wurden ausgeschlossen. Bei allen Probanden wurden, neben einem Routinela-
bor, ein maschinelles und manuelles Blutbild sowie ein Dicker Tropfen (DT) an-
gefertigt. Um weitere haufige Ursachen, die zu einer Anamie beitragen kénnen
auszuschliel3en wurden Tests auf Sichelzellandmie, Bilharziose und Filariose
durchgefihrt, zudem ein direkter und indirekter Coombs-Test zur Suche von
Autoantikdrpern. Zum Ausschluss eines schweren Eisenmangels diente das
mittlere korpuskulare Volumen (MCV) als indirekter Indikator.

Obwohl in Europa bei Kindern bereits ein MCV von < 70 fl als pathologisch gilt,
wurde fur die SMA Studie ein MCV < 65 fl als Auschlusskriterium gewéhlt. Da-
mit wurde Faktoren wie Vitaminmangel, haufige parasitare Infektionen und an-
geborene Hamoglobinopathien Rechnung getragen, die dafir sorgen dass der
Durchschnittswert des MCV in dieser Population niedriger ist als der von euro-

paischen Kindern.
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Entsprechend dem Hb-Wert bei Aufnahme wurden die Kinder einer von drei
Gruppen zugeordnet (Gruppe A: Hb < 5 g/dl, Gruppe B: Hb > 5 und < 10 g/dl,
Gruppe C: Hb > 10 g/dl). Nach dem Aufnahmedatum erfolgte eine Follow-up-
Periode von 56 Tagen, in der, nach initial erfolgreicher Chemotherapie der Pf-
Infektion, eine Re-Infektion oder ein Rezidiv ausgeschlossen wurde.

Fur die vorgestellte Arbeit wurden aus der Gesamtpopulation der SMA-Studie
die ersten acht Patienten aus der Gruppe A aufgenommen, also Probanden die
zum Zeitpunkt des Erstkontaktes eine SMA nach WHO-Kriterien aufwiesen
(30). Demgegenuber wurden acht gesunde Kinder aus der Population der
Gruppe A gestellt, bei denen fir ein Intervall von 56 Tagen eine Infektion aus-
geschlossen werden konnte.

Vor der Probenentnahme wurde mindestens ein Elternteil ausfthrlich Uber den
Zweck der Studie und die angewendeten Testverfahren in Landessprache
(franzosisch) aufgeklart und eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt.
Die Studie wurde den Prinzipien der Deklaration von Helsinki entsprechend
durchgefihrt und durch die Ethik-Kommission der internationalen Albert-
Schweitzer-Stiftung sowie durch die Ethik-Kommissionen der Universitaten von

Munster und Tlbingen gepruft und zugelassen.

2.1.2 Studienort

Der Ort Lambaréné liegt am Fluss Ogowe und ist Hauptstadt der Provinz
Moyen-Ogooué, Gabun, Westafrika. Das Klima dort ist Uberwiegend tropisch.
Malaria gilt in dieser Region als endemisch mit ganzjahrig hoher Ubertragungs-
rate. Pro Jahr kommen auf jede Person rund 50 infektiése Stiche (87). Bei mehr
als 90 % der Féalle handelt es sich um eine Monoinfektion mit Pf (88).

In Lambaréné befindet sich das 1913 von Albert Schweitzer gegriindete Kran-
kenhaus, welches heute von der ,Internationalen Stiftung fir das Albert-
Schweitzer-Spital in Lambaréné® unterhalten wird und damit eine wichtige Ein-
richtung zur medizinischen Versorgung der Bevolkerung Gabuns darstellt. Tag-
lich werden dort bis zu 20 Kinder mit Malaria ambulant und stationar behandelt.
Angeschlossen an die Klinik ist ein Forschungslabor, dessen Projekte unab-

hangig vom Budget des Krankenhauses finanziert werden. Seit 1992 befindet
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sich das Labor unter wissenschaftlicher Leitung von Prof. Peter G. Kremsner
und ist eines der fuhrenden Zentren fur klinische und experimentelle Studien

zur Therapie, Impfung, Epidemiologie und Pathogenese der Malaria tropica.
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Abb. 4: Politische Karte des westafrikanischen Staates Gabun

2.1.3 Studienpopulation

Die Studienpopulation bestand aus insgesamt 16 Probanden. Bei den acht Pa-
tienten mit SMA erfolgte die Probenentnahme direkt nach Aufnahme in die Stu-
die. Unmittelbar nach der Blutabnahme wurde die Therapie, basierend auf den
zum Studienzeitpunkt aktuellen Empfehlungen zur Behandlung der Malaria
tropica mit einer i.v.-Therapie-Kombination aus Quinin und Clindamycin fir 5
Tage, eingeleitet (89). Gegebenenfalls stellte der jeweilige Studienarzt die Indi-
kation zur Vollbluttransfusion, wobei er sich an den aktuellen Leitlinien der
WHO zur Behandlung der SMA orientierte (40). Die Patienten befanden sich
wahrend dieses Zeitraums zur stationaren Uberwachung auf der padiatrischen

Station des Albert-Schweitzer-Krankenhauses.
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Die Kontrollgruppe bildeten acht gesunde Probanden, bei denen eine Pf-
Infektion fir ein Intervall von 56 Tagen ausgeschlossen werden konnte. Sie wa-
ren initial mit einer Pf-Monoinfektion in die SMA-Studie aufgenommen und er-
folgreich behandelt worden. Der Therapieerfolg wurde in den ersten funf Tagen
taglich mittels DT kontrolliert. Die Therapie galt als erfolgreich, wenn nach spé-
testens funf Tagen keine Parasiten mehr nachweisbar waren. In einem Follow-
up-Zeitraum von 56 Tagen erfolgten regelmafige Kontrollen in Form eines DT
(14-, 28-, 56 Tage nach Therapiebeginn), um eine erneute Infektion oder eine
asymptomatische Parasitdmie auszuschlielen. Die Probanden konnten somit
als gesund betrachtet werden, da nach einem zweimonatigen krankheitsfreien
Intervall keine relevanten Folgen der Malariainfektion mehr zu erwarten waren.
So war es mdoglich in einer hochendemischen Region, eine homogene Ver-

gleichsgruppe zu schaffen.

Einschlusskriterien:

Allgemein fiur alle Probanden
* Alter zwischen 1 und 6 Jahren
 Aufklarung durch arztliches Personal und schriftliche Einverstandniser-
klarung des Erziehungsberechtigten
» Monoinfektion mit Pf
* Parasitamie > 1000 Pf/ul

Speziell fur Probanden mit SMA
*Hb < 5 g/dI

Speziell fir gesunde Probanden
« Patienten der Gruppe A mit erfolgreicher Behandlung der Pf -
Monoinfektion und anschlieRendem krankheitsfreiem Intervall von 56 Ta-

gen
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Ausschlusskriterien:

« MCV < 65l

» Schwere Komplikation der Malariainfektion auf3er SMA

» Schwere Krankheit auf3er Malaria tropica

» Potentiell effektive Vorbehandlung der Malaria tropica

 Bluttransfusion in den letzten 28 Tagen

* Andere Grunderkrankungen, die zu einer Anamie fihren: Sichelzellana-

mie, schwere Mangelernahrung, Bilharziose, Filariose

2.1.4 Probenentnahme

Zur Isolierung der Monozyten wurde den Probanden, nach Anlage einer Ober-
armstaubinde und leichter Stauung, mit Hilfe einer Venenpunktionskanile 5 mi
vendses Blut in Heparin-Monovetten (15 IE. Heparin/ml Blut, Sarstedt,
Nurnbrecht) unter sterilen Bedingungen entnommen. Die Gewinnung der RBC
erfolgte aus der Abnahme von 1,5 ml venésem Blut in EDTA-Monovetten
(Sarstedt, Nurnbrecht). Die RBC zur Positiv- und Negativ-Kontrolle des Phago-
zytose-Assays wurden von einem gesunden Spender mit der Blutgruppe O,
Rhesus positiv, gewonnen. Bei den Patienten mit SMA erfolgte die Blutabnah-
me vor Therapiebeginn, um Mischblut nach eventueller Bluttransfusion zu ver-

meiden.

2.2 Diagnostische Verfahren

2.2.1 Mikroskopischer Nachweis von Pf und Bestimmung der
Parasitamie durch Anwendung des DT

Der DT ist eine sichere, schnelle und leicht durchfiihrbare Methode und gilt,
trotz neuen Antigentests, aufgrund der hohen Sensitivitat als Goldstandart in
der Malariadiagnostik. Im Vergleich zu einem normalen Blutausstrich wird eine
ca. 10-fach hoéhere Konzentration an Untersuchungsmaterial pro mikroskopi-
sches Gesichtsfeld erreicht. Plasmodien sind im DT durch die rot-violette

Anfarbung des Chromatins der Zellkerne und ihres blau gefarbten Plasmas zu
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erkennen. Anhand seiner charakteristischen Morphologie, wie dem Vorkommen
von Doppelkernen (,Siegelring®) sowie dem Fehlen von reifen Trophozoiten und
Schizonten, lasst sich Pf gut von anderen Plasmodienspezies unterscheiden.
Weitere endemische Plasmodiumarten wie P. ovale und P. malariae wurden
damit ausgeschlossen.

