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Lege das Ruder erst dann nieder,

wenn das Boot an Land ist. (aus dem Gabun)

1.Einleitung

Malaria ist eine von Protozoen hervorgerufene Infektionskrankheit von globaler
Bedeutung. Ausloser der Krankheit sind Parasiten des Genus Plasmodium, von denen
aktuell 5 verschiedene humanpathogene Arten bekannt sind: Plasmodium falciparum,
P. ovale, P. vivax, P. knowlesii und P. malariae. Die gefahrlichste und haufigste Form
der Malaria ist die durch P. falciparum verursachte Malaria tropica.™?

Nach Schatzungen der WHO betrug die globale Malariainzidenz im Jahr 2010

216 Millionen Falle. In 91 % der Falle wurde die Malaria durch eine Infektion mit

P. falciparum ausgel6st. Die Anzahl der in demselben Zeitraum durch Malaria
verursachten Todesfalle wird mit 655 000 Personen pro Jahr angegeben.
Einundneunzig Prozent der Todesfalle kommen aus Afrika, etwa 86 % der globalen
Todesfille wurden bei Kindern unter fiinf Jahren beobachtet.’

Die globale Malariainzidenz und die globale Mortalitatsrate sind — verglichen mit den
Daten aus 2009 — leicht riicklaufig.*

Diese Arbeit befasst sich mit der Wirksamkeit verschiedener Chemotherapeutika zur
Behandlung einer Infektion mit P. falciparum.

Sie basiert auf Daten, die durch eine in vitro Resistenztestung in Lambaréné, Gabun im

Zeitraum von Dezember 2009 bis Juni 2010 gewonnen wurden.

Lambaréné liegt wenige Kilometer siidlich des Aquators in Zentralafrika. Zunichst
bekannt durch Albert Schweitzer, der hier 1913 ein Krankenhaus griindete, ist es
mittlerweile eine Stadt mit rund 25000 Einwohnern, am Ufer des Ogowes, mitten im
tropischen Regenwald. Das tropische Klima ist gepragt von hoher Luftfeuchtigkeit (bis
zu 98 %) und hohen Durchschnittstemperaturen. Die Jahresdurchschnittstemperatur

von Gabun betragt 25 °C.”



Abb. 1 Gabun®
Abdruck mit freundlicher Erlaubnis von Bourrichon, Wikimedia Commons,
lizenziert unter CreativeCommons-Lizenz by-sa-3.0.

Gabun gehort zu den Hochendemielandern der Malaria. Neben P. falciparum, welches
mit Abstand der dort am haufigsten angetroffene Malariaerreger ist, finden sich auch
P. malariae und P. ovale.

Eine weitere medizinische Herausforderung ist die groBe Anzahl der an Tuberkulose
und HIV erkrankten Menschen.

Die Verbreitung der Malaria steht in engem Zusammenhang mit der Armut: Vielen

Menschen im Gabun fehlen die Mittel fiir die Fahrt und Behandlung im Krankenhaus,



den Kauf von Moskitonetzen, fiir den Bau von moskitoundurchldassigen Wanden oder
gar einer Klimatisierung der Hauser.

In der Studie von Issifou und Kremsner wird dies verdeutlicht: Im Zeitraum 1998 bis
2003 wurde eine signifikante Reduzierung der ambulanten Patienten und der
Malariafdlle im Albert Schweitzer Krankenhaus festgestellt. Im Vergleich dazu steht die
Statistik der Patienten des , Hopital général” aus Lambaréné, welche in diesem
Zeitraum keine signifikante Anderung der Patientenanzahl verzeichnete. In der oben
genannten Periode wurden die Kosten fiir die Konsultation im Albert Schweitzer
Krankenhaus zweimalig erhoht. Die Vermutung liegt nahe, dass dies der Anlass fiir
viele Patienten war, sich an anderen Stellen Hilfe zu suchen.’

Allzu haufig verzdgern sich Diagnose und Therapie wegen Geldmangel, Unwissen oder
Verantwortungslosigkeit der Familienmitglieder. Die von der WHO empfohlenen
Kombinationspraparate sind fir afrikanische Verhaltnisse teuer und nicht immer
erhaltlich. Im Gabun kénnen Antimalariamedikamente in den Apotheken und
Gesundheitsposten oder auf dem Schwarzmarkt zum groRRten Teil rezeptfrei erworben
werden. Die aktuellen Empfehlungen sind in den Apotheken von Lambaréné und den
Gesundheitsposten in den Dorfern nur unzureichend bekannt. Das fihrt haufig zu nicht
addquater Dosierung und kann die Resistenzentwicklung der Parasiten fordern.
Aullerdem begegnen viele Menschen der westlichen Medizin mit Misstrauen und
ziehen die traditionelle Medizin vor. Dies kann vor allem fiir Patienten, die besonders

vulnerabel sind (Kleinkinder und Schwangere), schnell dramatische Folgen haben.

Das Forschungslabor , Unité des recherches médicales” forscht gemeinsam mit dem
Tropeninstitut der Universitat Tibingen an diversen Tropenkrankheiten, darunter
neben Malaria auch an Schistosomiasis, HIV und Tuberkulose.

In der Malariaforschung werden unter anderem die Impfstoffe RTS,S und GMZ2
getestet, sowie das Ferroquin — ein neuer Wirkstoff zur Behandlung der Infektion mit
P. falciparum.

FARM — ,Dose Ranging Study of Ferroquine With Artesunate in African Adults and

Children With Uncomplicated Plasmodium Falciparum Malaria” stellt eine Studie in der



klinischen Phase 2 dar, die seit 2009 in verschiedenen afrikanischen Zentren
durchgefiihrt wird, darunter auch in Lambaréné.®

Die Daten fiir diese Arbeit wurden von Teilnehmern dieser Studie erhoben; die
Resistenztestung ist im Studienprotokoll festgelegt. Die Phase 2 dieser Studie wurde
flr Lambaréné im August 2009 durch das nationale Ethikkomitee in Libreville, Gabun
genehmigt und folgt den ethischen Richtlinien der medizinischen Forschung am

Menschen, definiert in der Deklaration von Helsinki.

1.1.Der Lebenszyklus der Parasiten

Die Ubertragung der Parasiten erfolgt in der Regel durch die weibliche
Anophelesmiicke, sehr selten auch durch eine Bluttransfusion oder perinatal.9
Wasseransammlungen, die als Brutstatte fir die Larven der Miicken dienen und vor
allem in der Regenzeit zu finden sind, beglinstigen die Vermehrung der Miicken; dies
erklart die zum Teil starken saisonalen Schwankungen der Malariapravalenz in vielen
endemischen Gebieten.™® Gabun ist hochendemisch fiir Malaria.

Die Transmission findet in den nordlichen Gegenden ganzjahrig und im Stiden des
Landes von Oktober bis Juli statt.™ Insgesamt wurden im Gabun 21 verschiedene
Spezies der Anophelesmiicke beschrieben. Hiervon sind Anopheles arabiensis,

A. coustani, A. funestus, A. gambiae, A. hancocki, A. hargreavesi, A. melas, A. nili,

A. paludis und A. pharoensis Vektoren flr Plasmodien.'? Malaria wird im Gabun
hauptsachlich durch Infektion mit P. falciparum verursacht; als Hauptvektoren gelten
A. gambiae s. s. und A. funestus.13

Im Darm der weiblichen Anophelesmiicke findet die sexuelle Vermehrung im
Entwicklungszyklus der Parasiten statt, hierbei entwickeln sich aus den Gametozyten
die reifen Geschlechtsformen, die sich zur Zygote vereinigen. Die Zygote wachst, wird
mobil und nistet sich als Oozyste im Darmgewebe ein. SchlieBlich platzt die Oozyste
und setzt Sporozoiten frei, die in die Speicheldriisen der Stechmiicke wandern und bei
einem Stich in die Blutbahn des Wirtes gelangen.10 Uber die BlutgefiRe gelangen die
Sporozoiten in die Leber; es folgt die Reifung zum Leberschizonten, aus dem etwa

30000 Merozoiten freigesetzt werden.™®



Lange Zeit war nicht geklart, wie die hepatischen Merozoiten der Phagozytose durch
die Kupffer-Zellen entgehen kdnnen. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die
Merozoiten liber sogenannte Merosomen durch die Lebersinusoide in die Blutbahn
gelangen.' Die Merosomen dienen somit als , Trojanisches Pferd”, welches die
Merozoiten vor den zahlreichen Kupffer-Zellen schiitzt. Die Merosomen selbst werden
aus der Membran einer Wirtszelle gebildet.™ Die Exposition von Phosphatidylserin,
welches die Phagozytose einleiten wiirde, wird dabei von den Parasiten unterdriickt.*
In der Blutbahn befallen die Merozoiten die Erythrozyten und entwickeln sich zu
intrazelluldren Trophozoiten.™®

Der Trophozoit erndhrt sich von einer Vielzahl von Wirtsmetaboliten und -proteinen,
vor allem von Hamoglobin und Glukose. Hamoglobin wird zu Héimozoin abgebaut und
bildet das mikroskopisch sichtbare Malariapigment.

Durch Kernteilung des Trophozoiten entwickelt sich ein mehrkerniger Schizont;®
hieraus entstehen bis zu 32 Merozoiten. Der intraerythrozytare Lebenszyklus dauert
bei P. falciparum 48 Stunden.”” Am Ende des Zyklus verlassen die Merozoiten den
mittlerweile stark veranderten und verbrauchten Erythrozyten, zirkulieren sehr kurze
Zeit frei und befallen neue, frische Erythrozyten.™®

Da pro Schizont etwa zehn neue Erythrozyten befallen werden stellt die erythrozytare
Phase einen Vermehrungszyklus mit nahezu exponentiellem Wachstum der Parasiten
innerhalb der roten Blutkérperchen dar.*°

Nur in diesem Stadium sind bei den Patienten Symptome und Komplikationen der
Krankheit Malaria zu beobachten.

Ein Kardinalsymptom der Malaria ist Fieber. Es ist vor allem zum Zeitpunkt der
Merozoitenfreisetzung aus den Erythrozyten zu beobachten. Bei unbehandelten
Patienten findet sich als Ausdruck der Synchronisierung der Merozoitenfreisetzung
eine fiir die Plasmodienspezies typische Periodik des Fiebers (im Abstand von

48 Stunden bei P. vivax und P. ovale bzw. 72 Stunden bei P. malariae).

Im Gegensatz hierzu wurde bei Infektion mit P. falciparum ein Fieberanstieg im

zirkadianen Rhythmus beobachtet.*



Einige wenige Merozoiten werden zu weiblichen und mannlichen Gametozyten, diese
werden bei einem erneuten Stich durch die Stechmiicke aufgenommen — der Kreis

schlieRt sich.’

1.2.Symptome der Malaria

Die Inkubationszeiten der vier humanpathogenen Spezies von Plasmodium
unterscheiden sich: Bei P. falciparum liegt die Inkubationszeit bei mindestens 6-15
Tagen. Bei P. vivax und P. ovale kommt es 10-18 Tage nach Infektion zum
Krankheitsausbruch, bei P. malariae hingegen erst nach 18-40 Tagen. Bei einer
Infektion, welche von den Hypnozoiten (P. ovale und P. vivax) ausgeht, kann die
Inkubationszeit Monate bis Jahre dauern.’

Die Symptome und deren Ausmalfl sind abhangig von der individuellen Immunitatslage
und der Art bzw. dem Zeitpunkt des Beginns einer antiparasitaren Therapie.

Bei Vorhandensein einer Semi-Immunitat (in endemischen Gebieten) kann eine
Infektion asymptomatisch oder mit milden Symptomen verlaufen.

Die Beschwerden dhneln hiufig den Symptomen eines grippalen Infekts.!

Neben Fieber treten bei Malaria auch Schiittelfrost, Gliederschmerzen,
Abgeschlagenheit und Erbrechen auf. Auch ein lkterus als Zeichen der Hdmolyse, der
disseminierten intravasalen Koagulopathie oder Leberzellschadigung findet sich
gelegentlich.20 Laborchemisch spiegelt sich dies in einer erhéhten

Laktat -Dehydrogenase (LDH), einem erhdhten Bilirubin und einem erniedrigten
Haptoglobin wider.”* Weitere laborchemische Auffalligkeiten sind eine
Thrombozytopenie und im Verlauf eine Animie.?

Zeichen der schweren Malaria sind definiert durch das Auftreten eines oder mehrerer
der folgenden Symptome: zerebrale Symptome (Koma, gehaufte Krampfanfalle),
schwere Anamie, Lungenddem, Hypoglykamie, akutes Nierenversagen, metabolische
Azidose, Hamorrhagie und Kreislaufschock.?

Bei langerdauernden Infektionen kommt es zu einer Splenomegalie, welche eine

Panzytopenie bedingen kann.*



Malaria kann jedoch nicht klinisch diagnostiziert werden, da die Symptome nicht
spezifisch flr eine Malariaerkrankung sind und so nicht sicher zwischen einer Malaria
und einer anderen (mitunter auch lebensbedrohlichen) Tropenerkrankung
unterschieden werden kann.” Die alleinige Anwendung klinischer Algorithmen zur
Diagnose einer Malaria fihrt zu einem inakzeptablen hohen Prozentsatz an
Behandlungsfehlern durch Fehldiagnose.?*

Der Goldstandard in der Diagnostik ist nach wie vor der dicke Tropfen als
Anreicherungsverfahren bzw. der Blutausstrich zur Speziesdifferenzierung.
Schnelltests basieren in der Regel auf einem Proteinnachweis (z. B. HRP2). Sie erlauben
eine schnelle Diagnosestellung ohne Vorhandensein eines Labors, haben jedoch eine

niedrigere Sensitivitit und kénnen die Standarddiagnostik nicht ersetzen.’