Die in der Studie benutzte Methode ist ein speziell in Lambaréné entwickeltes
Verfahren (90). Zur Anfertigung des DT wurden 10 ul Kapillarblut oder alternativ
EDTA-BIut mittels Mikropipette (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) auf
ein 10 x 18 mm grolRes Feld eines beschrifteten Objekttragers (Langenbrinck,
Deutschland) gleichmaf3ig verteilt und fur ca. 20 min bei 37 °C im Brutschrank
getrocknet. Anschlie3end wurde der Objekttrager in 20 % Giemsa-L6sung mit
pH 7,2 (Sigma Chemical, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutsch-
land) far 20 min geférbt. Die Giemsa-Losung wurde nach Ende des Féarbeschrit-
tes vorsichtig mit Leitungswasser abgewaschen und der DT nach der Trock-
nung unter Anwendung von Immersions6l mit einem Lichtmikroskop (CX31,
Olympus, Japan) unter 1000-facher VergroRerung gelesen. Eine negative Di-
agnostik umfasste die Durchmusterung von 100 Gesichtsfeldern. Im Falle eines
positiven Befundes fir eine Infektion mit Pf wurden mindestens 50 weitere Fel-
der zum Nachweis einer Monoinfektion gesichtet.

Zur Bestimmung der Parasitdmie existieren verschiedene Verfahren (91, 92).
Fur die Studie wurde eine von Kremsner und Kollegen entwickelte Methode
verwendet, bei der Uber das Auszahlen der Parasiten pro Gesichtsfeld im DT
direkt auf die Parasitdmie pro pl Blut geschlossen werden kann (90, 93). Da ein
Gesichtsfeld unter 1000-facher Vergrof3erung mit einem Lichtmikroskop bei
oben genannter Anfertigung des DT ca. 1/600 ul Blut beinhaltet, lasst sich durch
die Multiplikation der Parasitenzahl mit 600 die ungefahre Parasitamie errech-
nen. Die Sensitivitat ist vergleichbar mit der Bestimmung der Parasitamie im
Blutausstrich (90), jedoch schneller und einfacher durchfiihrbar. Zur genaueren
Berechnung kann der Mikroskopfaktor, der fur jedes Mikroskop variiert, be-
stimmt werden. Er besagt wie viele Gesichtsfelder bei einer bestimmten Okular-
Objektiv-Kombination in die Ausstrichflache passen und berechnet sich wie

folgt: Mikroskopfaktor = Ausstrichflache/Gesichtsfeldflache.
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Abb. 5: Nachweis von Pf mittels DT: Das Chromatin der Zellkerne der Parasiten leuchtet in
der Giemsa Farbung rot-violett (schwarze Pfeile), das Zytoplasma ist blaulich gefarbt (rote Pfei-
le)

2.2.2 Zahlung der Hamozoin-haltigen Monozyten im peripheren
Blutausstrich

Hamozoin, bzw. Malariapigment, ist ein Abbauprodukt des vom Parasiten ver-
dauten Hamoglobins. Man findet es innerhalb von Monozyten, seltener auch in
Granulozyten, nach Phagozytose befallener RBC oder von Pigment direkt. Ein
erhohter Nachweis von Malariapigment im Rahmen einer akuten Pf-Infektion
geht mit einer schlechteren Prognose einher (94). Au3erdem hat Hamozoin
weitgehenden Einfluss auf die Funktion von Phagozyten (95, 96).

Die Ermittlung der malariapigmenthaltigen Monozyten erfolgte in einem separa-
ten Blutausstrich. Dazu wurden 10 pl ventses EDTA-BIlut mittels Mikropipette
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) auf einen beschrifteten Objekttrager
(Langenbrinck, Deutschland) aufgetragen, mithilfe eines zweiten Objekttragers
ausgestrichen und mit Methanol fir eine Minute fixiert. Nach der Trocknung er-
folgte die Farbung in May-Grinwald-Losung (Merck, Deutschland) fur 5-10 min.

Anschlieend wurde Uberschissige Losung mit Leitungswasser abgespdult und
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der Ausstrich luftgetrocknet. Es wurden so viele Gesichtsfelder gemustert bis
100 Monozyten erfasst wurden. Durch die Zahl der malariapigmenthaltigen

Monozyten wurde auf die Gesamtprozentzahl geschlossen.

2.2.3 Blutbild

Konnte bei einem potentiellen Probanden mittels DT eine Pf-Monoinfektion mit
einer Parasitamie > 1 000 Pf/ul diagnostiziert werden, wurde anschlieRend ein
Blutbild zur Bestimmung von Hb, HCT und MCV im Forschungslabor mit einem
automatischen Hamatologiegerat (CellDyn 3000, Abbott, Santa Clara, CA) an-
gefertigt. Zusatzlich erfolgte die Herstellung eines manuellen Differentialblutbil-

des mittels zuvor beschriebener May-Grinwald-Farbung.

2.3. Immunfluoreszenzfarbung der RBC mit CFDA-SE

Das EDTA-Blut wurde in ein 1,5 ml Probengefald (Eppendorf, Deutschland)
pipettiert (Pipetten Labmate™, L20, L200, L1000, Abimed, Deutschland) und in
einer dafir vorgesehenen Zentrifuge (Zentrifuge EBA 12, Hettich Zentrifugen,
Deutschland) fir 2 min mit 3000 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das
Uberstehende Blutplasma abgenommen. Es wurde ein 2-maliger Waschvor-
gang angeschlossen. Dafir wurde dem Blutpellet 1 ml der Pufferlésung PBS
(Phosphatgepufferte Salzlésung, engl. Phosphat buffered saline, Sigma, USA)
hinzugefugt, darin resuspendiert und anschlieend fur 2 min zentrifugiert. Die
uberstehende Flussigkeit wurde nach Ende jedes Waschvorgangs abgenom-
men. Zur Farbung der RBC wurden 50 ul des Blutpellets entnommen und zu
950 ul eines 5 nM CFDA-SE-haltigen (Carboxyfluorescein Diacetate
Succinimidyl Ester, Emissionspeak 517 nm, Fluka, St. Gallen, Schweiz) PBS-
Puffers gegeben und fir 10 min bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer
inkubiert.

Bei CFDA-SE handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der nach Auf-
nahme in den Erythrozyten intrazellular durch Esterasen umgewandelt wird und
mit freien Aminogruppen reagiert. Das fuhrt zu einer stabilen, nur innerhalb der

gefarbten RBC nachzuweisenden Fluoreszenz.
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Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Farbung durch Zugabe von 0,5 ml
fetalem Kalberserum (FCS, Sigma Cell Culture, USA) gestoppt. Darauf folgte
ein dreimaliger Waschvorgang in PBS-Pufferldsung.

Als Farbekontrolle wurden nicht-gefarbte RBC in PBS gewaschen und inkubiert.
Um die effiziente Blockadefahigkeit von CFDA-SE durch FCS zu testen, wurde

der Farbstoff zuerst mit FCS und anschlieRend mit den RBC inkubiert.

2.4 Isolierung der CD 14+ Monozyten

2.4.1 Gewinnung der peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC)
durch Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolierung der mononukledren Zellen aus dem Patientenblut erfolgte bei
sterilen Bedingungen unter einer sterilen Werkbank (The LabGard™ 425,
NuAire Corporation, Plymouth, USA).

Die PBMC lassen sich tUber einen Ficoll-Gradienten mittels Zentrifugation von
RBC, Granulozyten und toten Zellen trennen. Diese als Dichtegradienten-
zentrifugation bezeichnete Methode macht sich die unterschiedliche Dichte der
Zellpopulationen zu Nutze. Bei Ficoll handelt es sich um ein ungeladenes
Sucrose-Polymer. Es besitzt mit 1,077 g/l eine gro3ere Dichte als Lymphozyten
und Monozyten, jedoch eine geringere als die von RBC und Granulozyten.

Zur Separation wurde sehr vorsichtig 5 ml heparinisiertes vendses Blut Uber 5
ml Ficoll-Pague plus (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England)
mitmilfe einer elektrischen Saugpipette (Pipetboy acu, Integra Biosciences,
Schweiz) in ein Probenrdhrchen (Falcon Blue Max™ Tubes 15 ml, Becton Di-
ckinson Labware, USA) geschichtet und fur 30 min bei 1250 U/min in einer
passenden Zentrifuge (Zentrifuge Rotanta / AP, Hettich Zentrifugen, Deutsch-
land) zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wandern RBC, Granulozyten,
Thrombozyten und tote Zellen auf den Boden des Réhrchens, wéhrend sich die
PBMC, bestehend aus Monozyten und Lymphozyten, als gut sichtbarer Ring in
der Interphase zwischen Ficoll-Flussigkeit und dariberliegendem Plasma befin-

den. Dieser Ring wurde nach der Abnahme des Plasmas vorsichtig abpipettiert.
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Die abgenommenen Zellen wurden anschlieend in einer PBS-Pufferlésung,
welche 0,5 % BSA (Bovines Serumalbumin, Sigma, USA) und 2 mM EDTA
enthalt (PBS-EB), fur 10 min bei 1250 U/min gewaschen und in ein 1,5 ml Pro-
bengefald (Eppendorf, Deutschland) mit 90 yl PBS-EB uberfuhrt. Der Wasch-

schritt diente der Entfernung des restlichen Ficolls.

Vor Zentrifugation Nach Zentnfugation
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

2.4.2 Separation der CD14+ Zellen durch magnetische Zellsortie-
rung

Zur Isolierung der Monozyten aus der Gesamtpopulation der PBMC wurde das
magnetische Zelltrennsystem MACS® (engl. magnetic cell sorting, Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet. Es handelt sich um
ein Verfahren, bei dem mit kleinsten Eisenpartikeln (circa 50 nm) markierte Ak
an bestimmte Oberflachenantigene von Zellen binden und anschlie3end eine
Stahlkugelmatrix-S&aule in einem Permanentmagnet-System durchlaufen. Die
mit Ak gebundenen Zellen werden aufgrund der magnetischen Krafte in der
Saule zurtickgehalten, wéhrend nicht-gebundene Zellen sie ungehindert durch-
laufen. Dadurch kdnnen bestimmte Zellen aus einer Gesamtpopulation gewon-
nen (Positiv-Selektion) oder ausgeschlossen werden (Negativ-Selektion). Die
Positiv-Selektion der Monozyten erfolgte durch die Bindung von Anti-CD14-
Microbeads (Isotyp: 1gG2a Maus, anti-human, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
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Gladbach, Deutschland), die einen monoklonalen Ak gegen das flir Monozyten
charakteristische Oberflachenmerkmal CD 14 enthalten.