1.3.Klinische Pathophysiologie

Die pathophysiologischen Mechanismen der Symptome und Komplikationen der
Malaria sind nicht vollstandig bekannt. Einige, z. T. gut untersucht Modelle schlagen
vor, dass sie u. a. durch Expression von Oberflachenrezeptoren an infizierten
Erythrozyten, Hamolyse von Erythrozyten, Freisetzung von Parasiten- und Zellmaterial
in den Kreislauf und der daran anschlieBenden Reaktion des Immunsystems des Wirts
entstehen.™

Infizierte Erythrozyten exprimieren an der Oberflache ein spezielles Membranprotein.
Dieses P. falciparum Erythrozyten Membranprotein (PfEMP1 = P. falciparum
erythrocyte membrane proteine 1) ist ein Rezeptor und vermittelt die Rosettenbildung,
die Verklumpung von infizierten Erythrozyten und die Anheftung an GefaRwande. Dies
hat eine Stérung der Mikrozirkulation zur Folge.25

Die Rosettenbildung entsteht durch Verbindung von infizierten und nichtinfizierten
Erythrozyten. Sie spielt moglicherweise bei der zerebralen Malaria eine Rolle.”®

Durch die rezeptorvermittelte Anheftung von infizierten Erythrozyten an
Endothelzellen gelingt es den Parasiten zudem, der Sequestration durch die Milz zu

entgehen.”



Andmie entsteht durch intravasale Hamolyse von infizierten und nicht infizierten
Erythrozyten, Eliminierung deformierter Erythrozyten durch die Milz und Stérung der

2728 Beim Zerfall von Erythrozyten im Rahmen der

Erythropoese.
Merozoitenfreisetzung gelangen Glykolipide und andere parasitdare Molekiile in den
Kreislauf und werden von Zellen des angeborenen Immunsystems erkannt. Diese
konnen eine Reihe von proinflammatorischen Zytokinen produzieren (z. B.TNF, IL-6,
IL-1 beta und Gamma-Interferon). Dies kann zur Aktivierung einer Zytokinkaskade

fuhren, die Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen und Schiittelfrost auslést.™

Die Anamie, die Dehydratation mit einhergehendem erniedrigten Perfusionsdruck und
korpereigene Entziindungsprozesse wirken sich ebenfalls negativ auf die Oxygenierung
der Gewebe aus. Die verminderte Oxygenierung, eine vermehrte Produktion von
Laktat durch die Parasiten und eine verminderte Elimination von Laktat durch die
Leber fihren zu einer metabolischen Azidose. Diese metabolische Azidose (haufig
Laktatazidose) ist ein wichtiges Zeichen der schweren Malaria. Als Konsequenz kénnen
aus dieser Azidose eine respiratorische Insuffizienz und Koma entstehen.”

Basierend auf den Symptomen und Entziindungsprozessen der Malaria wurden scores
entwickelt, die der Prognose und somit der gezielten Anwendung von Ressourcen bei
der schweren Malaria dienen sollen. Einer dieser scores ist der Lambaréné Organ
Dysfunction Score (LODS), der aus den Symptomen Koma, Erschépfung und vertiefte
Atmung besteht. Der LODS ist einfach anzuwenden und besitzt eine hohe Aussagekraft

beziiglich der Mortalitat bei der schweren Malaria bei Kindern.?

1.4.Erworbene Immunitat

Lebensbedrohliche Auspragungen bei Malaria finden sich — abgesehen von Reisenden,
Immigranten und Immunsupprimierten — besonders bei Kindern und Schwangeren.a'0
In endemischen Gebieten treten selten schwere Auspragungen einer Malaria mit
hoher Parasitamie oder Fieber bei Sduglingen auf. Dies geht vermutlich auf einen
synergistischen Effekt von fetalem Hamoglobin, Erndhrung durch Muttermilch und

maternalen Antikdrpern zuriick.>!



In den ersten Lebensjahren nimmt das Risiko flr einen schweren Krankheitsverlauf
kontinuierlich ab. Erwachsene aus hochendemischen Gebieten haben fast
ausschlieBlich milde oder asymptomatische Krankheitsverlaufe.?%32

Unter holoendemischen Bedingungen kann sich nach zahlreichen Infektionen und
kontinuierlicher Exposition eine Teil-lmmunitat ausbilden.

Die Mechanismen dieser Immunitat sind bislang noch nicht bis ins Detail geklart.**
Ein Mechanismus der erworbenen Immunitat ist die IgG-vermittelte Erkennung von
Antigenen an der Oberfliche infizierter Erythrozyten (u.a. PFEMP-1)** und auf
Merozoiten. In Experimenten zur passiven Immunisierung konnte die entscheidende
Rolle der Antikorper bei der Entwicklung einer natiirlichen Immunitat gezeigt werden.
Hierbei wurden Patienten aus Asien IgG-Antikorper von erwachsenen Afrikanern
Ubertragen. Dies flihrte zu einer Wachstumshemmung der Parasiten in vivo.
Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde Impfstoff GMZ2 als Fusionsprotein zweier

wichtiger Antigene entwickelt.*>3®

1.5.Die Malaria-Hypothese

Charles Darwin beschreibt in seinem Werk ,,Die Entstehung der Arten” 1859 den
Uberlebensvorteil der Lebewesen, welche sich am besten angepasst haben.

Darwin war der erste, der ein plausibles Modell fiir die Evolution der Lebewesen
aufstellte; mittlerweile wurden einige seiner Grundprinzipien durch Erkenntnisse um
molekularbiologische Vorgange innerhalb der Genetik erweitert.?’

Die Evolutionstheorie von Darwin und die Voraussetzung, dass Merkmale gemaf den
mendelschen Regeln vererbt werden, fihrten J. B. S. Haldane zu dem Schluss, dass
bestimmte Erkrankungen, welche vererbt werden, einen gewissen Schutz vor Malaria
bieten,'?%%

Krankheiten der Erythrozyten wie die Sichelzellanamie, Thalassamien, Ovalozytose und
Glukose-6-Phoshat-Dehydrogenasemangel sichern den heterozygoten Tragern einen
bis zu 90-prozentigen Uberlebensvorteil bei Erkrankung an Malaria. Einen besonders
ausgepragten Schutz vor Malaria findet man bei heterozygoten Tragern des

Sichelzellgens.m’a'9



Der Mechanismus, durch den dieser Polymorphismus vor Malaria schitzt, ist noch
nicht detailliert bekannt.

Lange Zeit wurde hierfur allein das ,,Aussicheln” der Erythrozyten durch den durch
Parasiten verursachten Sauerstoffmangel in den Zellen und in der Konsequenz die
Sequestration der deformierten Erythrozyten durch die Milz verantwortlich
gemacht.***°

Ein , definitives” Modell des durch das Sichelzellgen vermittelten Schutzes gibt es
jedoch bis heute nicht. Moéglicherweise spielen indirekt vermittelte Prozesse eine
bedeutendere Rolle als bisher angenommen.**

Der genetisch bedingte Uberlebensvorteil in Malaria-endemischen Gebieten scheint
trotz der hoheren Mortalitdat homozygoter Trager zu existieren und wird als
balancierter Polymorphismus bezeichnet.

Diese Hypothese ist kongruent zu den Pravalenzen dieser Krankheiten in den

Endemiegebieten der Malaria. %

1.6.Malaria — die Geschichte der Krankheit

Es wird angenommen, dass Plasmodien und Menschen seit vielen tausend bis
mehreren zehntausend Jahren zusammenleben.*?

Ein in der Dominikanischen Republik gefundener Bernstein, welcher aus dem Tertiar
stammt (vor etwa 65 Mio. Jahren) ist einer der ersten Nachweise fir die friihe Existenz
des Parasiten. In seinen Einschlissen findet man eine Stechmiicke der Gattung Culex,
in deren Darm sich Stadien von Malaria tGbertragenden Parasiten der Gattung
Plasmodium nachweisen lieRen.*?

Das Zeitalter Eozan (vor 55 Mio. Jahren) brachte eine grofRe Anzahl neuer Sdugetiere
hervor. Mit hoher Wahrscheinlichkeit war dies der Anlass fiir die Entstehung neuer
Plo:smodien—Spezies.42

Es wird angenommen, dass sich die Art P. falciparum erst viel spater aus den
Vorgdngern (Vogel und Reptilien befallende Plasmodien) abzweigte.

Diese Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass P. falciparum ein ,sensibler

Parasit” ist, welcher die letzte Kaltzeit nicht tiberlebt hatte.*
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Interessanterweise finden sich in Afrika slidlich der Sahara —im Gegensatz zu anderen
Kontinenten — Stechmiicken, welche tiberwiegend beim Menschen Blut saugen.**
Dies geht vermutlich darauf zuriick, dass diese Stechmiicken seit der Zeit, als die
Menschen sesshaft wurden und somit sowohl Menschen in hoher Dichte als auch
geeignete Brutstadtten (= Wasseransammlungen) an einem Ort vorhanden waren,
gegeniiber anderen Stechmiicken einen Selektionsvorteil hatten.*

Zu Beginn der Sesshaftigkeit, also am Ende der letzten Kaltzeit (vor 10000 Jahren), gab
es eine starke Expansion der Parasiten. Es wird angenommen, dass das Auftreten von
P. falciparum in diesen Zeitraum fallt.>

Erste Berichte Gber Erkrankungen, die méglicherweise Malaria waren, finden sich
bereits in chinesischen Schriften von 2700 Jahren v. Chr. Auch schriftliche Dokumente
aus Mesopotamien (2000 v. Chr. ), dgyptische Papyrusschriften (1570 v. Chr.) und
Hinduschriften (6. Jahrhundert v. Chr) belegen die frithe Existenz von Malaria.*®
Schon Hippokrates (ca. 400 v. Chr.) wusste um den Zusammenhang von Fieber und
Splenomegalie bei Menschen, die in Feuchtgebieten lebten. Uber 2500 Jahre wurde
vermutet, dass die Krankheit durch giftige Dampfe aus den Simpfen verursacht wird —

das spiegelt sich auch im Namen wider: mal-aria, ital.: schlechte Luft.*®

Die Entdeckung der Parasiten im Jahr 1880 von Charles Louis Alphonse Laveran war ein
Meilenstein, der das heutige Verstdandnis der Malaria als Infektionskrankheit
begriindete. Im Jahr 1897 entdeckte Ronald Ross, dass bei der Ubertragung der
Parasiten auf Vogel eine Stechmiicke als Vektor fungierte.* In dieser Zeit war Malaria
auch in Europa, insbesondere in Portugal, Andalusien und Italien verbreitet. a6

Die italienischen Forscher Bignami und Grassi hatten somit direkten Zugang zu den
Malariaregionen und konnten durch ihre Experimente am Menschen die Stechmiicke
der Gattung Anopheles als Vektor fur die Infektion mit Parasiten des Genus
Plasmodium identifizieren.*

Die oben genannte Gruppe italienischer Forscher beschrieb im Jahr 1900 schlieflich
die Blutphase des Lebenszyklus fir P. vivax, P. falciparum und P. malariae. Diese

Erkenntnisse erlaubten eine Prophylaxe vor Malaria mittels Moskitonetzen, larvivoren
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Fischen, Trockenlegung von Feuchtgebieten und der Anwendung von Repellentien.*

Weiterhin unbekannt waren der Verlauf und das Organ der exoerythrozytaren
Entwicklung der Parasiten.

Ende der 40er Jahre fanden Henry Shortt, Cyril Garnham und deren Kollegen
exoerythrozytdare Formen der Malariaparasiten in der Leber und 1982 entdeckte

Wojciech Krotoski die Hypnozoiten als das Ruhestadium des P. vivax.**’

1.7.Aktuelle Therapieempfehlungen

Die WHO empfiehlt zur Therapie einer unkomplizierten P. falciparum Infektion in
Chloroquinresistenzgebieten bei Kindern und Erwachsenen ein artemisininenhaltendes
Kombinationspraparat (Artemisinin-based combination therapy — ACT). Die
Artemisininprdparate wirken schnell und haben eine sehr kurze Halbwertszeit, beides
wirkt einer Resistenzentwicklung entgegen. Als Kombinationspartner werden
Substanzen mit einer langeren Halbwertszeit eingesetzt. Durch diese Kombination wird
das Risiko einer Resistenzentwicklung beider Substanzen reduziert.?

Die ACT-Praparate sollten (iber mindestens 3 Tage verabreicht werden.

Verflgbare Praparate sind Kombinationen aus Artemether/Lumefantrin,
Artesunat/Amodiaquin, Artesunat/Mefloquin, Artesunat/Sulfadoxin-Pyrimethamin,
und Dihydroartemisinin/Piperaquin.22

Chinin gilt als Reservemedikament und sollte nur fiir eine schwere Malaria und im Fall
einer Schwangerschaft verwendet werden. Im ersten Trimester der Schwangerschaft
wird eine Kombinationstherapie aus Chinin und Clindamycin empfohlen, ab dem
zweiten Trimester kann alternativ ein ACT-Praparat (mit Ausnahme von
Dihydroartemisinin/Piperaquin) verabreicht werden. Neben der intravenésen Gabe
von Chinin besteht mittlerweile die Moglichkeit bei einer schweren Malaria Artesunat
(i. v. undi. m.) oder Artemether (i. m.) zu verabreichen. Artesunat i. v. gilt bei der
Therapie der komplizierten P. falciparum Malaria mittlerweile als Medikament der
ersten Wahl.?2 Wissenschaftlich belegt wurde dies in den multizentrischen Studien
AQUAMAT (Artesunate versus quinine in the treatment of severe falciparum malaria in

African children) und SEAQUAMAT (South East Asian Quinine Artesunate Malaria Trial).
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In der Studie AQUAMAT wurde die Sterblichkeit von an komplizierter Malaria tropica
erkrankten Kindern in Afrika bei unterschiedlicher Therapie untersucht. Es zeigte sich
eine signifikant geringe Mortalitat der mit Artesunat intravents behandelten Patienten
im Vergleich zu den mit Chinininjektionen therapierten Patienten.*® In der Studie
SEAQUAMAT wurden die Wirksamkeiten von Artesunat und Chinin bei Kindern und
Erwachsenen mit schwerer Malaria verglichen.