Zur Markierung der CD14-exprimierenden Zellen wurde die Zellsuspension der
PBMC mit 20 pl der Anti-CD14-Microbeads dem Herstellerprotokoll folgend fur
20 min bei 4 °C inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen
einmal in PBS-EB gewaschen und in 1 ml PBS-EB vorsichtig resuspendiert, um
Zellverklumpung zu vermeiden. Die Zellsuspension wurde anschlielend Uber
eine MACS®-Trennséaule (MS+, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Deutschland) gegeben, die sich im magnetischen Feld eines Mini-MACS®
(MS+, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) befand. Nicht-
markierte Zellen durchliefen nun die Trennséule und wurden als negative Frak-
tion aufgefangen. Danach wurde die S&aule dreimal mit jeweils 1 ml PSB-EB
gewaschen, aus dem magnetischen Feld entfernt und die antikorper-
gebundenen Zellen mithilfe eines Stempels daraus eluiert sowie anschliel3end
durch Zentrifugation abgetrennt. Durch diese Prozedur konnten zwischen 0,7 x
10° und 1,4 x 10° Monozyten isoliert werden.

Die CD14+ Zellen wurden dann in 1 ml des Mediums RPMI 1640 (Sigma,
Steinheim, Deutschland), welches 10 % FCS, 5 mM Glutamin, 100 E/ml Penicil-
lin und 100 pl/ml Streptomycin enthalt, aufgenommen und direkt fir den Phago-

zytose-Assay verwendet.
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Abb 7: schematische Darstellung des Prinzips der magnetischen Zellsortierung (MACS®)
zur Positiv-Selektion bestimmter Zellreihen: Die Trennsaule befindet sich in einem magneti-
schen Feld. Die Zellsuspension aus mit magnetischen Beads gekoppelten Zellen sowie unge-
bundenen Zellen werden Uber die Saule gegeben. Ungebundene Zellen passieren die Séaule,
wahrend die gebunden darin hangen bleiben. Die in der Séaule befindlichen Zellen kénnen,

nachdem die gesamte Zellsuspension die Saule durchlaufen hat, eluiert werden.

2.5 Phagozytose Assay
2.5.1 Vorbereitung der RBC

Die RBC des Probanden und des gesunden Spenders mit der Blutgruppe 0+
wurden wie oben beschrieben mit CFDA-SE geféarbt. Aus den markierten RBC
wurden nun jeweils zwei Ansatze hergestellt. Je 10 ul der autologen RBC des
kranken Probanden wurden mit 90 pl des autologen Serums und 90 ul PBS
inkubiert. Von dem gesunden Spender wurden 10 ul der RBC entweder mit 85
pl PBS-Puffer und 5 ul Anti-D Reagenz (Mischung aus monoklonalen IgM
(TH28) und IgG (MS26) Antikdrpern, Serie 5, Immunocor, Norcross, GA) zur
Positiv-Kontrolle oder in 90 pl PBS zur Negativ-Kontrolle inkubiert.

Durch die Inkubation der RBC mit autologem Serum soll untersucht werden, ob
sich dadurch zusatzlich ein opsonisierender Effekt in Bezug auf die Phagozyto-

se ergibt.

Tabelle 1: Die verwendeten vier Anséatze

10 pl CFDA-SE markierte autologe RBC | 10 yl CFDA-SE markierte RBC des
Spenders 0+

+ 90 ul PBS + 90 ul PBS

+ 90 ul autologes Serum + 85 ul PBS/ 5 pl Anti-Rhesus-Ak

Nach dem Ende der Inkubationszeit wurden alle Ansétze mit PBS gewaschen.
Von den RBC wurden je 2 pl (circa 2 x 107 Zellen entsprechend) fiir die aufbe-

reiteten Monozyten verwendet.
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2.5.2 Phagozytose

Die isolierten Monozyten (circa 2 x 10°) wurden in 1 ml RPMI/10% FCS
resuspendiert. Es wurden vier 1,5 ml Probengefél3e mit jeweils 750 pl
RPMI/10% FCS vorbereitet und in jedes davon wurde 250 pl Monozyten-
Zellsuspension hinzugeflgt. Zu den vier Anséatzen wurden entweder 2 pl nicht-
opsonisierte autologe RBC (Abb. 8 a), 2 ul mit autologem Plasma opsonisierte
RBC, 2 pl mit Anti-D opsonisierte Kontroll-RBC (Abb. 8 b) oder 2 ul nicht-
opsonisierte Kontroll-RBC hinzugegeben (Abb. 8 ¢).

Tabelle 2: Die erhaltenen vier Anséatze

Autologe Monozyten in 1 ml RPMI/ 10 % FCS

+ 2 ul autologe RBC

Autologe Monozyten in 1ml RPMI/ 10 % FCS

+ 2 pl mit autologem Serum vorinkubierte autologe
RBC

Autologe Monozyten in 1ml RPMI/ 10 % FCS

+ 2 ul mit Spender RBC

(Negativ-Kontrolle)

Autologe Monozyten in 1ml RPMI/ 10 % FCS
+ 2 ul mit Anti-D opsonisierte Spender RBC

(Positiv-Kontrolle)

Die Inkubation erfolgt fur vier Stunden bei 37 °C und 5 % C02 in der Atmospha-
re. Eine zusatzliche Negativ-Kontrolle wurde parallel dazu fir die gleiche Zeit
bei 4 °C inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Phagozytose durch
ein zweimaliges Waschen in PBS-EB gestoppt. Nicht-phagozytierte RBC wur-
den durch Zugabe von 0,9 ml eiskaltem destilliertem Wasser flr 1 min lysiert.
Sofort nach der Lyse wurde PBS-Puffer in 10-facher Konzentration bis zum Er-
reichen der Isotonizitat hinzugefugt. Die Lyse-Methode wurde durch Mikrosko-
pie validiert. Durch viermaliges Waschen in PBS wurden Zellfragmente und

Hamoglobin entfernt.
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Abb. 8 a): Schematische Darstellung der autologen Phagozytose: Inkubation von autologen
Monozyten mit den RBC eines SMA-Patienten
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Abb. 8 b): Schematische Darstellung der Positiv-Kontrolle: Autologe Monozyten wurden
zusammen mit den Anti-D opsonisierten RBC eines gesunden Spenders der Blutgruppe 0+
inkubiert

Abb. 8 c): Schematische Darstellung der Negativ-Kontrolle: Autologe Monozyten wurden

zusammen mit den nicht-opsonisierten RBC des gesunden Spenders inkubiert

2.5.3 Durchflusszytometrische Analyse der EPZ

Die Messung der Phagozytoserate erfolgte mit einem Durchflusszytometer
(Cyflow SL, Partec, Minster, Deutschland), das mit einem 488 nm LED-Laser
(lichtemittierende Diode, engl. light-emitting diode) und drei Detektionskanélen
(FL-1:515-550 nm, FL-2: 575-620 nm, FL-3: > 630 nm) ausgestattet ist. Die
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Probenansétze wurden zur Analyse in spezielle Probenréhrchen (FACS-Tubes,
Sarstedt, Deutschland) tberfihrt. Zur Datenerfassung und Datenanalyse wurde
die Software FloMax® (entwickelt von Quantum Analysis fur Partec, Minster,
Deutschland) verwendet.

In der durchflusszytometrischen Analyse konnen gleich mehrere Informationen
Uber die gemessene Zelle gesammelt werden. Die Zellsuspension wird in eine
Kapillare gesogen und die Zellen passieren darin nacheinander einen Laser-
strahl, dessen Streuung von Photodetektoren in ein elektronisches Signal um-
gewandelt wird. Gemessen wird die Fluorochrom-Lichtintensitat (CFDA-SE,
Emissionspeak 517 nm) im Detektionskanal FL-1 sowie die Lichtbrechungen im
Seitwarts-Streulicht-Kanal (SSC, engl. Side Scatter) und im Vorwérts-Streulicht-
Kanal (FSC, engl. Forward Scatter). Durch den FSC kdnnen im wesentlichen
Aussagen uber die Zellgro3e getroffen werden. Der SSC charakterisiert haupt-
séchlich die Granularitat der Zelle. Durch ihre spezifischen Zellgro3e und Gra-
nularitat lassen sich die Monozyten im Streudiagramm (engl. Scatterplot) mithil-
fe eines elektronischen Fensters (Gate) gut eingrenzen (siehe auch Abb. 9).

Die Messeinstellungen wurden wahrend des gesamten Erhebungszeitraums
durch eine regelmallige Kontrolle mit Fluoreszenz-Beads (Partec Calibration

Beads, Partec, Munster, Deutschland) tberwacht und konstant gehalten.

1023 |

Seitwarts-Streulicht-Kanal

0 Vorwiarts-Streulicht-Kanal 1023

Abb. 9: Durchflusszytometrische Analyse mit Darstellung der Monozytenpoulation (Region R1)

anhand von ZellgréRe und Granularitat im Streudiagramm (Scatterplot)
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2.5.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Fur die Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde der Phagozytose-Assay wie oben
beschrieben durchgefuhrt. Danach wurden die Ansatze fur 30 min mit PE-
gebundenen anti-humanen CD45-Maus-Ak (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland) gefarbt und im Verhéltnis 1:10 mit PBS-EB verdinnt.
Nach dem Waschen wurden die Zellen in 3,5 % Paraformaldehyd-haltigem PBS
fur 30 min fixiert. Anschlie3end erfolgte die Farbung mit 300 nM DAPI (Sigma,
USA) fuar 5 min. Nach einem letzten Waschritt wurden die Zellen in ein
Triethylendiamin-haltiges (Sigma, USA) Mowiol- Medium aufgenommen und auf
einem Objekttrager zur Begutachtung ausgestrichen. Mowiol dient als wasser-
l6sliches Einbettmittel zur Herstellung des Préparats, durch die Zugabe von
Triethylendiamin wird das Ausbleichen verhindert.