Diese Studie wurde in asiatischen Landern mit niedriger oder instabiler
Ubertragungsrate durchgefiihrt (Bangladesch, Myanmar, Indien und Indonesien).
Verglichen mit Chinin reduzierte die parenterale Verabreichung von Artesunat die

Mortalitit um mehr als ein Drittel.*

1.8.Hintergrund und Bedeutung von Resistenzen von
Plasmodien

1.8.1.Resistenz — eine Definition

Die WHO definiert die Medikamentenresistenz bei Plasmodien als die Fahigkeit zu
Uberleben oder sich gar zu vermehren trotz Vorhandensein eines antiplasmodialen
Medikamentes in therapeutischer Dosierung und angemessener Wirkzeit am
Wirkort.>**!

Eine Medikamentenresistenz kann zu einem Therapieversagen fiihren, allerdings kann
ein Therapieversagen auch durch andere — nicht parasitenbezogene — Faktoren
verursacht werden. Es wird definiert als das Unvermogen, die Parasitenvermehrung
ausreichend zu hemmen und die Symptome zu verringern, trotz Verabreichung einer
geeigneten Substanz. Dies kann auch Folge eines zu geringen Medikamentenspiegels

sein (Erbrechen, falsche Dosierung, Resorptionsprobleme). 22,32
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Emax

Effect

Log concentration

Abb. 2 Resistenz als Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve22
EC50 = mittlere effektive Dosis, Emax = Maximaleffekt
mit freundlicher Erlaubnis der WHO

Aus mathematischer Sicht besteht Resistenz in einer Verschiebung der Dosis-
Wirkungskurve (s. auch Abb. 2) — entweder nur nach rechts (B) oder mit einer

zusatzlichen Kurvenabflachung und Reduzierung der Maximalwirkung (C).%

1.8.2.Ursachen der Resistenzentwicklung

Legt man die Resistenzentwicklung analog zum darwinschen Modell der
Evolutionstheorie aus, so setzt dies das Vorhandensein von Selektion, Variabilitat und
Vererbung von Merkmalen voraus. Der Selektionsdruck wird hierbei durch die
Einfiihrung eines Medikamentes ausgeiibt.>

Subtherapeutische Dosen und lange Halbwertszeiten unterstiitzen die Entstehung von
Resistenzen.> Sind die Parasiten anschlieRend héheren Dosen ausgesetzt, findet
weitere Selektion statt. Dies kann — auch durch Schwankungen der
Medikamentenspiegel zwischen den Individuen — zu einer ,kontinuierlich gerichteten

Selektion” fithren und erlaubt den Ubergang zu einer hochgradigen Resistenz.>®
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Die Entwicklung der Resistenzen wird neben dem Selektionsdruck durch antiparasitare
Chemotherapeutika (im Besonderen bei Medikamenten mit langsamer Elimination)
auch durch die genetische Vielfalt der Parasiten bestimmt. Eine hohe
Ubertragungsrate hat zur Konsequenz, dass viele Parasitenstimme einen Wirt
infizieren und in der Folge von einer Anophelesmicke aufgenommen werden kénnen.
Die dadurch entstehende ,,genetische Vielfalt” erlaubt eine ausgepragte meiotische
Rekombination in der sexuellen Phase im Darm der Anophelesmiicke und erhoht —
gemeinsam mit dem Selektionsdruck durch Medikamente — die Wahrscheinlichkeit,
dass ein resistenter Klon selektiert wird.>

Genfluss und genetischer Drift sowie der Flaschenhalseffekt mit der anschlieRenden
Entstehung einer Griinderpopulation in Wirt und Zwischenwirt sind weitere
Einflussfaktoren der duRRerst komplexen Resistenzentwicklung.53

In Gebieten mit einer niedrigeren Ubertragungsrate besteht eine groRere
Wahrscheinlichkeit, dass sich Resistenzen entwickeln und festigen, da viele Bewohner
der Hochendemiegebiete eine Semi-Immunitat entwickelt haben und viele Infektionen
mit wenigen oder keinen Symptomen ablaufen. Es werden also in den
Hochendemiegebieten proportional weniger Medikamente eingesetzt, was den durch
Medikamente hervorgerufenen Selektionsdruck reduziert.”® Resistenzen ohne
Selektionsdruck wirken sich fir die Parasiten in der Regel nachteilig aus, da der Parasit
zur Bildung von Resistenzen Energie ,investieren“ muss und die Resistenzbildung die
Lfitness” des Parasiten gegenliber dem Rest der Population in der Abwesenheit von

Selektionsdruck beeintrichtigt.”’

Wichtige Faktoren, welche die Entstehung von Resistenzen durch ihren Effekt auf den
Selektionsdruck fordern sind das Nichtbeachten der WHO-Leitlinien (Monotherapie, zu
kurze Therapiedauer, falsche Dosis, traditionelle Medizin, Non-compliance, gefalschte
Medikamente) und ein uneingeschrankter und unkontrollierter Zugang zu
Malariamedikamenten, die rezeptfrei in den Apotheken oder auf dem Markt verkauft

werden.
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Medikamentenfilschungen
Vor allem in Stidostasien, aber zunehmend auch in Afrika beglinstigen die hohe

Pravalenz der Malaria zum einen und die kaum vorhandene Medikamentenkontrolle
zum anderen den Markt der Medikamentenfalschungen oder counterfeit drugs.58
Die WHO definiert diese als Medikamente, die hinsichtlich Name und Herkunft in
betrugerischer Absicht falsch deklariert sind. Diese Falschungen kdnnen sich auf den
Wirkstoff selbst (Inhaltstoffe, Dosierung) oder auf die Verpackung beziehen.>

Die Folgen sind eine Qualitatsminderung der medizinischen Versorgung und — iber
eine Reduzierung der Medikamentenspiegel im Kérper — eine Verstarkung der

Resistenzentwicklung.”®

1.8.3.Resistenzmechanismen

Das Genom von P. falciparum ist mit seinen 60 Millionen Basenpaaren dulSerst
komplex.60 Etwa 2,5 % dieses Genoms kodieren fiir Transporterproteine.

Fur einen Teil der klinisch bedeutsamen Resistenzen werden Punktmutationen in
diesen Genen verantwortlich gemacht. Beispiele fir solche Transporterproteine sind
PfCRT (Chloroquin, Chinin, Amodiaqin, Halofantrin und vermutlich Mefloquin), PFMDR1
(Chloroquin, Chinin, Halofantrin, Mefloquin, Artemisinin) und Pf/MRP (Chloroquin,
Chinin, Artemisinin).®! Bei manchen Medikamenten wird nur eine einzige
Punktmutation benétig, fir andere gleich mehrere Mutationen.®?

Fiir die Mefloquinresistenz beispielsweise wird eine erhohte Kopienanzahl im PfMDR1
Gen verantwortlich gemacht.®® Schadet die Mutation dem Parasiten (in Bezug auf
Uberleben und Fortpflanzung) nicht, wird der Selektionsdruck durch Medikamente nur
die sensiblen Parasiten beseitigen.®’

Ein anderer Resistenzmechanismus liegt den Substanzen Atovaquon und dem
Kombinationspraparat Sulfadoxin-Pyrimethamin zugrunde. Atovaquon findet in
Kombination mit Proguanil als Malarone® breite Anwendung in der Prophylaxe der
Malaria.**Unter Monotherapie fiel eine rasche Resistenzentwicklung auf. Atovaquon
hemmt die mitochondriale Zellatmung, indem es den Elektronentransport verhindert

und somit das Membranpotential stort.
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Es wird angenommen dass es dadurch zu einer vermehrten Bildung von Radikalen
kommt und dass diese Radikale als Mutagene auf die Cytochrom B Einheit (dem
Angriffspunkt von Atovaquon) wirken.®

Sulfadoxin und Pyrimethamin hemmen die Biosynthese der Folsaure. Punktmutationen
an den fiir die Enzyme Dihydrofolatreduktase und Dihydropteroat-Synthetase
kodierenden Genen fiihren zu Resistenzen gegen diese Kombination.®®

Die genauen Resistenzmechanismen werden bei den einzelnen Medikamenten noch

detaillierter besprochen.

1.8.4.Auswirkungen der Resistenzen

Die variierende Antwort der Parasiten auf die Medikamente ist fiir die Therapie der
Malaria — sei es nun prophylaktisch oder kurativ — einer der bedeutendsten
limitierenden Faktoren.’” Die Medikamentenresistenz bringt zum einen eine erhohte
Mortalitat mit sich, tragt zur Vermehrung und Ausbreitung der Malaria bei und

erschwert die Malariakontrolle.?>%*’

1.8.5.Bestimmungsmethoden

Sensitivitatstestung in vivo

Die in vivo Sensitivitatstestung ist die dlteste unter den Bestimmungsmethoden.52
Die Wirkung der Substanz wird an infizierten und symptomatischen Patienten
gepruft.62 Im urspriinglich von der WHO standardisierten in vivo Sensitivitatstest wird
eine definierte Dosis an Chloroquin verabreicht und die Parasitenelimination
ausgewertet. Hierbei wird zwischen 3 Resistenzgraden und ,,empfindlich”
unterschieden.”

Der Vorteil der in vivo Testung liegt darin, dass die klinische Antwort direkt getestet
wird. Somit wird auch die Immunitat des Patienten berl'jcksichtigt.52

Die in vivo Sensitivitatstestung gilt daher, trotz der relativ langen Beobachtungszeit,
moglicher Einflussfaktoren wie Vormedikation oder Unterschiede in der Aufnahme und

Verstoffwechselung des Medikamentes, immer noch als Goldstandard unter den
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Sensitivitatstestungen.® Ein wichtiger Bestandteil der klinischen Testung sind
pharmakokinetische Untersuchungen, welche der Unterscheidung zwischen
wirtsbezogenen Einflussfaktoren und (parasitenbezogener) Resistenz dienen. Eine
quantitative Messung der Sensitivitat ist mit dieser Methode jedoch nicht méglich.>?
Weitere Nachteile sind, dass die pharmakologischen Untersuchungen teuer und
aufwandig sind, und dass diese Art der Testung kein Screening auf neue Substanzen

erlaubt.>?

Sensitivitatstestung in vitro
Die in vitro Testung stellt einen komplett anderen Ansatz zur Sensitivitdtstestung von

Medikamenten dar. Sie ermdglicht eine objektivere Bestimmung unter
weitestgehendem Ausschluss wirtsbezogener Einflussfaktoren wie Resorption und
Immunitat und stellt keine Gefahr fiir den Patienten dar. Dieses Verfahren ermdglicht
die Testung der Sensitivitat einer Parasitenpopulation gegeniiber mehreren
Wirkstoffen. Im Gegensatz zur in vivo Testung lassen sich mit dieser Methode auch
neue Substanzen ohne weiteres und in groRBer Anzahl untersuchen. Allerdings ldsst sich
aus einem Ergebnis der in vitro Testung nicht ohne weiteres auf seine Wirkung in vivo
schlieRen.™

Fiir die in vitro Testung stehen unterschiedliche Verfahren zur Verfligung. Sie basieren
allesamt auf einer Kultur von P. falciparum, welche relativ einfach und ohne groRe
technische Anforderungen maoglich ist. Hamatokrit, Parasitamie und stadienabhéangige
Wirkung der Medikamente haben einen groRen Einfluss auf das Ergebnis und sollten
kontrolliert werden. Wird bei dem Verfahren eine Verdiinnungsreihe angewendet, so
erhalt man nach Auswertung in der Regel eine sigmoide Dosis—Wirkungskurve.52

Die eigentliche Sensitivitatstestung beruht auf der Bestimmung des
Parasitenwachstums bzw. deren Hemmung. Je nach Verfahren wird dies mikroskopisch
(WHO Microtest), mittels radioaktiver Marker (/sotopic Assay), anhand der
Enzymaktivitat (pLDH enzymatic assay) oder durch einen ELISA, enzyme linked immuno
assay (pLDH DELI assay/ HRP2 Assay) ermittelt.>

In unseren Untersuchungen wurde die Sensitivitatstestung mittels HRP2 Sandwich

ELISA durchgefihrt.
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Die Vorzlge dieses Tests liegen zum einen in der groRen Stabilitdt und Bestandigkeit
des nachgewiesenen Proteins HRP2, zum anderen in der hohen Sensitivitat und in der
relativ einfachen Handhabung. Bei dieser Methode wird ein histidin- und alaninreiches
Protein (HRP2) des Parasiten nachgewiesen; die Menge dieses Proteins korreliert mit
der Anzahl und Entwicklung der Parasiten. Die Parasiten werden tber 72 Stunden
kultiviert; dies hat den Vorteil, dass zusatzlich auch langsam wirkende Substanzen (wie
Antibiotika) getestet werden kdnnen. Das Wachstum der Parasiten wird durch die
HRP2-Messung im ELISA beurteilt.> HRP2 wird gegen Ende des Zyklus gebildet. Ein
weiterer Vorteil der Inkubation Gber 72 Stunden ist, dass sie physiologische
Bedingungen besser nachahmt als Assays mit kiirzeren Inkubationszeiten. Zudem fiihrt
eine langere Inkubation zu mehr Parasitenwachstum und somit auch zu mehr
Produktion von HRP2. Dies impliziert deutlichere Ergebnisse in den Dosis-
Wirkungskurven des auf HRP2 basierenden Assays.®

Die Funktion des histidinreichen Proteins HRP2 ist bislang noch nicht detailliert
bekannt. Plasmodien exprimieren eine Reihe von histidinreichen Proteinen,

welche — mit Ausnahme des HRP2 — bei der Zytoadharenz parasitenhaltiger
Erythrozyten, den Mikrozirkulationsstérungen und der damit folgenden Ischamie
verschiedener Organe eine Rolle spielen kénnten.®®

Flr HRP2 wird angenommen, dass es als Katalysator der B-Hamatinbildung fungiert

und dadurch in den Ham-Entgiftungsprozess eingebunden ist.*

1.8.6.Pravention der Entstehung von Resistenzen

MaRnahmen, welche der Malariakontrolle dienen, haben einen indirekten Einfluss auf
die Ausbildung von Resistenzen. Erkranken weniger Menschen an Malaria, so werden
unter Umstanden weniger Medikamente benétigt und der Medikamentendruck sinkt.
Zu diesen MalRinahmen gehoéren die Vektorkontrolle durch Anwendung von
impragnierten Moskitonetzen, Einschrankung der Brutmaoglichkeiten, der persénliche
Schutz (z. B. durch Repellentien), die Chemoprophylaxe und die Entwicklung eines

wirksamen Impfstoffes.®?
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Eckpfeiler der Resistenzpravention sind die Reduktion des Medikamentendrucks und
die Kombinationstherapie. Die Reduktion des Medikamentendrucks setzt eine gute
Diagnostik und einen sinnvollen und kontrollierten Umgang mit den verfligbaren
Medikamenten voraus. Da medizinische Anordnungen im Rahmen der Therapie der
Malaria haufig nicht befolgt werden (Non-Compliance), wird ein Vorgehen nach dem
Prinzip der ,direkt beobachteten Therapie” (DOT = directly observed therapy)
diskutiert, wie es bei Kontrollprogrammen der Tuberkulose, der
Geschlechtskrankheiten und AIDS durchgefiihrt wird.®?

Eine Verlaufsbeobachtung bereits therapierter Patienten kénnte friihzeitig ein
Therapieversagen oder Rickfdlle aufzeigen und die Patienten kdnnten erneut
behandelt werden, was die Ausbreitung von resistenten Stimmen verringern wiirde.®
Bei der Kombinationstherapie mit einem Artemisinin (ACT) verlangsamt der
unabhingige Wirkmechanismus der Medikamente die Entstehung einer Resistenz *°,
jedoch kann die Kombination mit einem bereits ineffizienten Medikament die
Entstehung und Ausbreitung der Artemisininresistenz unterstitzen.*

Eine kontinuierliche Sensitivitatstestung der antiparasitaren Wirkstoffe ist zwingend

notwendig, um Resistenzen friihzeitig zu erkennen und Leitlinien anzupassen.

Weitere Herangehensweisen sind die Umkehrung von Resistenzen (resistance reversal)
und die chemische Veranderung bereits erprobter Medikamente.

Verapamil zahlt zu den am besten erforschten Chemosensitoren fir Chloroquin.
Bekannt wurde die Substanz durch seine frequenzmodulierende und antihypertensive
Wirkung mittels Blockade von Calciumkanalen. Die Umkehr der Chloroquinresistenz
basiert jedoch auf einem davon unabhédngigen Mechanismus: Man nimmt an, dass
Verapamil und die meisten anderen Chloroquinresistenzumkehrstoffe mit dem
Chloroquin um die Bindungsstelle des Transporters PfCRT konkurrieren und so die
Chloroquinaktivitat erhdhen. Diese Chemosensitoren sind weiterhin Gegenstand der
Forschung und wurden bisher nicht im Menschen erprobt. Sowohl die Extrakosten, die
zur normalen Therapie dazukommen wirden, als auch die Toxizitat der Wirkstoffe

stellen eine Herausforderung dar.”
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Ein Fortschritt in diese Richtung wurde mit der Entwicklung von T 3.5 gemacht, einem
Acridon, das zum einen chemosensitivierend auf Chinolinmedikamente wirkt und zum

anderen einen ausgepragten Synergismus zu Chinin und Piperaquin aufweist.”*

1.9.Vorstellung der getesteten Wirksubstanzen

1.9.1.Ferroquin — ein neues Medikament in Entwicklung

In den letzten Jahren hat das Interesse an metallhaltigen Chemotherapeutika
zugenommen. Diese Entwicklung kann zum Teil durch den Erfolg metallhaltiger
Medikamente (z. B. Cisplatin oder Ferrocifen) im Bereich der Tumortherapie erklart
werden.”>”®

Ferroquin ist das erste metallhaltige Medikament gegen Malaria. Bei der Erforschung
metallhaltiger Malariamedikamente wurde das in Ferroquin verwendete Ferrocen
auch mit anderen gangigen Antimalariamedikamenten kombiniert; einige 7-Chloro-4-
Aminochinolinderivate waren erfolgversprechend, jedoch ist Ferroquin unter all diesen
Ferrocenkonjugaten das potenteste Medikament. ® Folgende Idee liegt der
Entwicklung des Ferroquins zugrunde: Ein bereits in seiner Wirkung erforscht und
erprobtes Antimalariamittel (Chloroquin) wird mit einer Metalleinheit kombiniert,
welche im Idealfall die Wirkung des Grundmedikamentes verbessert und bei dhnlicher
Vertraglichkeit auch in resistenten Parasiten wirkt.”>”* In den laufenden Studien zihlt
Ferroquin zu den aussichtsreichsten Kandidaten, da es auch bei chloroquinresistenten
P. falciparum Stimmen wirksam ist.”*”>

Ferroquin {7-chloro-4-[(2-N,N'-imethylaminomethyl)ferrocenymethylamino]quinolin}
wurde 1994 von Brocard, Biot und Kollegen entdeckt.”>”®

Es wird von Sanofi-Aventis produziert und befindet sich (in Kombination mit Artesunat)

zurzeit in der klinischen Entwicklung der Phase 2."¢" 77

21



Aufbau und Eigenschaften
Ferroquin ist ein Chloroquinderivat, das eine Ferroceneinheit in der Seitenkette

enthilt.”” Es weist eine geringe Zytotoxizitit auf, gilt als stabiles Molekiil und ist sehr
lipophil, was zum einen eine gute Membranpassage und zum anderen eine hohe
Affinitat zu Himatin zu begiinstigen scheint.”>”>’® Das Molekiil wird durch eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke stabilisiert.” Die Ferrocengruppe erhoht die
Lipophilie, verandert die Basizitit und ist ein Elektronendonator.?’ Die Flexibilitit der
Seitenkette wird durch die starre Ferroceneinheit reduziert, was mit einer erhéhten

Entropie einhergeht.”

CHs
CHs (
N CH3 CHj;
HN)\/\/ ~ HN/\ /\T/
N N Fe CHs
= =
cl N cl N

Abb. 3 Chloroquin vs. Ferroquin
gezeichnet mit ChemBioDraw Ultra Trial

Brocard et al. zeigten, dass die Einbindung des Ferrocenrestes in die Seitenkette eine
héhere Wirksamkeit hat, als bei Analoga in welchen sich der Ferrocenrest am Ende der
Seitenkette oder am Chinolinmolekiil befindet.”*®!

Mit Hilfe des 4-Aminochinolinkerns erreicht das Molekil eine hohe Konzentration am
Wirkort der Substanz, der Nahrungsvakuole des Parasiten.®?

Biot, Chavain et al. gehen in ihrer Studie von einer 50fach héheren Konzentration von

Ferroquin in der Nahrungsvakuole im Vergleich zu Chloroquin aus.®®

Wirkmechanismus
Ferroquin ist mit Chloroquin verwandt; die Verwandtschaft spiegelt sich zumindest

teilweise in seinem Wirkmechanismus wider®: Ferroquin bindet ebenso wie
Chloroquin an Ham und hemmt die Hdmozoinbildung, was dann vermutlich durch das

toxische Him zu Membranschiden und dem Absterben der Parasiten fiihrt.%°
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Die B-Hamatin Hemmaktivitat von Ferroquin liegt deutlich Gber der des Chloroquins.80
Die Existenz einer Kreuzresistenz zwischen Ferroquin und Chloroquin wird kontrovers
diskutiert. In mehreren Studien wurde eine signifikante Korrelation zwischen den /Cso-

84-87

Werten von Ferroquin und Chloroquin festgestellt. Es konnte jedoch gezeigt

werden, dass eine erhéhte Ausgangsparasitamie eine Korrelation der beiden
Wirkstoffe bedingen kann. Die 2004 in Lambaréné durchgefiihrte in vitro Testung
erbrachte keinen Hinweis auf eine Kreuzresistenz zu Chloroquin.88

Sowohl bei chloroquinsensiblen als auch bei chloroquinresistenten Stammen zeigte
Ferroquin eine hohere antiparasitare Aktivitat als Chloroquin, was vermuten lasst, dass
der Ferrocengruppe eine eigenstandige Rolle zufallt und diese nicht nur — wie zunachst

angenommen — die Wirkung des Chloroquins verstarkt.®>%°
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Zentrum des oxidativen Stress iiber
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Abb. 4 Ferroquin: Strukturbezogener Wirkmechanismus’>*°

Abdruck mit freundlicher Erlaubnis von John Wiley and Sons und American Chemical Society,
Ubersetzung von Sarah Knittel

Ferroquin unterscheidet sich von Chloroquin auch durch sein Redoxverhalten.
Moglicherweise wirkt die Ferrocengruppe durch Bildung von Hydroxylradikalen mittels
einer Fenton-dhnlichen Reaktion im sauren Milieu der Nahrungsvakuole direkt

antiparasitisch.go’91
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Allerdings bendétigt die Ferrocengruppe zur Entfaltung ihrer Wirkung das
Aminochinolingeriist, welches den Transport in die Nahrungsvakuole gewihrleistet.®?
Ferroquin wird hauptsachlich Gber eine Oxidation (mittels CYP Isoenzyme 2C9, 2C19,
3A4 und vermutlich 2D6) metabolisiert. Dabei entstehen Mono-N-demethyl Ferroquin

und Di-N,N-demethyl Ferroquin.92

Resistenzen
In chloroquinresistenten Stammen flihrt ein Transportprotein (P. falciparum

Chloroquin Resistenztransporter, kurz PfCRT) den Transport von Chloroquin aus der
Nahrungsvakuole durch und reduziert auf diese Weise dessen Ansammlung in der
Vakuole.

Zurzeit wird angenommen, dass Ferroquin durch die lipophile Metalleinheit eine
geringere Affinitat fiir dieses Transportprotein besitzt, oder dieses sogar blockiert, was
eine wirksame Ansammlung in der Nahrungsvakuole erméglicht.”%%°

In der Studie von Henry, Briolant, Fontaine, die sich mit den Polymorphismen der
verschiedenen Transportproteine befasste, wurde gezeigt, dass Ferroquin im
Gegensatz zu Monodesethylamodiaquin, Chinin, Chloroquin und Mefloquin keine
Verringerung der Wirkung bei Polymorphismen dieser Transporter zeigte.”®

Bisher konnte keine Resistenz gegen Ferroquin im in vitro Experiment induziert
werden.”®

Eine Resistenzentwicklung ist jedoch méglich. Eine erhdhte ICsp wurde vor allem in
Multiresistenzgebieten beobachtet.* In mehreren Studien konnten Korrelationen
zwischen der Wirksamkeit von Chloroquin und Ferroquin gezeigt werden. Allerdings
waren diese Korrelationen zu schwach, als dass man von einer Kreuzresistenz sprechen

kénnte.8>88

Eine mogliche Erkldrung fir die Korrelation ist, dass die
Ausgangsparasitamie und nicht der Parasitenstamm der entscheidende Faktor ist.

Es konnte gezeigt werden, dass eine variable Ausgangsparasitimie mit einer starken
Korrelation zwischen Ferroquin und Chloroquin beziiglich der Wirksamkeit einhergeht,
wenn die Assoziation nicht fiir die Ausgangsparasitamie korrigiert wird. Umso

wichtiger ist es, die in vitro Testung zu standardisieren um vergleichbare Ergebnisse zu

erhalten.%®
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Die lange Halbwertszeit von 20 Tagen95 beglinstigt eine Resistenzentwicklung,
allerdings vereinfacht sie die Gabe und es bleibt zu hoffen, dass Mutationen, die eine
Ferroquinresistenz erzeugen sich aufgrund der Nachteile flir den Parasiten in Bezug auf

Lfitness” nicht durchsetzten kénnen.”