Die Abbildungen wurden mithilfe eines Zeiss Axioplan-Immunfluoreszenz-

Mikroskops erfasst und mit Adobe Photoshop v7.0 bearbeitet.

2.5.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von JMP v5.1.0.2 und Stat-View v
5.0. durchgefiihrt. Um eine Normalverteilung der Werte zu erhalten, wurden sie
logarithmiert. Zur Ermittlung der Phagozytoseraten berechneten wir den geo-
metrischen Mittelwert. Die P-Werte wurden mittels gepaartem oder
ungepaartem T-Test bestimmt. Das Signifikanzniveau wurde bei beidseitiger

Testung mit P < 0,05 fur alle Tests festgelegt.
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3 ERGEBNISSE

Hinweis: Die hier folgenden Ergebnisse sind bereits in einer Arbeit von Fendel
et al. verdffentlicht worden (86). Der Verfasser der vorgelegten Dissertation ist
einer der Autoren des Manuskriptes. Die folgenden Abbildungen stammen aus
der erwahnten Arbeit, sie werden mit freundlicher Genehmigung des Verlegers

(John Wiley und Sohne) der Fachzeitschrift Cytometry Part A verwendet.

3.1 Eigenschaften von CFDA-SE als Marker fir RBC

3.1.1 Fluoreszenzintensitat von CFDA-SE gefarbten RBC und Blo-
ckierung der Bindung durch FCS

Zur Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften von mit CFDA-SE markierten
RBC wurde eine durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt. Sie ergab eine
100-fach erhohte Fluoreszenzintensitat der mit CFDA-SE gefarbten RBC im
Vergleich zu einer Kontrolle mit nicht-gefarbten RBC.

In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob sich die Bindung des Fluores-
zenzfarbstoffes CFDA-SE durch die vorherige Inkubation mit FCS unterbinden
lasst. Tatsachlich konnte nach Vorbehandlung des Farbstoffes mit FCS und
anschlieBendem Versuch einer Markierung der RBC mit CFDA-SE kein rele-
vanter Unterschied in der Fluoreszenzintensitat, verglichen mit den nicht-
gefarbten RBC, nachgewiesen werden. Zur Veranschaulichung dieser Sach-
verhalte siehe auch Abb. 10.
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Abb. 10: Histogramm nicht-markierter RBC (grauer Bereich), CFDA-SE markierter RBC (Ket-
tenlinie) und durch FCS blockierter mit CFDA-SE behandelter RBC (gepunktete Linie)

3.1.2 Stabilitat von CFDA-SE wahrend der Inkubationszeit

In dem folgenden Versuch wurde die Stabilitdt der Bindung von CFDA-SE in-
nerhalb der RBC getestet. Dazu wurden mit CFDA-SE markierte und nicht-
markierte RBC in einem aufsteigenden Verhéaltnis (9:1 bis 1:9) gemischt und
analog zu den Inkubationsbedingungen des Phagozytose-Assays fir vier Stun-
den bei 37 °C in 5 %-iger Kohlenstoffdioxid-Atmosphére inkubiert.

Die durchflusszytometrische Analyse ergab, unabhangig vom Mischverhaltnis,
ein konstantes Verhaltnis von markierten zu nicht-markierten RBC vor und nach
vierstiindiger Inkubationszeit. Die Bindung des Markers stellte sich unter gege-
benen Bedingungen als stabil mit den Zellen assoziiert heraus, es konnte keine
Kontamination von gefarbten zu nicht-gefarbten RBC beobachtet werden (Abb.
11).
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Abb. 11: Achsendiagramm mit dem Anteil CFDA-SE markierter RBC vor (o) und nach (¢) vier-

stiindiger Inkubationszeit im aufsteigenden Verhaltnis zu nicht-markierten RBC vor (+) und nach
der Inkubation (x) in der durchflusszytometrischen Analyse

Die Abb. 12 veranschaulicht das Verhalten der gemessenen Intensitéaten in der
Fluoreszenz von CFDA-SE markierten RBC zu Beginn und vier Stunden nach
Inkubation. Dabei zeigte sich nach Ende der Inkubation insgesamt eine Ab-
nahme der Fluoreszenzintensitat der markierten RBC um 4,6 % verglichen mit
dem Ausgangswert. Die Fluoreszenz der nicht-gefarbten RBC blieb wéhrend
der gesamten Inkubationszeit konstant, so dass eine Kontamination von nicht-
gefarbten RBC durch den Farbstoff wahrend der Inkubationszeit ausgeschlos-
sen werden konnte. Bei dem geringen Verlust an Fluoreszenzintensitat der ge-
farbten RBC handelte es sich somit um einen leichten Verblassungseffekt des
Farbstoffs.
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Abb. 12: Das Achsendiagramm vergleicht die Fluoreszenzintensitat von mit CFDA-SE markier-
ter RBC vor (o) und nach (0) vierstindiger Inkubation sowie von nicht-markierter RBC vor (+)

und nach der Inkubation (x) in der durchflusszytometrischen Analyse

3.2 Darstellung des Phagozytose-Assays

3.2.1 Etablierung der Methode

3.2.1.1 Positiv- und Negativ-Kontrolle

Als Vergleichswert fur den Phagozytose-Assay wurde eine Positiv- und Negativ-
Kontrolle mit den CD14+ Monozyten eines gesunden Rh+ Spenders durchge-
fuhrt (Abb. 13B).

Nach der Isolierung der CD14+ Monozyten mittels Ficoll-Gradienten und mag-
netischer Zellsortierung erfolgte die Inkubation mit CFDA-SE geférbten autolo-
gen RBC, welche je einmal mit Anti-D-AK opsonisiert wurden und einmal nicht
weiter behandelt wurden. Nach der Inkubationszeit von vier Stunden wurden
nicht-phagozytierte = RBC lysiert und  die Monozyten in  der
durchflusszytometrischen Analyse ausgewertet. Die erfassten Messdaten wur-
den in Form einer Zweiparameterdarstellung als Punktdiagramm (Dotplot) dar-

gestellt, wodurch sich die Population der Monozyten, wie in Abb.13 A zu erken-
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nen, gut identifizieren lie3. Durch das Definieren eines elektronischen Fensters
(Gate, Region 1) wurden Zellfragmente, Partikel und kontaminierende Lympho-
zyten aufgrund ihrer GroR3e und Streulichteigenschaften im Punktdiagramm von
der homogenen Population der Monozyten innerhalb des Gates abgegrenzt und
von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Ereignisse innerhalb des Fens-
ters wurden nun im néachsten Schritt der Analyse auf ihre Fluoreszenzmarkie-
rung im FL-1-Kanal untersucht und in einem Histogramm dargestellt. Die positiv
gefarbten Zellen wurden in Region zwei (R2) des Histogramms aufgefihrt
(s.u.), so dass sich darin ihre durchschnittliche Fluoreszenz bestimmen liel3.

Wahrend die Fluoreszenz der Monozyten, die mit nicht Anti-D-opsonisierten
RBC inkubiert wurden, Uberwiegend negativ ausfiel, war die Fluoreszenzintensi-
tat der mit Anti-D opsonisierten RBC bis um das 1000-fache erhéht (s. Abb.
13B). Somit lie3 sich die hohe Phagozytoseaktivitdt der Monozyten unter den

Versuchsbedingungen nachweisen.
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Abb. 13: EPZ eines gesunden freiwilligen Spenders und eines an SMA erkrankten Kindes. Die
Monozytenpopulation wurde im Zweiparameter-Punktdiagramm eingegrenzt (R1, A). Die Regi-
on R2 in den Histogrammen B-D wurde dazu benutzt, die positiv gefarbten Zellen einzugrenzen
und deren durchschnittliche Fluoreszenz zu ermitteln. B) Monozyten eines gesunden, Rh+
Spenders jeweils inkubiert mit CFDA-SE gefarbten, nicht-opsonisierten RBC (grauer Bereich),
CFDA-SE gefarbten, Anti-D-opsonisierten RBC (durchgehende Linie) und bei 4 °C inkubierte
mit CFDA-SE markierte, opsonisierte RBC (gepunktete Linie). C) EPZ eines an SMA erkrankten
Kindes von autologen, mit CFDA-SE markierten RBC (durchgehende Linie) und den heterolo-
gen, mit CFDA-SE markierten, nicht-opsonisierten RBC des gesunden Spenders (Negativ-
Kontrolle, grauer Bereich). D) Monozyten eines gesunden Kindes der Vergleichsgruppe jeweils
inkubiert mit den autologen, CFDA-SE gefarbten RBC (durchgehende Linie) und mit den nicht-
opsonisierten, CFDA-SE markierten, heterologen RBC des gesunden Spenders (Negativ-

Kontrolle, schraffierter Bereich)
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3.2.1.2 Nachweis Uber die korrekte Erfassung der EPZ durch Fluoreszenz-
Mikroskopie

Um eine moglichst verlassliche Aussagekraft Uber die Phagozytoserate machen
zu koénnen, war es wichtig, dass nur die vollstdndig von den Monozyten
phagozytierten RBC in der durchflusszytometrischen Analyse erfasst wurden.
Wie in Abb. 14 dargestellt, konnte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie gezeigt
werden, dass sich eine Fluoreszenz nach vierstiundiger Inkubationszeit lediglich
innerhalb der Monozyten nachweisen liel3 und nicht an deren Oberflache. Dies
bedeutet, dass die nach dem Lyseschritt mdglicherweise an den Monozyten
anhaftenden  RBC-Zellfragmente  nicht detektiert wurden. In der
durchflusszytometrischen Analyse wurden demnach, wie gewtnscht, nur die
vollstandig phagozytierten RBC erfasst. Interessanterweise konnte dargestellt
werden, dass RBC, die bereits innerhalb der Monozyten zerfallen waren, die

gleiche Fluoreszenz erzeugten wie intakte RBC (Abb. 14B).