1.9.2.Chloroquin

Geschichte
Chloroquin zahlt neben Chinin und den Artemisininen zu den bedeutsamsten

antiparasitaren Wirkstoffen. Es wurde 1934 — zunachst unter dem Namen Resochin —
aus einer Verkniipfung von Chinolinen mit einer Diethylaminopentylaminseitenkette
von Bayer synthetisiert. Nach ersten klinischen Studien wurde das Medikament fiir zu
toxisch erklart und erst nach dem zweiten Weltkrieg durch die USA wiederentdeckt,
umbenannt, erneut getestet und schlieBlich vielfach verwendet. In den 1950er und
1960er Jahren stand es in den Leitlinien der WHO fiir die Therapie der Malaria an
erster Stelle. Die Vorteile dieses Medikamentes liegen in seiner einfachen Anwendung,
guten Vertraglichkeit, Wirksamkeit und nicht zuletzt in der Verfligbarkeit aufgrund des
geringen Preises. Durch die Pinotti-Methode (Verabreichung von Chloroquin oder
Pyrimethamin in Kochsalzlosung) fand Chloroquin breite Anwendung in der Prophylaxe

der Malaria.®®®’

Es wurde jedoch vermutet, dass die breite Anwendung und
unzureichende Wirkspiegel die Resistenzentwicklung gegen Chloroquin begiinstigten.
AuBerdem wurde eine fehlende Wirkung hinsichtlich des urspriinglichen Ziels — der
Eradikation der Malaria — beobachtet. Dies geht vermutlich darauf zurick, dass die
Pinotti-Methode bei Sduglingen und Schwangeren keine Anwendung fand und bei
Kindern haufig keine ausreichenden Wirkspiegel erreicht wurden.*®

In den 50er und 60er Jahren wurde von der WHO ein Programm gegen die Ausbreitung
der Malaria begonnen. Ziel war die Ausrottung der Malaria durch Vektorbekampfung
mittels DDT und Behandlung von infizierten Personen mit Chloroquin.®

Der Anstieg der Resistenz gegen Chloroquin und DDT, wachsende toxikologische
Bedenken gegeniiber DDT und im Anschluss daran das Verbot seiner Anwendung

fihrten zum Scheitern der Kampagne.72’99
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Heute hat P. falciparum vor allem in hoch- und holoendemischen Gebieten
Resistenzen gegen Chloroquin entwickelt und das Medikament wird dort kaum noch

verwendet.

Wirkmechanismus
Der Wirkmechanismus der 4-Aminochinoline beruht auf einer pH-abhangigen

Konzentration in der Nahrungsvakuole.’® Chloroquin wirkt auf die erythrozytére Phase
der Parasiten.'® In diesem intraerythrozytaren Stadium wird Hamoglobin in der
Nahrungsvakuole abgebaut; dabei werden fiir den Parasiten lebenswichtige

192 \w/5hrend des Hamoglobinabbaus entsteht als

Aminosauren freigesetzt.
Nebenprodukt Ferriprotoporphyrin IX (Hdm), das zu Hdmozoin (Malariapigment)
komplexiert, welches fir den Parasiten ungiftig ist. Chloroquin hemmt diesen
Entgiftungsprozess, was — vor allem durch Membranschdaden und oxidativen Stress —

zum Absterben der Parasiten fiihrt.”®

Metabolismus
Chloroquin wird zum groRen Teil (iber die Isoenzyme CYP2C8, CYP3A4 und CYP2D6

abgebaut. Dabei entsteht sein Hauptmetabolit N—desethylchloroquin.1°3

Resistenzen
Die ersten Chloroquinresistenzen wurden bereits 1957 an der Grenze von Kambodscha

zu Thailand entdeckt.'®

Faktoren, wie z. B. der hohe Selektionsdruck durch
Chloroquin, die hohe Ubertragungsrate und ein hoher Anteil malarianaiver Individuen
in der Bevdlkerung beglinstigten das Auftreten und die Ausbreitung der
Chloroquinresistenz.’® Fast zeitgleich traten Resistenzen in Kolumbien und Venezuela
auf. In Asien beschrankte sich die Resistenz zunachst auf die indochinesische Halbinsel.
Wahrend der nachsten Jahrzehnte breitete sie sich rasch aus tber die

hochendemischen Malariagebiete in Asien, Sidamerika und Afrika.’®*
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Trotz intensiver Forschung sind die genauen Mechanismen, die zur Resistenz bei

P. falciparum gegeniiber Chloroquin fiihren nicht im Detail geklart.

Sicher ist jedoch, dass Mutationen in den beiden Genen PfMDR1 und in PfCRT dabei
eine Rolle spielen. PfCRT und PfMDR1 kodieren fiir membranstdandige Proteine der
Nahrungsvakuole. In chloroquinresistenten Parasiten findet sich fur PfCRT eine K76T
Mutation — die Aminosdure Lysin (K), die sich an Position 76 der Polypeptidkette
befindet, wird durch die Aminosaure Threonin (T) ersetzt 106107
Chloroquinresistente Parasiten zeigen eine etwa 4-10fach geringere Konzentration von
Chloroquin in der Nahrungsvakuole im Vergleich zu den sensiblen P. falciparum-
Stammen, was dem Aufbau einer effektiven Chloroquinkonzentration am Wirkort
entgegenwirkt.*”’

Folgende Theorien existieren:

1.Chloroquin wird Giber einen Kanal passiv aus der Vakuole transportiert. Dieser Kanal
wird bei chloroquinsensiblen Parasiten durch die positiv geladene Aminosaure Lysin
blockiert.™”’

2.PfCRT ist eine membranstandige Pumpe, die Chloroquin primar oder sekundar aktiv
aus der Vakuole transportiert.'®’

3.PfCRT funktioniert nach dem Kotransporter Prinzip und beférdert in einem Symport
Wasserstoffprotonen und
Chloroquin entlang dem
Protonengradienten aus der
Vakuole.

Bei den chloroquinsensiblen
Parasiten kann der Transporter nur
Chloroquin aus der Vakuole
befordern, wenn dafiir wieder ein

Chloroquin in die Vakuole beférdert

wird.

Abb. 5 Modell eines Kotransportes107
mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier
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Bei den resistenten Stammen allerdings kann der Transporter von der unbeladenen
Form 4 in die unbeladene Form 1 Gbergehen (Abb. 5) und ermoglicht so einen
Nettoausstrom von Chloroquin.107 Nach welchem Model das PfCRT-Protein nun
definitiv funktioniert bleibt noch zu klaren.

Die Chloroquinresistenz kann durch eine Reihe von Substanzen, wie z. B. Verapamil,
zum Teil wieder aufgehoben werden. Allerdings liegt die Effektivdosis dieses
»Resistenzumkehrers” auBerhalb seiner therapeutischen Breite flr die Anwendung im

Menschen.®®

1.9.3.Amodiaquin

Amodiaquin ist ein Chloroquinderivat mit einem Phenylsubstituenten an der
4-Aminogruppe. Es wird angenommen, dass die dadurch entstehende aromatische
Seitenkette zu einer erniedrigten Bindungsaffinitat zum Chloroquinresistenz-
Transportprotein fuhrt. In nicht endemischen Landern wird es aufgrund der
gravierenden, aber sehr seltenen Nebenwirkungen wie Leberschaden und
Agranulozytose, die vor allem bei der langer andauernden prophylaktischen Gabe
auftreten konnen, kaum mehr verwendet.’® In den afrikanischen Lindern wird das
Medikament jedoch weiterhin zur Therapie von akuten Infektionen verabreicht —

haufig in Kombination mit Artesunat oder Squadoxin/Pyrimethamin.96

Wirkmechanismus
Amodiaquin ist ein Prodrug; seine Wirkung beruht auf dem wirksamen Metaboliten

Monodesethylamodiaquin.'®

Amodiaquin reichert sich — eventuell unterstitzt durch eine spezifische Bindungsstelle
—in der Nahrungvakuole an. Die im Vergleich zu Chloroquin starkere Anreicherung
wird fir die gréRere Aktivitat gegeniiber P. falciparum verantwortlich gemacht.**°
Vermutet wird ein Chloroquin-ahnliches Wirkprinzip: Amodiaquin soll in den

Hamoglobinabbau eingreifen und die Polymerisierung von Ham

(Ferriprotoporphyrin IX) zu Himozoin verhindern.™*!
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Resistenzen
Trotz einer bekannten Kreuzresistenz zu Chloroquin besitzt Amodiaquin zurzeit noch

eine befriedigende Wirksamkeit in den Chloroquinresistenzgebieten. Eine breite
Anwendung in diesen Gebieten lasst jedoch einen schnellen Wirkungsverlust
befurchten. Ein klinisches und parasitologisches Therapieversagen unter
Amodiaquinmonotherapie wurde in Studien in Afrika, Asien und Stidamerika
beobachtet.'®

Genetische Studien Uber P. falciparum zeigen, dass unterschiedliche mutierte PfCRT
Haplotypen mit den individuellen Wirkstarken von Chloroquin und Amodiaquin
assoziiert sind. Die PfCRT Haplotypen CVIET und SVMNT (benannt nach den
Aminosauren der Kodons 72-76) zeigen eine ausgepragte Resistenz gegen
Monodesethylamodiaquin. Wahrend CVIET in fast allen Malariaendemiegebieten zu
finden ist, ist das Vorkommen von SVMNT (bislang beschrankt auf Brasilien, Indien,
Papua Neu Guinea und die Philippinen) erst seit wenigen Jahren auch fiir Afrika

bekannt, 109112

1.9.4.Die Arylaminoalkohole Chinin und Mefloquin

Chinin

Schon im 17. Jahrhundert wurde die Rinde des Baumes Cinchona peruviana in
pulverisierter Form zur Therapie gegen Malaria eingesetzt. 1820 gelang es, das Alkaloid
Chinin aus der Chinabaumrinde zu isolieren.

Die Malaria stellt eine der ersten Krankheiten dar, die mit einem reinen chemischen
Mittel (Chinin) und Ende des 19. Jahrhunderts mit einem synthetisierten Wirkstoff
(Methylenblau) therapiert wurde. Konsequenterweise gehdren Plasmodien auch zu
den ersten Spezies, die Resistenzen gegen die Therapeutika entwickelten und somit die
Wirkstrategien der Medikamente tiberlisteten.”®’

Obwohl Chinin schon sehr lange verwendet wird, zdhlt es heute immer noch zu den
wichtigsten Antimalariamedikamenten. Wegen seiner guten Wirksamkeit wird es

insbesondere in der Therapie der komplizierten P. falciparum Malaria haufig

parenteral angewendet.96
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In den Leitlinien der WHO wurde Chinin im Jahr 2006 bei der schweren Malaria bei
Erwachsenen durch Artesunat (i. v. oder i. m. verabreicht) ersetzt.?? In klinischen
Studien, wie SEAQUAMAT in Asien und AQUAMAT bei afrikanischen Kindern wurden
Artesunat und Chinin in der Therapie der schweren Malaria verglichen. Es zeigten sich
signifikant weniger Todesfalle und Komplikationen bei den mit Artesunat behandelten

Patienten.*®

Mefloquin
Mefloquin zahlt als Chininderivat zu den synthetischen Arylaminoalkoholen.

Seit 1985 wird es in der Behandlung der Malaria eingesetzt.96 Heute findet es wegen
seiner langen Halbwertszeit vor allem in der Malariaprophylaxe Verwendung. Es wirkt
blutschizontozid auf die erythrozytare Phase aller humanpathogenen Plasmodien,

inklusive P. knowlesi.**?

Wirkmechanismus
Fir Chinin und Mefloquin wird ein ahnlicher Wirkmechanismus angenommen.

Es wurde vorgeschlagen, dass diese Substanzen an Phospholipidstrukturen der
Parasiten binden und den zelluldren Transport durch Hemmung der Andockung von
Vesikeln verhindern.™*

Darliberhinaus wird angenommen, dass Chinin und Mefloquin das Membranrecycling

114 per genaue molekulare

hemmen und dadurch zum Absterben der Parasiten fihren.
Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht bekannt.
Interessanterweise verhalten sich die Hemmwerte von Mefloquin und Chloroquin
haufig reziprok, d. h. eine Chloroquinresistenz geht oft einher mit einer erhéhten
Suszeptibilitat fir Mefloquin. Dies kdnnte dadurch erklart werden, dass der Wirkort

von Mefloquin nicht in der Nahrungsvakuole liegt — wie bei Chloroquin — sondern zum

Beispiel im Zytosol der Parasiten oder an PfCRT bzw. PfMDR1 direkt.'™
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Resistenzen

Chinin

Erste Chininresistenzen wurden bereits 1910 in Brasilien beschrieben.'*

Zurzeit gibt es jedoch keine genauen Werte, die Aussagen Uber die Haufigkeit der
Chininresistenz zulassen. Da die Einnahme von Chinin tiber 7 Tage — oder
gegebenenfalls langer — erfolgt und sehr haufig von Nebenwirkungen wie Tinnitus,
voriibergehender Gehorlosigkeit und Schwindel begleitet wird, ist es schwierig
zwischen Therapieversagen wegen einer Chininresistenz oder auf Grund von
mangelnder Compliance zu unterscheiden. In Afrika ist die Chininresistenz trotz
jahrzehntelanger Anwendung nur schwach ausgepragt. Die meisten Falle eines
Therapieversagens sind nicht korrekt dokumentiert oder lassen sich durch zu niedrige
Dosierungen erklaren.*®

Eine kiirzlich in Thailand durchgefiihrte Studie zeigt jedoch einen deutlichen Anstieg
der ICso-Werte fiir Chinin, Mefloquin und Artemisinin im Vergleich zu den Ergebnissen
der vergangenen Jahre. Bei 20 von 44 Parasitenisolaten konnte eine hochgradige
Chininresistenz nachgewiesen werden. Diese Resistenz ist wahrscheinlich ein
Nebeneffekt des Anstiegs der Mefloquinresistenz, zumal Chinin in dieser Gegend
schweren und komplizierten Malariaféllen vorbehalten ist.**’

Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass es neben dem bisher angenommenen
Resistenzmechanismus durch PfCRT noch weitere Faktoren gibt, die bei der Resistenz
fir Chinin eine Rolle spielen: So wurde eine Region eines quantitativen Merkmals
(quantitative trait Locus) auf Chromosom 7 von P. falciparum identifiziert, ein fir eine
Ubiquitintransferase kodierendes Gen, das eine zu PfCRT synergistische Funktion bei

der Chininresistenz haben soll.}'®

Mefloquin
Der erste Bericht tGber eine Mefloquinresistenz kam schon 1982 aus Thailand, als

Mefloquin sich noch in der klinischen Testung befand.'***° Die Region um die
thai-kambodianische und thai-burmesische Grenze bleibt einer der Brennpunkte der
Mefloquinresistenz.**® In manchen Gegenden in Thailand finden sich mittlerweile

Therapieversagerraten von iber 60 % unter Mefloquintherapie.104
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Zwei Ursachen haben vor allem zur schnellen Entwicklung der Mefloquinresistenz
beigetragen: (1) die lange Halbwertszeit von durchschnittlich 20 Tagen und (2) “die
intensive Anwendung des chemisch verwandten Chinins vor der Einfiihrung von
Mefloquin.“**’

Neben dem asiatischen Raum sind Resistenzen flir Mefloquin auch in Afrika und

Stidamerika beobachtet worden.'®*

Die Mefloquinresistenz geht mit einer erhéhten
Anzahl der Kopien des PfMDR1 Gens einher. Dieses Gen kodiert fur einen ATP-
abhingigen Transporter, der in der Nahrungsvakuole der Parasiten lokalisiert ist.®®
Bestimmte Mutationen im PFMDR1 Gen flihren zu erhohten Hemmwerten bei

Mefloquin, Artesunat, Halofantrin, Chinin und Dihydroartemisinin.63

1.9.5.Artesunat

Der Wirkstoff Artesunat ist ein semisynthetisches Artemisininderivat und gehort somit
zu einer Wirkstoffgruppe, die sowohl blutschizontozide als auch gametozide
Eigenschaften besitzt. Artemisinin wird aus dem einjahrigen Beiful’ (Artemisia annua)
isoliert. Seine heilende Wirkung bei fieberhaften Erkrankungen war den Chinesen
schon vor rund 2000 Jahren bekannt. Nach seiner Wiederentdeckung und klinischen
Entwicklung wurde es 2001 als Kombinationspartner fiir langsam wirkende
Chemotherapeutika (ACT) in die Therapieempfehlungen der WHO
aufgenommen.®%%12°

Die Artemisinin-basierte Kombinationstherapie soll durch den Einsatz zweier
Medikamente mit unterschiedlichen Wirk- und Resistenzmechanismen die
Resistenzentwicklung reduzieren. Parasiten miissten also, um zu tberleben,
gleichzeitig Resistenzen gegen zwei Medikamente entwickeln; die Wahrscheinlichkeit
dafir ist im besten Fall das Produkt der beiden einzelnen Wahrscheinlichkeiten und
somit deutlich geringer als bei einer Monotherapie.zz’121

Artesunat zeichnet sich zum einen durch seinen schnellen Wirkeintritt aus, zum
anderen durch die kurze Eliminationszeit, die einer Resistenzbildung entgegenwirkt.

Nachteilig sind die relativ hohen Therapiekosten, die sich durch die aufwandige Kultur

und Extraktion von Artemisia annua erklaren lassen.
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Die kurze Halbwertszeit bedingt eine lange Therapiedauer (7 Tage) insbesondere bei
der (von der WHO nicht mehr empfohlenen) Monotherapie.?

Das Medikament kann intravends, intramuskular, rektal oder oral verabreicht werden.
Es gilt als ein sicheres und gutvertragliches Medikament und wird derzeit zu den

potentesten Antimalariamitteln gezéihlt.g’%’121

Wirkmechanismus
Neben der antiplasmodialen Aktivitat, fir die die Endoperoxidbriicke der Artemisinine
unverzichtbar ist, zeigen sie auch eine potente antiproliferative Wirkung in

Tumorzellen,'?¥1?2

Auch fir die Artemisinine ist der genaue Wirkmechanismus noch nicht bekannt.
Es wird angenommen, dass die Artemisinine durch Him oder freie Eisenionen aktiviert

123

werden. “ Fir die daraufhin eintretende antiplasmodiale Wirkung existieren zurzeit

mehrere Modelle:

1. Artemisinine verhindern die Bildung von ungiftigen Hamozoinkomplexen aus
Ham 123-125

2. sie alkylieren PfTCTP (translationell kontrolliertes Tumorprotein) und andere
Proteine 123,126-128

3. sie verursachen eine spezifische Hemmung der membranstandigen Calcium-

ATPase (PfATP6),"*°

4, sie beeintrachtigen tGber eine Membrandepolarisation der Mitochondrien
deren Funktionen®?*'3°
5. oder fihren lber eine Akkumulation in den Membranlipiden zu einer
122,131,132

Zerstorung der Parasitenmembran.

Keines dieser Modelle ist unter Malariaforschern vorbehaltlos akzeptiert.

Resistenzen
In letzter Zeit hdufen sich die Meldungen von artesunateresistenten P. falciparum

Stammen in Kambodscha und Thailand. Kann man hier schon von einer Resistenz

sprechen?
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Noedl| war einer der ersten, der in seiner Studie (durchgefiihrt 2006-2007 in
Westkambodscha) resistente Parasiten beschrieb. Bei diesen Parasiten fanden sich
sowohl eine verlangerte Parasiteneliminationszeit als auch erhdhte ICsp-Werte fiir
Artesunat.'*?
Zunachst wurde ein Versagen der Therapie im Zusammenhang mit Resistenzen
gegeniber den Kombinationspartnern gesehen. Das haufig angewandte Mefloquin
zeigt in der Gegend der thai-kambodschanischen Grenze ein hohes
Resistenzvorkommen. Eine deutlich verlangerte Parasiteneliminationszeit

(PCT = parasite clearance time) der Kombinationstherapie und ein Isolat mit erhdohten
ICso-Werten fir Artesunat und Mefloquin waren jedoch ernste Anzeichen einer
drohenden Artesunatresistenz.'**

Dondorp, Nosten et al. verglichen in ihrer Studie die Therapieverlaufe
(Artesunatmonotherapie und Artesunat gefolgt von Mefloquin) zweier Zentren — eines
in Westkambodscha, das andere in Nordwestthailand. Bei den Patienten in Pailin,
Kambodscha konnte eine reduzierte Artesunatempfindlichkeit in vivo und eine
signifikant langere Parasiteneliminationszeit beobachtet werden. Diese korrelierte
Uberraschenderweise nicht mit den /C;p-Werten der Parasiten. Das lasst sich durch die
Tatsache erklaren, dass die reduzierte Empfindlichkeit auf Artesunat nur die jungen,
ringférmigen Stadien der Parasiten betrifft; da die Parasiten in vitro (iber einen ganzen
Zyklus dem Medikament ausgesetzt sind, spiegelt sich das nicht zwingend in den
ICso-Werten wider. Die Autoren der Studie sprechen von einer Resistenz gegen
Artesunat, die durch die deutlich verlangerte Parasiteneliminationszeit charakterisiert
ist.”> Im Gegensatz zu friiheren Studien, in denen ein Zusammenhang zu einer
Resistenz bei Mefloquin vermutet werden konnte, weisen sie daraufhin, dass die
Kombinationstherapie Artesunat/Mefloquin trotz Artesunatresistenz sehr gute
Ergebnisse erzielte. In Kambodscha sind die Artemisinine seit mehr als 30 Jahren als
Monotherapie erhaltlich und werden trotz Bemiihungen des Gesundheitsministeriums
von Kambodscha immer noch zum GroRteil in Monotherapie verwendet. Dies und die
genetischen Eigenschaften der Parasiten aus Kambodscha sind als bedeutende

Faktoren bei der Entstehung und Verbreitung der Artesunatresistenz zu sehen.™®
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Reduzierte Empfindlichkeiten der Parasiten gegeniiber Artemisininderivaten wurden
schon 2005 aus Franzdsisch-Guyana berichtet. Interessanterweise ist dies das einzige
Land Siidamerikas, in welchem eine Infektion mit P. falciparum haufiger diagnostiziert
wird als die mit P. vivax. Seit 2002 gilt dort die Kombinationstherapie
Arthemeter/Lumefantrin als Goldstandard in der Therapie der Malaria. Es iberrascht
nicht, dass samtliche Isolate, die eine reduzierte Empfindlichkeit gegeniliber den
Artemisininderivaten zeigten, aus Gebieten stammten, in denen ein unkontrollierter
Einsatz von Artemisininen stattfindet."****’

Ob und wie die niedrige Empfindlichkeit im Genom kodiert wird, war bislang nicht

bekannt.®

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen jedoch, dass die Resistenz von
Artemisininderivaten durch eine Mutation im Gen fiir das Kelch-Protein K13 zustande
kommt. Dies wurde durch eine Analyse des Genoms gezlichteter artemisinresistenter
Parasiten und den genetischen Vergleich mit Parasitenstammen aus Gebieten mit
hohem Resistenzvorkommen festgestellt. In Zukunft kdnnte diese Mutation als
molekularer Marker fiir eine Artemisininresistenz dienen.'*

Im Januar 2011 lancierte die WHO einen Plan zur Einddmmung der Artesunatresistenz
(,Global Plan for Artemisinin Resistance Containment”), dessen Ziel es ist, die weitere
Ausbreitung dieser Resistenz zu verhindern und die ACT als wirksame Therapie der

unkomplizierten Malaria sowie Artesunat i. v. zur Behandlung der schweren Malaria zu

erhalten.'*®
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1.10.Fragestellungen

Resistenzlage und Untersuchung auf Kreuzresistenzen
In dieser Arbeit stelle ich den aktuellen Stand der Resistenzlage in Lambaréné dar und

untersuche die getesteten Medikamente auf Korrelationen untereinander. Die
Hemmwerte der Wirkstoffe werden hierbei im Zusammenhang zu Testungen der
letzten Jahre betrachtet und bewertet.

Dies ist besonders fur Chloroquin interessant: Hat sich die Resistenzlage nach
Modifizierung der Leitlinien zur Malariatherapie in Gabun verandert?

Gegeniiberstellung ICsq vs. Parasiteneliminationszeit
Die Parasiteneliminationszeit (PCT) und die ICsp-Werte der beiden Studienarme

(Ferroguinmonotherapie und Artesunat-Ferroquin-Kombinationstherapie) werden
gesondert einer Korrelationsanalyse unterzogen. Die mittels in vitro Testung
gewonnenen Daten (/Cso) werden somit einer klinischen Variable
(Parasiteneliminationszeit) gegentlibergestellt. Dies soll aufzeigen, in wieweit in vivo
Ergebnisse mit in vitro Daten assoziieren bzw. ob die einfachere in vitro Testung die
PCT prognostizieren kann.

Analyse der Therapieversager
Die ICsp-Werte der Therapieversager unter Ferroquinmonotherapie (n = 3) werden

gesondert betrachtet, sie kdnnen Aufschluss iber die Resistenzen gegen Ferroquin
geben.

Hypothesen:
1. Die Gruppe der Kombinationstherapie weist eine deutlich kiirzere

Parasiteneliminationszeit auf.

2. Es findet sich weiterhin eine ausgepragte Resistenz fir Chloroquin.

3. Es konnen keine Resistenzen fliir Amodiaquin, Artesunat, Chinin, und Ferroquin
nachgewiesen werden, insbesondere findet sich kein Hinweis auf eine
Kreuzresistenz von Ferroquin zu Chloroquin.

4, Die ICso-Werte der Wirkstoffe Artesunat und Ferroquin stehen in

Zusammenhang mit der Parasiteneliminationszeit.
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2.Patienten, Material und Methoden

2.1.Material

Tabelle 1: Plastikmaterialien und anderes Verbrauchsmaterial

Einmalhandschuhe aus Latex Cooper Cooperation pharmaceutique frangaise
Einmallanzetten ACCU-CHECK® Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
ELISAplatten 96 well Costar 3590 corning incorporated USA

Filterpapier fir Giemsa MN 615 % Machery-Nagel, Deutschland

@ 240 mm

Multifly®-Set sterile 21 G SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland
Multifly®-Set sterile 23 G SARSTEDT, Nimbrecht, Deutschland
Objektrager 76mm®*26 mm I1SO 8037 RS France

Parafilm PM 999 Pechiney Plastic Packaging,Menasha WI| 54952
Pipettenspitzen 201-1000 ul (blau) greiner bio-one

Pipettenspitzen (gelb) epTIPS 2-200 uL Eppendorf

Pipettenspitzen (transparent) biozym

safe seal tips premium 0,1-10 ul

Schnelltest Paracheck Pf® Orchid Biomedical Systems, Verna, Goa, Indien
S-Monovette® EDTA KE/1,2 ml SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland
S-Monovette® Li-Heparin 1,2/5,5/9 ml SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

sterile 96 well Kulturplatten Becton Dickinson Labware USA

mit Deckel Microtest TM 353075

Zentrifugenréhrchen (Falcons) BD Biosciences

70%tiger Alkohol zur Desinfektion

Abwurf

Klebefolien zum Versiegeln der
ELISA-Platten

Petrischalen

Stauschlauch

Wattetupfer

Tabelle 2: Gerate

12-Kanalpipette 20-200 pl Discovery comfort ABI med

Aufsatze flr Pipettierhilfe 10 ml, 25 ml Corning Incorporated Costar
ELISAreader Original Multiskan ID 064 Thermo Electron Corporation
geeichte 10 pl Pipette CLINIPET (CP 10, P101)
Biosicherheits-Kabine (Hood) NUAIRE

CO, Inkubator mit Wassermantel HEPA Class 100
magnetischer Heizrihrer Heidolph MR Hei-Tec
Feinwaage 440-33 KERN

Mikroskop Eclipse E 200 Nikon
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Pentra 60

Pipette blau 100-1000 pl

Pipette gelb 20-200 pl

Pipette rot 0,5-10 pl
Pipettierhilfe pipetboy accu
Rihrfisch Magnetstdabchen
Trockner Incubator 40 °C Typ 405
Wasserbad

Zentrifuge, Rotanta 460 R

Kerzentopf (candlejar)

Horiba ABX Diagnostics
ABI med

ABI med

ABl med

IBS integra biosciences
ROTH, Karlsruhe
MELAG

LAUDA

Hettich Zentrifugen

Material fiir die Giemsa Féirbung

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblaulésung MERCK

Pufferlésung nach WEISE pH 7,2 MERCK

Komplettmedium fiir die Parasitenkultur:

RPMI Medium 1640 SIGMA® Sigma Aldrich Chemie

500 pl Gentamycin

6 ml L-Glutamin

12 ml Hepes (SIGMA)
50 ml Albumax

fiir 500 ml Albumax:
5,2 g RPMI | (GIBCO)

500 pl Gentamycin (50 mg/ml)
2,98 g HEPES (SIGMA)

1,67 g NAHCO3

1 g Glukose

0,1 g Hypoxanthin

25 g Albumax Il Pulver (GIBCO)
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Die Reagenzien wurden auf 500 ml und einen pH 7,2-7,4 mit destilliertem Wasser

aufgefillt und anschlieBend steril durch einen 0,2 um Filter filtriert.

Materialien zur Herstellung des SAG-Mannitols
Flir 100 ml SAG Mannitol wurden

900 mg Glukosemonoydrat
21,5 mg Adeninhydrochlorid
525 mg Mannitol

877 mg NaCl

in 100 ml destilliertem Wasser aufgeldst und anschlieBend gefiltert.

Flr 200 ml Erythrozytenpellet wurden 100 ml SAG-Mannitol verwendet.

Medikamente fiir die Kulturplatten
Stammlésungen
Artesunat (100 mM) 38,4 mg in 1 ml 70%igem Ethanol (Sanofi Aventis, Frankreich)

Amodiaquin dihydrochlorid dihydrate (100 mM) 46,9 mg in DMSO (SIGMA)
Ferroquin (2,5 mM) in DMSO (Sanofi Aventis, Frankreich)

Mefloquin hydrochloride (100 mM) in Methanol (SIGMA)

Chinin Hemisulfate salt (100 mM) 37,5 mg in Methanol (SIGMA)
Chloroquin Diphosphate salt (100 mM) in Aqua dest. (SIGMA)

SAG-Mannitol, die Albumaxlosung sowie die Stammlosungen fir die Medikamente
wurden freundlicherweise von Serena Tschan, AG Mordmiiller, Tiibingen nach

Protokoll**® hergestellt und nach Lambaréné gesendet.

Die Stammldsungen wurden in Komplettmedium verdiinnt um
Medikamentenldsungen folgender Konzentrationen zu erhalten:
Artesunat 180 nM, Amodiaquin 1,35 uM, Chinin 90 uM, Chloroquin 9 uM
Ferroquin 630 nM, Mefloquin 1,53 uM.
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Reagenzien fiir den ELISA
PBS GIBCO invitrogen Cooperation

BSA SIGMA® Sigma Aldrich Chemie

Monoklonaler IgM Antikérper von (MPFM-55A) Immunology consultants Laboratory
Tween 20 SIGMA® Sigma Aldrich Chemie

Monoklonaler 1gG; Antikérper (MPFG-55P) Immunology consultants Laboratory

chromogenes Substrat (TMB chromogen) Kem-En-Tec diagnostics

Fiir 500ml PBS-Lésung (phosphat buffer solution)

wird eine Tablette PBS in 500 ml destilliertem Wasser mit Hilfe des magnetischen
Rihrers aufgelost.

Die Blockierungslésung

wird aus PBS Losung (ml) und

2 % BSA (bovine serum albumine) (g) im Verhaltnis 100:2 hergestellt.

Flr eine Platte werden 20ml Blockierungsldsung bendtigt.

Die Losung wird am Vortag angesetzt und bis zum Assay am nachsten Tag bei 4 °C

gelagert.

2.2.Methoden

2.2.1.Die Studienpopulation

Screening der Patienten

Die in die Studie ,,Dose Ranging Study of Ferroquine With Artesunate in African Adults
and Children With Uncomplicated Plasmodium Falciparum Malaria (FARM)* 8
eingeschlossen Patienten wurden in den Dorfern in der Umgebung von Lambaréné und
Fougamou mittels Schnelltest auf das Vorhandensein von P. falciparum tberpriift. Die
Patienten wurden durchgehend wahrend der Regenzeit (Dezember 2009 bis April
2010) in die Studie aufgenommen.

Bei positivem Testergebnis wurde ein dicker Tropfen ebenfalls vor Ort durchgefiihrt,
am selbigen Tag mittels Giemsa gefarbt und im Forschungslabor in Lambaréné

ausgewertet.
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Studienverlauf
Wadhrend eines zweimonatigen Beobachtungszeitraums wurden alle Patienten

wochentlich besucht. Neben den Vitalparametern, EKG und Laborwerten wurden die
Studienteilnehmer mittels dickem Tropfen auf Plasmodien untersucht.

Wir fihrten die in vitro-Tests am Tag 1 der Hospitalisierung (direkt nach
Diagnosestellung und Untersuchung der Ausschlusskriterien) sowie bei einem Riickfall
nach Tag 7 und bei einer ausreichend hohen Parasitdmie (> 0,02 %) durch.

Das parasitenhaltige Blut wurde nach Blutabnahme sofort — spatestens jedoch

innerhalb von vier Stunden — verarbeitet.

Einschlusskriterien®™
v Monoinfektion mit P. falciparum

mit einer Parasitamie zwischen 1000-200 000 Parasiten/pl
v eine erhdhte Kérpertemperatur von > 37,5 °C

oder Fieber innerhalb der letzten 24 Stunden in der Anamnese
v Mindestalter 14 Jahre
v BMI > 5. Perzentile des altersgemafien Indexes

v vorliegende Einverstandniserklarung des Patienten/Erziehungsberechtigten

Ausschlusskriterien®

x schwere Krankheit, Vorhandensein von Kriterien einer schweren Malaria
x ein positiver Hepatitis B/C-Status
x signifikante Abweichungen der Laborwerte von den Normalwerten

(Blutbild, Glukose, Leber- und Nierenwerte)
x bekannte oder vorhandene Erkrankung, die die Interpretation der Daten zur

Toleranz und Wirksamkeit von Ferroquin beeintrachtigen kann

x splenektomierte Patienten

x Patienten, die nicht trinken kénnen

x permanentes Erbrechen

x bestehende Schwangerschaft/Stillperiode

x Verzicht auf Kontrazeption bei weiblichen Teilnehmern im gebarfahigen Alter
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x positive Medikamentenanamnese in Bezug auf Malariamedikamente in letzter

Zeit (die Zeitdauer hierbei hangt von der Halbwertszeit der Medikamente ab)

x Teilnahme an einer Malaria-Impfstoff-Studie
x kiirzlich stattgefundene Roteln- oder Gelbfieberimpfung
x Uberempfindlichkeit gegeniiber Artesunat oder Ferroquin

x QTcF > 480 ms

Im Falle eines positiven Schnelltests, sowie einer nachgewiesenen Monoinfektion mit
P. falciparum mit ausreichender Parasitamie, wurden die Patienten (bei Erfiillung aller
Einschlusskriterien und Nichtvorhandensein von Ausschlusskriterien) randomisiert.
Diese Studie (FARM = Ferroquin und Artesunat bei unkomplizierter Malaria) ist eine
randomisierte Doppelblindstudie mit einem einfach blinden Studienarm in der
Monotherapie von Ferroquin.

Mittels Randomisierung wurden die Patienten einer der 4 Therapiegruppen zugeteilt:

1.) Ferroquin 2 mg/kg einmal taglich und Artesunat 4 mg/kg einmal taglich tGber 3 Tage
2.) Ferroquin 4 mg/kg einmal taglich und Artesunat 4 mg/kg einmal taglich iber 3 Tage
3.) Ferroquin 6 mg/kg einmal taglich und Artesunat 4 mg/kg einmal taglich iber 3 Tage

4.) Ferroquin 4 mg/kg einmal taglich als Monotherapie tber 3 Tage95

Bei den weiteren Auswertungen der vorliegenden Arbeit wurde die Ferroquindosis in

der Kombinationstherapie nicht berlicksichtigt.

Schnelltest
Nach Desinfektion der Fingerkuppe wurde diese mit einer Einmallanzette punktiert.

Mittels beiliegender Einwegdse wurden etwa 5 ul Blut aufgenommen und in das
vorgesehene Feld des Schnelltests Gberfihrt. Dem Test wurden 6 Tropfen zugehoriges
Reagenz zugefligt. Der Test ist ein Sandwichassay und detektiert das Histidin reiche
Protein 2 (HRP2). Nach 10-15 Minuten lasst sich der Test auswerten.

Bei einem positiven Testergebnis wurde im Anschluss ein dicker Tropfen durchgefiihrt.

42



Herstellung der Giemsa Férbung
Die Giemsafarbung fiir die Farbung der Objekttrager wurde entsprechend den

Arbeitsanweisungen der Universitat Tlbingen und des Forschungslabors Lambaréné
hergestellt:
Fiir 100 ml Farbelésung wurden 20 ml Giemsa mit 80 ml Puffer pH 7,2 angesetzt,

gefiltert und in den Farbestander liberfiihrt.

Bestimmung der Parasitimie
Die Parasitdmie wurde mittels Lambarénémethode laut den Arbeitsanweisungen des

Forschungslabors in Lambaréné bestimmt:

Nach Desinfektion der Fingerbeere wurde diese mit Hilfe einer sterilen Lanzette
punktiert und mittels Pipette wurden 10 pl Kapillarblut aufgenommen. Dieses wurde
auf einem sauberen und beschrifteten Objekttrdger ausgestrichen — in einem Feld der
GroRe: 1,8 cm * 1 cm. Hierflr wurde eine Schablone verwendet. RoutinemaRig wurden
jeweils zwei dicke Tropfen pro Patient erstellt.

Der Objekttrager wurde dann im Inkubator bei 40 °C fiir 10 min oder an der Luft
getrocknet, fiir 20 Minuten mit Giemsa gefarbt und nachdem er erneut getrocknet
wurde, unter dem Mikroskop ausgewertet.

StandardgemaR wurden 100 Felder gelesen. Die Parasitamie wurde wie folgt

berechnet:

Anzahl der Parasiten/Anzahl der Felder * 600 (bzw. Mikroskopfaktor) = Parasitamie in
P/ul.

Der dicke Tropfen wurde von zwei verschiedenen Labormitarbeitern gelesen. Bei

diskordanten Ergebnissen wurde eine Drittlesung durchgefihrt.

Fir die Berechnung der prozentualen Parasitamie wird der Hamatokrit bendtigt. Dieser

wurde mittels Pentra 60 bestimmt.
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Herstellung des Komplettmediums
Fir das Komplettmedium wurden einer Flasche RPMI Medium 1640 unter sterilen

Bedingungen 500 pl Gentamicin, 6 ml L-Glutamin, 12 ml Hepes und 50 ml Albumax
zugefigt.

L-Glutamin und Albumax wurden bis zum Gebrauch bei -20 °C tiefgefroren und vor der
Anwendung im Wasserbad bei hochstens 37 °C aufgetaut

Gentamicin und Hepes wurden ebenso wie das komplettierte Medium —im folgenden

Komplettmedium —im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Herstellung der Erythrozyten-SAG-Mannitol-Suspension (zur Verdiinnung einer
Parasitidmie > 0,05 %)
Fir die gegebenenfalls notwendige Verdliinnung der Parasiten wurden nicht-

parasitenhaltige Erythrozyten eines freiwilligen Spenders der Blutgruppe 0* verwendet,
der noch nie Malaria hatte. Das mit den Lithium-Heparin-Monovetten (9 ml)
entnommene Blut wurde steril unter dem Hood in ein Zentrifugenrohrchen tberfiihrt
und bei 1800 rpm zentrifugiert. Das Plasma und die Leukozytenschicht wurden
groflzligig mittels Einmalpipette entfernt. Die Erythrozyten wurden mit
Komplettmedium gewaschen (fiir eine Waschung von 20 ml Erythrozyten wurden 30
ml| Medium verwendet), das Zentrifugenréhrchen wurde mehrmals gewendet.

Nach erneuter Zentrifugation bei 1800 rom wurden das Medium, der Buffy coat und
die oberste Erythrozytenschicht abpipettiert. Den gewaschenen Erythrozyten wurde
SAG-Mannitol zugefiigt. Die Menge entsprach hierbei der Halfte der Erythrozyten, d. h.
flr 20 ml Erythrozyten wurden 10 ml SAG Mannitol verwendet.