A) B) C)

Abb. 14: Fluoreszenz-Mikroskopie der Monozyten nach vier Stunden EPZ: Die Oberflache
der Monozyten wurde mit dem PE-gebundenen Leukozyten-Oberflichenmarker CD-45-AK (rote
Fluoreszenz) gefarbt. Die Farbung des Nukleus erfolgte mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (blaue
Fluoreszenz), kurz DAPI, ein Fluoreszenzfarbstoff, der in der Fluoreszenzmikroskopie zur Mar-
kierung von DNA eingesetzt wird. In A) erkennt man einen mit CFDA-SE gefarbten, morpholo-
gisch intakten RBC (gelbe Fluoreszenz) innerhalb eines Monozyten, wohingegen in B) der RBC
bereits zum Teil zerfallen ist, woraus eine grof3ere Verteilung der Fluoreszenz resultiert. C) zeigt

einen Monozyt ohne Phagozytose.
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3.2.2 Validierung der Methode durch Messung der in vitro EPZ von
Patienten mit SMA im Vergleich zu gesunden Probanden

3.2.2.1 Klinische Parameter der Probanden

Die gesteigerte EPZ eines SMA-kranken Kindes im Vergleich zu einem gesun-
den Kind wurde in Abbildung 13 C-D dargestellt. Zur Validierung der Methode
fihrten wir eine Studie durch, bei der die in vitro EPZ von acht Patienten mit
SMA mit der von acht gesunden Probanden verglichen wurde (Tabelle 3). Das
Alter der insgesamt 16 Probanden lag zwischen ein und sechs Jahren. Der Hb-
Wert betrug bei samtlichen Patienten mit Malaria < 5 g/dl, mit einem Durch-
schnittswert von 4,25 g/dl (Spannweite: 3.1 - 5 g/dl) und erfilite damit die WHO-
Kriterien der SMA (30). In der Gruppe der gesunden Probanden betrug der Hb-
Wert im Durchschnitt 11,1 g/dl (Spannweite: 9,9-12.7 g/dl). Dies entspricht ei-
nem durchschnittlichen Wert am unteren Rand der altersentsprechenden Norm
fur europaische und nordamerikanische Kinder.

In der Gruppe der SMA-Patienten zeigte sich eine grol3e Spannweite bei der
Parasitdmie (1140-150000 Pf/ul Blut), wobei kein Zusammenhang zwischen
Zahl der parasitierten RBC und Schweregrad der Andmie zu erkennen war.
Fieber, ein Hauptsymptom der Malariainfektion, konnte nicht bei allen Kindern
mit SMA wahrend der Aufnahmeuntersuchung festgestellt werden. Dagegen
waren bei allen SMA-Patienten mikroskopisch Hamozoin-haltige Monozyten (3-

24 %) zu erkennen.
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Patien- Hb Hkt  Alter Geschlecht Temperatur Parasitamie Parasitamie Hamozoin

tennum- (g/dl) (%) (Jahre) (°C) (Pf/ul) (%RBC) in Monozy-
mer ten (%)
1 4.4 134 6 W 385 3720 0.21 6

2 4.7 128 1 W 37.0 4500 0.30 2

3 46 137 2 w 39.8 12000 0.63 24

4 5.0 140 4 W 37.1 150000 6.91 22

5 3.2 9.0 1 W 38.3 12910 0.96 14

6 3.1 84 2 m 37.6 18300 1.70 10

7 4.4 148 1 W 37.2 2100 0.11 14

8 4.6 134 3 W 37.2 1140 0.07 3

9 127 356 3 w 38.0 0 0 0

10 99 278 5 w 37.1 0 0 0

11 11.8 343 2 m 373 0 0 0

12 11.0 319 4 w 373 0 0 0

13 121 355 6 w 37.0 0 0 0

14 104 316 2 m 36.9 0 0 0

15 99 291 2 m 37.7 0 0 0

16 11.1 346 5 m 374 0 0 0

Tabelle 3: Klinische Daten von acht Patienten mit SMA und acht gesunden Probanden mit einem
Uberwachten, zweimonatigen krankheitsfreien Intervall. Die Parasitimie wurde durch eine Methode
basierend auf der Mikroskopie eines Dicken Tropfens errechnet. Die Prozentzahl der Hamozoin-

haltigen Monozyten wurde durch mikroskopische, manuelle Auszahlung bestimmt.

3.2.2.2 Vergleich der Phagozytoserate der SMA-Gruppe mit der der Kontroll-
Gruppe

Wie in Abb. 15 A dargestellt phagozytierten in den Versuchen 1,7 % der Mono-
zyten aus der SMA-Gruppe die heterologen, nicht-opsonisierten, mit CFDA-SE
markierten Kontroll-RBC des gesunden Spenders (95 %-Konfidenzintervall: 0,6-
4,4). Im Vergleich dazu fuhrte eine Vorinkubation der heterologen RBC mit Anti-
D-Ak zu einer 7,4-fach gesteigerten Phagozytose (P < 0,005). Autologe RBC
wurden verglichen mit der Basalaktivitat um das 7,2-fache phagozytiert (P <
0,001).
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In der Vergleichsgruppe der gesunden Kinder betrug die Basalaktivitat ebenfalls
1,7 % (95 %-Konfidenzintervall: 0,8-3,7) und wurde durch eine Vorinkubation
mit Anti-D um den Faktor 9,3 (P < 0,005) gesteigert (Abb. 15 B). Im Gegensatz
zur Gruppe der SMA-Patienten, war die Phagozytose autologer RBC nicht sig-
nifikant erhoht (P = 0,136).

Eine Vorinkubation der autologen RBC mit autologem Serum hatte weder in der
SMA-Gruppe (P = 0,486) noch in der Kontrollgruppe (P = 0,302) einen relevan-

ten zusatzlichen Effekt auf die zuvor genannte Phagozytoseaktivitat.
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Abb. 15: Erythrophagozytoserate in der Gruppe der SMA-Patienten (A) und der gesunden
nicht-andmischen Kinder (B) dargestellt mittels Boxplots: Die isolierten Monozyten der
SMA-Gruppe (A) sowie der Vergleichsgruppe (B) wurden jeweils mit: CFDA-SE gefarbten, nicht
weiter behandelten autologen RBC, mit: CFDA-SE gefarbten, im autologem Serum inkubierten,
autologen RBC, mit: CFDA-SE gefarbten, nicht weiter behandelten heterologen RBC eines
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gesunden Rh+ Spenders (Negativ-Kontrolle) und mit: Anti-D-opsonisierten, heterologen RBC
des gesunden Spenders (Positiv-Kontrolle) inkubiert. Daraus ergaben sich die vier aufgefiihrten
Ansatze. Die Phagozytoserate wurde als Prozentzahl der Fluoreszenz-positiven Monozyten
definiert, 100 % bedeutet, dass alle Monozyten eine positive Fluoreszenz aufweisen. Die Posi-
tiv-Kontrolle wies eine jeweils signifikant héhere Fluoreszenz auf als die verbundene Negativ-
Kontrolle (*: P <0.005; **: P < 0,001).

Um die Phagozytoserate der SMA-Patienten mit der der gesunden Kinder ver-
gleichen zu kdénnen, wurden die Werte an der jeweiligen Basalaktivitat genormt
(nicht- opsonisierte Kontroll-RBC; Negativ-Kontrolle). Es zeigte sich eine signifi-
kant erhbhte EPZ von autologen RBC in der Gruppe der SMA-Patienten im
Vergleich zu der Gruppe der gesunden Kinder (P < 0,001). Die Aufnahme der
heterologen, Anti-D-opsonisierten RBC (Positiv-Kontrolle) war in beiden Grup-
pen vergleichbar.

Durch die Region R2, wie in Abb. 13 dargestellt, wurde auch die jeweilige
durchschnittliche Fluoreszenz der Monozyten betrachtet, die eine durch Ein-
schluss geférbter RBC positive Fluoreszenz aufwiesen. Die Analyse offenbarte,
verglichen mit den Positiv-Kontrollen (52 [-68 bis 171]), in der SMA-Gruppe den
Trend zu einer héheren Fluoreszenzintensitat (P < 0,05) bei den mit autologen
RBC inkubierten Monozyten (295 [95 %-Konfidenzinterval: 175-414]). Dies
zeigt, dass die Monozyten in der SMA-Gruppe insgesamt mehr autologe RBC
als mit Anti-D-opsonisierte Kontroll-RBC phagozytierten. Die durchschnittliche
Fluoreszenz der Positiv-Kontrolle wies in der SMA-Gruppe im Vergleich zur

Vergleichsgruppe keinen Unterschied auf.
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4 DISKUSSION

4.1 Verwendung von CFDA-SE als Marker fir RBC

Im folgenden Abschnitt soll der Nutzen des verwendeten Farbstoffs CFDA-SE
zur Farbung von RBC erortert werden. Bisher wurde er zur Farbung verschie-
dener Zelltypen, u.a. von Bakterien (105), Amoben (106) und Pflanzenzellen
(107) verwendet. Die auRRerst stabile Bindung, die helle Fluoreszenz, das ho-
mogene Farbemuster und die niedrige Toxizitdt konnten bereits in Untersu-
chungen zur Zellteilung, die sich bis zur 10. Generation nachverfolgen liel3en,
dargestellt werden. Es wird vermutet, dass die konstante Fluoreszenz auf einer
Bindung von CFDA-SE mit intrazellularen Proteinen mit niedriger Umsatzrate
beruht (108).

Wegen dieser positiven Eigenschaften war es deshalb verlockend CFDA-SE
zur Markierung der RBC zu verwenden. In den Versuchen dieser Arbeit liel3
sich eine stabile Bindung des Farbstoffs innerhalb der RBC nachweisen. So trat
im Rahmen der vierstiindigen Inkubationszeit nur ein minimaler Verlust der Flu-
oreszenz auf. Weiterhin kam es zu keinem Austritt des Farbstoffs aus der Zelle
und damit zu keiner Kontamination weiterer Zellen. Mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie konnte eine stabile Farbung auch bei teilweise innerhalb der
Monozyten degradierten RBC gezeigt werden.

Ein in der Vergangenheit eingesetzter Farbstoff zur Farbung von RBC ist PHK-
26. Bei PHK-26 handelt es sich um einen lipophilen Fluoreszenzfarbstoff mit
roter Fluoreszenz (109). Obwohl sich PKH-26 zur effektiven Farbung der RBC
eignet, gibt es bei der Anwendung mehrere Mangel. So erfordert die Farbepro-
zedur die Inkubation in Puffern unterschiedlicher Isotonitaten, wodurch erhebli-
cher Stress auf die RBC ausgetbt wird. Dazu kommen die inhomogene Vertei-
lung auf der Oberflache und das Problem, dass es nach langeren Inkubations-
zeiten zu einer Kontamination von urspringlich nicht-gefarbten Zellen kommen
kann. Aufgrund dieser Nachteile kann CFDA-SE als Alternative zur Farbung
von RBC, insbesondere zur durchflusszytometrischen Analyse der EPZ, emp-

fohlen werden.
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4.2 Die neue Methode zur Messung der in vivo EPZ, eine
sinnvolle Innovation mit klinischem Nutzen?

4.2.1 Vergleich des vorgestellten Phagozytose-Assays mit bisher
verwendeten Methoden

Verschiedene Anséatze wurden, wie in der Einleitung bereits kurz erwahnt, zur
Messung der EPZ angewandt. Die einfachste und am hé&ufigsten verwendete
Methode ist die makroskopische Zahlung von gefarbten RBC innerhalb der
Phagozyten (78-80). Sie ist allerdings dadurch limitiert, dass nur eine relativ
kleine Anzahl von circa 500-1000 Zellen pro Objekttrager erfasst wird (78). Zu-
dem ist die mikroskopische Begutachtung flr den Untersucher verhaltnismalig
zeitaufwendig und lasst unerwtinschten Spielraum fir Interpretation. Mittels der
hier prasentierten Methode kdénnen hingegen in kirzester Zeit (sec) mehrere
Tausend Zellen analysiert werden. Aus den 5 ml Vollblut lassen sich 0,7 -1,4 x
10° Monozyten isolieren. Die groRe Zellzahl spielt vor allem dann fir die ge-
naue Quantifizierung eine wesentliche Rolle, wenn die Phagozytoserate gering
ist. Ein weiteres groRes Problem der mikroskopischen Analyse der Phagozyto-
se besteht darin, dass einmal phagozytierte RBC innerhalb der Monozyten
schnell degradiert werden. Da aber eine langere Inkubationszeit eine bessere
Simulierung der in vivo Verhaltnisse garantiert, wirden bereits abgebaute RBC
in der mikroskopischen Analyse nicht mehr korrekt erfasst werden. Trotz allem
stellt die mikroskopische Analyse der EPZ weiterhin eine attraktive Methode
dar, da sie relativ unkompliziert und ohne hohen technischen Aufwand durch-
fuhrbar ist. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass man sie zur groben Er-
fassung der EPZ hinzuziehen kann, zur exakten Quantifizierung ist sie jedoch
weniger geeignet.

Als weitere Alternative zur Messung der EPZ wurde eine auf
Lumineszenzmessung basierende Methode verwendet. Dabei kommt es zum
Einsatz von Luminol. Man macht sich zu Nutze, dass Luminol mit Oxidations-
mitteln unter Abgabe von blauem Licht reagiert, ein Vorgang, der als Chemilu-
mineszenz bezeichnet wird. Die Reaktion erfordert die Gegenwart eines Kataly-

sators, in diesem Fall das Eisen des Hamoglobins. Mit dieser Methode kénnen
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bereits kleinste Blutmengen nachgewiesen werden, weshalb sie vorwiegend in
der forensischen Diagnostik zum Einsatz kommt. Sie wurde in der Vergangen-
heit aber ebenfalls erfolgreich zur Messung der EPZ angewandt (81). Das von
den RBC ausgehende blaue Licht des Luminols wird dabei von einem soge-
nannten Luminometer gemessen, wodurch die EPZ geschatzt wird. Der Vortell
ist, dass es sich um eine schnelle und sensitive Methode zur Detektion von
Hamoglobin handelt. Dies bedeutet fir die Praxis, dass Messungen selbst mit
einer geringen Menge an Zellen durchgefuhrt werden kdnnen. Schwarzer und
Arese, die diese Methode 1994 als Erste auch zur Untersuchung der Malaria
anwendeten, gaben die minimale Zellzahl mit lediglich 500 Monozyten und 10
RBC an (84). Es wird allerdings nicht, wie bei der Messung mit einem
Durchflusszytometer ublich, jede einzelne Zelle gemessen, d.h., die Methode
musste immer mit der identischen Anzahl an Zellen und gleichem Verhaltnis
von RBC zu Phagozyten durchgefiihrt werden. Das ist in der Praxis problema-
tisch, da durch die Gewinnung der autologen Monozyten aus Spenderblut die
Anzahl individuell variiert und angeglichen werden musste. Weiterhin kann die
unterschiedliche Hamoglobinbeladung der RBC ein Storfaktor darstellen und
musste korrigiert werden. Fur die Untersuchung der SMA ist diese Methode
aber deshalb stark fehlerbehaftet, da das von den Malariaparasiten zu
Hamozoin umgewandelte Hamoglobin, genauso wie das Ausgangsprodukt, ei-
ne Chemilumineszenz auslost. Bei Patienten mit SMA zeigte sich jedoch aus
vorausgehenden Studien, dass eine stark variierende Anzahl der Monozyten
Hamozoin phagozytierten (94, 96). Auch in dieser Arbeit waren bis zu 24% der
Monozyten mit Malariapigment beladen. Im Umkehrschluss bedeutet dies aber
gleichzeitig, dass sich die Lumineszenz-Methode gut zum Nachweis von Mala-
riapigment in nativen Monozyten eignen wirde, sofern eine EPZ ausgeschlos-
sen werden kann.

Um die oben aufgefihrten Schwierigkeiten zu umgehen, kam es in mehreren
Studien zum Einsatz von speziellen radioaktiven (82, 83) oder fluoreszierenden
(84, 85) Markern fur RBC, mit denen sich die RBC nach erfolgter Phagozytose

detektieren lieRen. Auf Grund der Genauigkeit der Fluoreszenzmessung mittels
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Durchflusszytometrie, bei der jede einzelne Zelle einzeln erfasst wird, wurde
diese Methode fur die Studie favorisiert.

Um eine moglichst genaue Aussage zur Phagozytoserate machen zu kdnnen,
war es wichtig, innerhalb des Versuchs die in vivo Situation bestmdglich zu si-
mulieren. Erstmals wurden deshalb in einem Phagozytose-Assay bei Malariapa-
tienten autologe Phagozyten verwendet. Dadurch wurde auch die individuelle
Aktivitat der Monozyten in die Analyse integriert. Zur Separation der sensiblen
Monozyten wurden verschiedenen Methoden getestet, u.a. die haufig verwen-
dete Isolierung mittels Plastik-Adhasion (97). Der Vergleich géngiger Methoden
der Monozytenisolation zeigte jedoch, dass die Positivselektion der CD14+ Zel-
len durch magnetische Beads die am besten standardisierbare Methode dar-
stellte (Daten dazu sind in der Arbeit nicht aufgeftihrt). Die Vitalitat der CD14+
positiv selektierten Monozyten liel3 sich dadurch in vorhergehenden Studien mit
> 95 % belegen (98).

4.2.2 Potentielle Nachteile der neuen Methode

Eine Schwierigkeit der hier vorgestellten Methode besteht darin, dass die
Durchfihrung des Assays insgesamt als anspruchsvoll angesehen werden
kann. Gerade die Isolierung von sensiblen Zellpopulationen wie den Monozyten
erfordert Erfahrung in den entsprechenden labortechnischen Arbeitsweisen. Der
Assay sollte deshalb, um die Qualitat der Methode zu gewahrleisten, von aus-
reichend geschultem Personal durchgefuihrt werden und einer Qualitatskontrolle
unterliegen. Durch die jeweilige Negativ- und Positiv-Kontrolle kann jedoch im-
mer eine Aussage getroffen werden, ob der jeweilige Versuch auswertbar ist.

Obwohl der Assay im Vergleich zu anderen bereits erwahnten Methoden zur
Bestimmung der EPZ ein sehr genaues Verfahren darstellt und man innerhalb
weniger Stunden eine Auswertung erhélt, ist die Durchfihrung an sich fur das
Personal zeitintensiv (reiner Arbeitsaufwand circa 1,5 h bei einer Gesamtdauer
von circa 6 h bis zur Auswertung) und erfordert das Arbeiten unter sterilen Be-
dingungen. Dafir sind die Kosten pro Assay inklusive aller Kontrollen tber-

schaubar (circa 25,- € pro Assay nach Schatzung der Kosten fur Verbrauchs-
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materialien; Kosten fur die Selektion der Monozyten mittels MACS® circa 11,- €
pro Assay, nach Angaben des Herstellers, Miltenyi Biotec).

Fir eine Routineanwendung im Rahmen einer Andmiediagnostik eignet sich der
Assay aufgrund des personellen Aufwands weniger, er kann jedoch hilfreiche
Informationen bei speziellen Fragestellungen geben.

Eine weitere mogliche Schwéache ist, dass im vorgestellten Assay das Verhalt-
nis von autologen Monozyten zu RBC individuell variiert. Die Bandbreite von
Monozyten im humanen peripheren Blut wird allgemein mit 3-10 % der Ge-
samtpopulation der Leukozyten angegeben (45). Zudem finden sich im Rahmen
einer Malariainfektion regelméanRig erhéhte Monozytenwerte (99). Es ware daher
zweckmalig zu untersuchen, ob eine genaue Zellzahlbestimmung, zum Bei-
spiel durch einen elektronischen Zellzahler oder eine manuelle Zahlung mittels
Neubauer-Zahlkammer, zu einer noch exakteren Messung fihren wurde.
Zudem muss noch erwéhnt werden, dass durch die angewandte Methode spe-
ziell die EPZ durch Monozyten untersucht wird, obwohl auch Neutrophile zur
EPZ fahig sind. Im Rahmen einer Pf-Infektion spielen Neutrophile, ebenso wie
Monozyten und Makrophagen, eine wichtige Rolle, in dem sie nach der Phago-
zytose von Hadmozoin eine primare Immunantwort auslosen (100). Eine relevan-
te EPZ durch Neutrophile konnte bereits im Zusammenhang mit erworbener
hamolytischer Anadmie, Sichelzellanamie und weiteren Krankheitsbildern beo-
bachtet werden (101). Der Einfluss der EPZ durch Neutrophile an der Entste-
hung der SMA wird hier nicht speziell beachtet, es ware aber durchaus interes-

sant diesen Aspekt weiterzuverfolgen.

4.3 Erkenntnisse zur Pathogenese der SMA durch die neu
entwickelte in vitro Methode zur Quantifizierung der EPZ

4.3.1 Einfluss der Monozytenfunktion auf die Phagozytose bei SMA

Eine erhthte Phagozytose kann sowohl durch eine veréanderte Oberflache der
RBC als auch durch eine gesteigerte Aktivitdt der Phagozyten verursacht wer-
den. Deshalb wurden in den Versuchen ausschlie3lich autologe Monozyten

verwendet. Gerade im Rahmen der Malariainfektion ist dies ein wichtiger As-
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pekt, da durch vorherige Studien eine verstérkte Aktivierung der Makrophagen
durch die erhdhte Konzentration pro-inflammatorischer Mediatoren gezeigt wur-
de (102). Gleichzeitig konnte aber auch eine negative Beeinflussung der Pha-
gozytose durch Hamozoin nachgewiesen werden (95). Trotz des Nachweises
von Hamozoin in 2-24 % der Monozyten innerhalb der SMA-Studienpopulation,
lassen die hier gewonnenen Ergebnisse darauf schlie3en, dass die signifikant
erhohte EPZ im Rahmen einer SMA wesentlich mit einer Veranderung der
Oberflache der RBC zusammenhéangt. So kam es nach Inkubation von Monozy-
ten der SMA-Patienten mit den RBC eines gesunden Spenders zu keinem sig-
nifikanten Anstieg der Phagozytose. Eine Hemmung der Phagozytose bei den
Patienten mit hohen Hamozoinanteil wurde ebenfalls nicht beobachtet, so dass
man davon ausgehen kann, dass der Hamozoingehalt innerhalb der Monozyten
keinen relevanten Einfluss auf die Fahigkeit der Monozyten zur EPZ ausubt.
Auch wenn die gesteigerte EPZ bei SMA-Patienten wesentlich durch eine Ver-
anderung der RBC-Oberflache verursacht werden dirfte, konnten aber gleich-
wohl in einer neueren Studie erhdhte Werte von Neopterin als Serummarker fur
die gesteigerte Monozytenaktivitdt bei SMA-Patienten nachgewiesen werden
(103). Die genaue Rolle der Monozyten und Makrophagen an der Entstehung
der SMA wird zurzeit weiter untersucht. Die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine wie INF-y, TNF-a, IL-12 durch Monozyten, Makrophagen und
Neutrophile spielen eine wichtige Rolle in der menschlichen Immunabwehr bei
Pf-Infektion. Sie fordern u.a. die Phagozytose von parasitierten RBC und hem-
men somit das Wachstum der Plasmodien (100). Gleichzeitig konnte gezeigt
werden, dass stark erhthte Serumspiegel pro-inflammatorischer Zytokine mit

dem Schweregrad der Malaria korrelieren (104).

4.3.2 Rolle der pathologisch erhdhten EPZ fir die Entstehung der
SMA

Fur die Entstehung der SMA sind bislang verschiedene Pathomechanismen
bekannt. Dazu zahlen, neben der direkten Zelllyse von parasitierten RBC, die
Unterdriickung der hAmatopoetischen Aktivitat des Knochenmarks (37, 38) und

eine gesteigerte EPZ (4, 5).
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Die hier gesammelten Daten unterstiitzen die Hypothese, dass eine patholo-
gisch erhdhte Phagozytose von nicht-infizierten RBC wesentlich an der Entste-
hung der SMA beteiligt ist. In den Untersuchungen konnte eine signifikant hhe-
re EPZ in der SMA-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden. Die
Phagozytoserate lag dabei deutlich Gber der Rate an parasitierten RBC. Die
hier dargestellten Ergebnisse befinden sich im Einklang mit vorausgegangenen
Untersuchungen an Menschen (5, 110) und Mausen (111), die ebenfalls eine
deutlich erhéhte Phagozytose nicht-parasitierter RBC bei Pf-Infektion nachwei-
sen konnten. Die EPZ durch Makrophagen in Milz und Leber sowie durch peri-
phere Monozyten ist der wahrscheinlichste Mechanismus fir den massiven Ab-
bau von nicht-infizierten RBC im Rahmen einer Malaria. Das erklart auch, dass
SMA-Patienten aus der Studie als indirektes Zeichen der gesteigerten Phagozy-
tose meist eine erhebliche Splenomegalie aufwiesen (sonographisch und
palpatorisch evaluiert, die Daten dazu sind in der Arbeit nicht aufgefiihrt). Der
Zusammenhang zwischen einer Splenomegalie und erhohter EPZ im Rahmen
einer Malaria konnte bereits in vorherigen Studien beobachteten werden (112).
Wie hoch das Verhaltnis von phagozytierten parasitierten zu nicht-parasitierten
RBC ist, wurde in der Vergangenheit von Jakeman et al. mithilfe eines mathe-
matischen Modells beleuchtet. Dabei konnte errechnet werden, dass fur jeden
parasitierten Erythrozyt weitere 8,5 nicht-infizierte RBC durch Phagozytose aus
der Blutbahn entfernt werden (5). Dieser Wert ist so auch mit den hier gewon-
nenen Ergebnissen vereinbar. In dieser Arbeit war die Rate der EPZ bei Patien-
ten mit SMA im Vergleich zur physiologischen Basalrate um den Faktor 7,2 er-
hoht. Bei einer durchschnittlichen Parasitamie der acht Probanden mit SMA von
25 583 Pf/ul bedeutet es, wenn man von etwa 1 500 000 RBC pro ul Blut aus-
geht, dass geschéatzt nur jeder 60. Erythrozyt befallen ist und somit fir jeden
parasitierten circa 8,6 nicht-parasitierte RBC durch EPZ verloren gehen. Aller-
dings ist die hier aufgezahlte Gruppe mit nur acht SMA-Patienten relativ klein
und damit nur eingeschrankt reprasentativ.

Die Resultate dieser Arbeit fihren auch zu der Annahme, dass die erhdhte
Phagozytose, wie im Abschnitt zuvor bereits erwéhnt, wesentlich auf eine ver-

anderte RBC-Oberflache zuriuckzufiihren sein durfte. Die zusatzliche Inkubation
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der RBC im autologem Serum von SMA-Patienten hatte allerdings keinen wei-
teren Effekt auf die Phagozytoserate. Am wahrscheinlichsten durfte sein, dass
die RBC der SMA-Patienten bereits ausreichend opsonisiert waren, so dass
eine Exposition in deren zytokinreichen Serum keinen zusatzlichen Effekt mehr
ausubte.

Die genauen Mechanismen, die durch eine Pf-Infektion eine Veranderung der
RBC-Membran bewirken, missen nun weiter untersucht werden. Es konnten
bereits erhthte Ablagerungen von IgG sowie eine Veranderung der komple-
mentregulierenden Proteine, u.a. CD35 und CD55 bei schwerer Malaria nach-
gewiesen werden (81, 113, 114). Der Vorgang des Abbaus von nicht-infizierten
RBC im Rahmen einer SMA &hnelt demzufolge dem in der Einleitung beschrie-
benen Abbau &lterer RBC. Man kann die bisherigen Erkenntnisse also so inter-
pretieren, dass es sich bei der SMA nicht um eine rein von der Malaria direkt
ausgeloste Komplikation handelt, sondern, dass die Immunantwort des Wirts
malf3geblich fur den Schweregrad mitverantwortlich ist. Dies spiegelt sich auch
in der erhéhten Serumkonzentration pro- und anti-inflammatorischer Zytokinen,
wie TNF-a bzw. IL-10 wider (115-117).

Fur die Zukunft wird es ein interessanter Aspekt, sein weiter zu untersuchen,
welche Rolle die genetische Préadisposition bei der Immunabwehr der Pf-
Infektion und bei der Entstehung der SMA spielt. Aus neueren Studien geht
hervor, dass das genetische Verteilungsmuster der Monozyten-
Subpopulationen fir die Prognose mit entscheidend sein kénnte (118), da fur
die verschiedenen Subpopulationen unterschiedliche inflammatorische Eigen-
schaften nachgewiesen werden konnten (119). So kénnte das Verhaltnis von
pro- inflammatorische zu anti-inflammatorisch wirksamen Monozyten einen
groR3en Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen. Auch zwischen einzelnen
ethnischen Gruppen in malariaendemischen Gebieten konnte bereits bei Kin-
dern eine unterschiedliche Immunantwort, resultierend aus einer starkeren Anti-
korperbildung und stérker Ausschittung von Zytokinen, aufgezeigt werden
(120).
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4.3.3 Neue therapeutische Ansatze zur Behandlung der SMA?

Basierend auf der Tatsache, dass im Verstandnis der SMA bereits Fortschritte
erzielt werden konnten, 6ffnen sich fir die Zukunft Chancen flr eine alternative
Behandlung zur effektiven, allerdings riskanten Bluttransfusion. Neben den er-
wahnten Infektionsrisiken in den Landern der Dritten Welt (34, 43), gibt es zu-
dem wegen einer kulturell bedingt wenig ausgepragten Spenderbereitschaft und
fehlenden Lagerungsmaglichkeiten haufig nicht ausreichend Blutkonserven.

Bei dem Versuch einer Malaria durch eine effektive Impfung vorzubeugen, sind
in den letzten Jahren einige vielversprechende Ansatze entwickelt worden
(121). Der aktuell verheiBungsvollste Kandidat ist der Impfstoff RTS,S, der bis-
her als einziger in Phase-IlI-Studien erfolgreich getestet werden konnte (122).
RTS,S stimuliert das menschliche Immunsystem durch die Simulation eines
Sporozoiten-Oberflachenproteins (123). Wegen der positiven Ergebnisse in den
Phase-1I- und Phase-IlI-Studien wird bereits mit einer Markteinfiihrung bis 2015
gerechnet. Hierzu ist selbstverstandlich relativierend zu erwahnen, dass der
Impfstoff dann erst noch tber Jahre seine Effektivitdt nachweisen muss. Zudem
besteht im Vergleich zu anderen Vakzinen, wie zum Beispiel dem gegen Ma-
sern, nur eine relativ méRige Wirkung von etwa 50 % (122). Auch deshalb ist es
durchaus sinnvoll, nach weiteren Therapieoptionen zur Behandlung der Kom-
plikationen einer Malaria zu forschen.

Da es sich bei der SMA, nach aktuellem Wissenstand, vorwiegend um eine
Anamie immunologischer Genese handelt, stellt die Beeinflussung der mensch-
lichen Immunreaktion ein mdglicher Therapieansatz dar. Interessant ware zum
Beispiel die Fragestellung, ob durch den Einsatz von Immunsuppresiva die
Prognose der SMA verbessert werden kdnnte. Dies ist bereits erfolgreich bei
Behandlung der hamolytischen Anamie ausgeldst durch Autoantikérper vom
Warme-Typ geschehen (124). Ahnlich wie bei der SMA, finden sich auch bei
der Warme-Ak-assoziierten Hamolyse vermehrt IgG auf der RBC-Oberflache.
Man muss jedoch relativierend hinzufigen, dass sich eine supportive
Cortisontherapie bei zerebraler Malaria als eher nachteilig fir den Verlauf er-
wies (125, 126), u.a. traten vermehrt intestinale Blutungen auf, weshalb gerade

die SMA-Therapie mit Cortison problematisch ware. Dahingegen konnte zumin-
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dest an Mausen der positive Effekt des Immunsuppressivum Azathioprin zur
schnelleren Eliminierung der Parasiten nachgewiesen werden (127). Neuere
immunmodulierende Medikamente wie TNF-a-Blocker wéaren eine weitere
denkbare Alternative, die es in Zukunft zu testen gilt.

Zudem konnte das tiefere Verstandnis genetisch bedingter Resistenzmecha-
nismen helfen, Wege zu innovativen Therapien zu finden.

Ob in Zukunft eine in der Dritten Welt anwendbare und finanzierbare, spezifi-
sche Therapie gefunden werden kann, héangt auch wesentlich von den weiteren

Forschungen zu diesem Thema ab und wird eine spannende Frage bleiben.

4.4 Andmien mit nicht vollstandig verstandener Pathogene-
se: Beispiele fur weitere potentielle Anwendungsbereiche
der neuen Methode

Da es bisher nur wenige Moglichkeiten gab, den Anteil der EPZ mit einer ver-
gleichsweise gut reproduzierbaren Methode quantitativ zu messen, soll der hier
entwickelte Phagozytose-Assay die Mdglichkeit bieten weitere Anamien besser
verstehen zu konnen.

Dazu zéhlen in erster Linie Anamien mit positiven Parametern der Hamolyse
wie zum Beispiel Sichelzellanamie (6) Thalassamien (7), Spharozytose (8) und
Anamien ausgeldst durch Warme- oder Kalte-AK.

Im Weiteren handelt es sich auch um Anamien mit multifaktorieller Genese.
Diesbezuglich soll hier kurz auf zwei in den Industrienationen haufig vorkom-
mende Krankheitsbilder eingegangen werden, die Tumoranadmie und die chro-
nische Entzindungsanamie (ACD). Die Tumoranamie kann, u.a. ausgelost
werden durch eine Tumorinfiltration des Knochenmarks, Tumorblutungen oder
Hamolyse bei Warme- oder Kélteantikdrpern. Oft findet sich jedoch keine weite-
re Erklarung fir die Entstehung der Andmie auf3er der malignen Erkrankung
selbst (128, 129). Nach aktuellem Wissensstand wird die Tumor-assoziierte
Anamie als eine Funktionsstérung des Immunsystems gesehen, bei der es als
Resultat der Interaktion zwischen Tumorzellen und Wirt zu einer Uberexpressi-
on an pro-inflammatorischen Zytokinen (u.a. IL-6, TNF-a) kommt. Das ent-

spricht in etwa auch den Mechanismen, die zur ACD fuhren (130). Neben den
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bekannten Mechanismen im Rahmen chronisch-entzindlicher Prozesse wie der
Erhohung des Hepcidin-Spiegels speziell durch IL-6 und der damit verbunde-
nen verminderten Eisenfreisetzung aus den Makrophagen (131), einer vermin-
derten EPO-Produktion und einer Knochenmarksuppression, lief3 sich auch hier
eine verklrzte Lebenszeit der RBC nachweisen (129).

Es finden sich jedoch sowohl zur Andmie bei chronischer Erkrankung (u.a.
chronisch entzindliche Darmerkrankungen, rheumatoide Erkrankungen) als
auch speziell zur Tumor-assoziierten Anamie in der aktuellen Literaturrecherche
keine Angaben dariber, zu welchem Anteil die EPZ an der Anamie beteiligt ist.
Gerade weil die Tumor-assoziierte Anamie mit einer Pravalenz von 10-40 %
(132) eine haufige Komplikation des Tumorleidens darstellt, kbnnte ein besse-
res Verstandnis helfen, die bisherigen Therapieoptionen (Gabe von Epo und
Bluttransfusionen) (133) zu erweitern.

Mit der hier vorgestellten Methode bietet sich nun die Mdglichkeit zu eruieren, in

welchem Ausmal? die gesteigerte EPZ eine Rolle spielt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Eine Anamie kann aus einem erhghten Abbau und einer verminder-
ten Produktion von Erythrozyten (RBC) resultieren. Zur Diagnostik verschiede-
ner Ursachen der Anamie wie der intravasalen Hamolyse oder der
Knochenmarksaktivitdt stehen bereits etablierte direkte und indirekte Messme-
thoden zur Verfugung. Dagegen war es bislang schwierig, die
Erythrophagozytose (EPZ) quantitativ zu erfassen. Methoden:_Es wurde daher
eine neue Methode zur quantitativen Messung der EPZ entwickelt. Als

Phagozyten dienten die autologen Monozyten aus 5 ml Vollblut. Die Separation

der CD14* Monozyten wurde mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation und
magnetischer Zellsortierung durchgefihrt. Die RBC wurden mit dem Fluores-

zenzmarker Carboxyfluoreszin Diacetat, Succinimidyl Ester (CFDA-SE) markiert

und mit den CD14% Monozyten fur 4 h bei 37 °C inkubiert. Die
Phagozytoserate wurde anschlieBend durchflusszytometrisch gemessen.
Nachdem der Assay standardisiert wurde, sollte dessen Validitdt am Beispiel
der schweren Malariaanamie (SMA) gezeigt werden. Bei der Entstehung einer
SMA spielt die Phagozytose von parasitierten und nicht- infizierten RBC eine
wichtige Rolle. Wir untersuchten acht Patienten mit SMA nach WHO-Definition
und stellten ihnen acht gesunde Probanden als Kontrollgruppe gegenuber. Er-
gebnisse: Wahrend der vierstindigen Inkubationszeit zeigte sich eine konstan-
te Fluoreszenz des Farbstoffs CFDA-SE, eine Kontamination nicht-geféarbter
Zellen wurde nicht beobachtet. Die Phagozytoserate der autologen Monozyten
war in der SMA-Gruppe signifikant um den Faktor 7,2 im Vergleich zur Kontroll-
gruppe gesteigert. Schlussfolgerung: CFDA-SE eignet sich gut zur Markie-
rung von RBC und stellt eine Alternative zu den bisher verwendeten Substan-
zen dar. Der hier vorgestellte Assay ist in der Lage eine klinisch relevante EPZ
guantitativ zu messen und zeigt zudem den Zusammenhang der SMA mit einer
erhohten EPZ von nicht-infizierten RBC auf. Die neue Methode ist gut reprodu-
zierbar und bietet wesentliche Vorteile zu den bisherigen Versuchen die EPZ zu

bestimmen.
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