Anmerkung: Die auf diese Weise haltbar gemachten Erythrozyten wurden maximal

einen Monat im Kiuhlschrank aufbewahrt.

Vorbereitung der Kulturplatten
Um die Medikamente in die Kulturplatten zu pipettieren, wurden die benétigten

Materialien nach Desinfektion mit 70 % Ethanol im Hood bereitgestellt. Die
Medikamente wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die 96 well Kulturplatten
wurden beschriftet (Medikamentennamen, Datum, minimale und maximale

Konzentration).
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Unter sterilen Bedingungen wurden mit Hilfe der Pipettierhilfe 5-6 ml
Komplettmedium in eine Petrischale pipettiert. Daraus wurden mittels Multipipette
jeweils 25 ul in die Kavitdten Uberflhrt unter Aussparung der ersten Linie (A). In dieser
Reihe wird sich die Maximalkonzentration des Medikaments befinden.

Jeweils 37,5 ul der bereits vorbereiteten Medikamentenverdiinnungen wurden in die
erste Reihe (A) pipettiert, wobei jedes Medikament doppelt getestet wurde.

Mittels Multipipette wurden 12,5 pl aus der ersten Reihe (A), welche die Reihe der
Maximalkonzentration ist, aufgenommen und in die zweite Reihe lberfiihrt. Nach
sechsmaligem vorsichtigen Mischen wurden wieder 12,5 pul in die nachste Reihe
Uberfihrt. Die Verdiinnungsreihe wurde fortgefiihrt bis zur Reihe G — die letzte Reihe
(H) wurde ausgespart. Diese Reihe war die Kontrollreihe ohne Medikamentenzugabe.
Die so vorbereiteten Medikamentenplatten wurden bis zu 2 Wochen bei -20 °C

aufbewahrt.

Tabelle 3: Verdiinnungsreihe auf der Kulturplatte in nMol/I (endgiiltige Verdiinnung nach Blutzugabe)
Medikament Amodiaquin Chloroquin Ferroquin Mefloquin Chinin Artesunat

A 100,00 % 150 1000 70 170 10000 20

B 33,33% 50 333,33 23,33 56,67 3330 6,67
C 11,11% 16,67 111,11 7,78 18,89 1110 2,22
D 3,70% 5,56 37,04 2,59 6,30 370,37 0,74
E 1,23% 1,85 12,35 0,86 2,10 123,46 0,25
F 0,41% 0,62 4,12 0,29 0,67 41,15 0,08
G 0,14% 0,21 1,37 0,10 0,23 13,72 0,03
H 0,00% 0 0 0 0 0 0
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2.2.2.Kultivierung der Parasiten

Fir die in vitro Testung wurden ausschlief8lich Blutproben mit einer P. falciparum-
Monoinfektion verwendet. Die Parasitamie wurde mit Hilfe des Hamatokrits in eine
prozentuale Parasitamie umgerechnet. Anhand dieser wurde auch festgestellt, ob fir
die in vitro Resistenzbestimmung eine Verdiinnung durchgefiihrt werden muss:

Um die Parasiten wahrend der Inkubationszeit und so auch der Wirkzeit der
Medikamente optimalen Bedingungen auszusetzen, wurden die Proben mit einer
prozentualen Parasitamie grof3er als 0,05 % mit der Erythrozyten-SAG-Mannitol-
Suspension verdiinnt.

Flir den in vitro Test wurde den Patienten mindestens 1 ml Heparinblut abgenommen.
Fiir eine Kulturplatte wurden maximal 300 ul Erythrozyten des Patienten bendétigt — je
nachdem wie hoch die Parasitamie und der Hamatokrit waren. Wir verwendeten fir
die Blutabnahme 5,5 ml Monovetten. In den Platten wurde auf einen Hamatokrit von
1,5 % verdinnt. Sowohl Hamatokrit als auch Ausgangsparasitdmie haben einen Einfluss
auf die Parasitenkultur. Eine erhdhte Parasitamie und ein erhéhter Hamatokrit kdnnen
durch eine Medikamentenakkumulation in den Erythrozyten die Wirksamkeit eines
Medikamentes wie Chloroquin auf die Parasiten reduzieren (Inokulum Effekt).gg’141
Deshalb ist es wichtig, die Bedingungen soweit wie moglich zu standardisieren.

Zudem stellen die Niedrighamatokritkultur und eine niedrige Ausgangsparasitamie
optimale Wachstums- und Ernihrungsbedingungen fir die Parasiten dar.**

Nach Zentrifugation (1800 rpm fiir 5 Minuten, Bremse auf 7, Beschleunigung auf 9)
wurden das Plasma sowie die Leukozytenschicht mittels einer Einmalplastikpipette
entfernt. Die bendtigte Erythrozytenmenge wurde unter sterilen Bedingungen in einen
Falcon mit 40 ml Komplettmedium lberflihrt, welches dann auf eine Petrischale
pipettiert wurde. In die schon vorbereiteten Medikamentenplatten wurden pro Kavitat
je 200 ul verdiinntes Parasitenblut pipettiert.

Die so fertig pipettierte Platte wurde bei 37 °C, 5 % CO, und 5 % O, im Kerzentopf
(candle jar) inkubiert. Die Platten verblieben fir 72 Stunden im Inkubator und wurden

danach sofort bei -20 °C tiefgefroren.
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Berechnung der prozentualen Parasitimie
Definition: Die prozentuale Parasitamie (P %) ist die Anzahl der infizierten Erythrozyten

geteilt durch die Anzahl aller Erythrozyten.

Wir gingen von einem mittleren korpuskuldren Erythrozytenvolumen von 100 fl und
somit von einer Erythrozytenanzahl von 10 Mio Erythrozyten pro pl Erythrozyten aus

und berechneten die prozentuale Parasitamie folgendermaRen:

Parasiten/ul

o =
% Hamatokrit * 1000

Der Faktor 1000 kommt durch den Hamatokrit und die Anzahl der Erythrozyten pro pl

Erythrozyten zustande.

Beispiel:
Wir nehmen an, ein Patient hat eine Parasitdmie von 10 000 Parasiten pro ul Blut und
einen Hamatokrit von 40 %.

In einem pl Blut sind demzufolge 0,4 ul Erythrozyten.

10000 Parasiten/pl
0,4 * 10000000

P % =

* 100

Die prozentuale Parasitamie (P %) betragt 0,25 %.

Diese Parasitamie ist grofRer als 0,05 % und muss daher mit SAG-Mannitol-Erythrozyten
verdiinnt werden.

SAG Mannitol besteht nur zu % aus Erythrozyten. Um einen Hamatokrit von 1,5 % und
eine prozentuale Parasitamie von 0,05 % zu erreichen, wird die bendétigte Menge an
parasitenhaltigen Erythrozyten mit Hilfe der Stoffmengengleichung

(c1 *vl=n=c2*v2)berechnet.
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n = Menge der Parasiten

c1 = aktuelle Parasitamie (0,25 %)

vl = parasitenhaltige Erythrozyten in pl (gesucht)
c2 = gewlinschte Parasitamie (0,05 %)

v2 = gewlinschtes Gesamterythrozytenvolumen (300 pl)

Nach Umformung ergibt sich:

gewiinschte Parasitamie (in %) aktuelle Parasitimie (in %)

parasitenhaltige Erythrozyten (in ul)_Gesamterythrozyten (in ul)

Flir eine Platte mit einem Hamatokrit von 1,5 % werden 300 pl Erythrozyten
(Gesamterythrozyten) verwendet. Die gewlinschte Parasitamie betrdgt 0,05 %, die
aktuelle Parasitamie liegt in diesem Fall bei 0,25 %. Hier werden also 60 pl
parasitenhaltige Erythrozyten und 300 pl - 60 pl * 3/,=360 ul 0*-Erythrozyten in SAG

Mannitol fiir eine Platte benotigt.

Bei einer prozentualen Parasitdmie zwischen 0,02 und 0,05 % wurde die Kultivierung
ohne Verdliinnung der Parasiten mit entsprechend 300 ul parasitenhaltigen

Erythrozyten pro Kulturplatte durchgefihrt.

2.2.3.Bestimmung der IC;5, mittels ELISA

Dieser Assay untersucht die Hemmstarke der oben aufgefiihrten Medikamente auf

P. falciparum nach 72-stiindiger Inkubation. Es handelt sich um einen Sandwich-ELISA,
der im Forschungslabor in Lambaréné gemaR den Arbeitsanweisungen der Universitat
Tlbingen und der Universitat Wien (Noedl et al., 2005) durchgefiihrt wurde. Der

Nachweis geschieht durch die Messung der Konzentration des HRP2.
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Vorbereitung
Vor dem ELISA wurden die Kulturplatten zweimalig bei Raumtemperatur aufgetaut und

wieder bei -20 °C eingefroren um die Erythrozyten zu lysieren.

Der erste IgM Antikorper (MPFM-55A) wurde in PBS-L6sung auf eine Konzentration
von 1,0 pl/ml verdinnt. Pro Platte werden 10 ml dieser Losung bendtigt.

Mittels Multikanalpipette wurden 100 pl des ersten Antikérpers (MPFM-55A) in
Losung auf die ELISA-Platten Gbertragen.

Die beschichteten Platten wurden mit Klebefolie versiegelt und iber Nacht bei 4 °C
gelagert.

Am Tag des Assays wurden die bereits mit dem ersten Antikorper beschichteten

Platten ausgeschuttet und trockengeklopft.

Der Antikdrper wurde an den Wanden der Kavitdaten gebunden und die iberfliissigen
Antikorper wurden so mit der Losung entfernt.

Nach Zugabe von 200 ul Blockierungslésung pro Kavitat wurden die Platten mit
Klebefolie abgedeckt und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Die PBS/Tween Waschlosung wurde mit 0,5 ml Tween 20 pro 999,5 ml PBS Losung
angesetzt.Nach Verwerfen der Blockierungslésung wurden die Platten 3-malig mit je

200 pl Waschlosung pro Kavitat gewaschen und trockengeklopft.

Zugabe der Probe
Der Assay wurde generell mit 25 ul destilliertem Wasser und 75 ul Blutprobe aus der

Kultur durchgefiihrt und gegebenenfalls mit 100 pl der Blutprobe ohne Verdiinnung
wiederholt. Vor Zufligen der Blutprobe wurde diese durch mehrmaliges Aufnehmen
und Ablassen mittels Pipette griindlich gemischt.

Die Platten wurden mit Abdeckfolie versiegelt und fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur gelagert.

Nach Herstellung der Grundlosung fiir den zweiten Antikorper (MPFG-55P)

aus 2 % BSA und 1 % Tween 20 in PBS wurde dieser durch Zugabe der Grundlésung auf

0,05 pg/ml verdiinnt. Fir jede Platte wurden 10 ml der Grundldsung benétigt.
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Anmerkung: Bei Anbruch eines neuen Antikérpers wurde dieser in verschiedenen
Konzentrationen getestet, um die optimale Verdiinnung herauszufinden.

Der zweite Antikorper (MPFG-55P) enthalt ein horseradish peroxidase-
(Meerrettichperoxidase) Konjugat, welches in diesem Komplex als Markerenzym
fungiert. Die Platten wurden ausgeschiittet, dreimal mit Waschlésung gewaschen und
trockengeklopft.

Mittels Multikanalpipette wurden 100 pl der verdiinnten Antikorperldsung
(MPFG-55P) pro Kavitat auf die ELISA-Platten pipettiert.

Zugabe des Substrates und Auswertung
Nach einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur und erneutem Waschen und

Trockenklopfen wurden pro Kavitat 100 pl chromogenes Substrat (TMB chromogen)
zugefligt. Die Platten inkubierten 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Die Zugabe von TMB chromogen fiihrt zu einer unterschiedlich intensiven Blaufarbung.
Je stdrker die Farbung ist, desto mehr Protein ist in der jeweiligen Kavitat vorhanden.
Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 50 ul 1 M Schwefelsdure pro Kavitat
gestoppt.

Nach Messung der ELISA-Platten bei 450 nm im ELISA-Reader erfolgte die Berechnung
der ICsp.

Die ICsp stellt die Medikamentenkonzentration dar, die in der Lage war, 50 % des
Parasitenwachstums zu verhindern; unter unseren Assay Bedingungen entspricht sie
der Konzentration, bei der 50 % des HRP2 Proteins der medikamentenfreien

Kontrollreihe gefunden wurde.
2.2.4.Statistische Auswertung

Die mittels ELISA gewonnen Daten wurden mit dem Statistikprogramm R (Version
2.12.0) ausgewertet.143 Hierbei erfolgten die Berechnung der ICsg, ICy0, ICo9 SOWie der
oberen und unteren Asymptote, sowie die Erstellung der nicht linearen Dosis-
Wirkungskurven. Zur Auswertung wurden das arithmetische Mittel, der Median, das

95 % Konfidenzintervall und die Standardabweichung berechnet.
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Die logtransformierten ICsp-Werte wurden mittels Produktmoment nach Pearson auf
Korrelationen zwischen den einzelnen Medikamenten untersucht und grafisch
dargestellt. Die Werte wurden auRerdem auf eine Korrelation zwischen der ICs fiir

Ferroquin und der Parasiteneliminationszeit getestet.

Die Parasiteneliminationszeit wurde definiert als die Zeitspanne zwischen
Therapiebeginn bis zum ersten (flr Trophozoiten) negativen dicken Tropfen, bei
mindestens zwei aufeinanderfolgend negativen Testergebnissen.

Fir alle statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt.
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3.Ergebnisse

3.1.Die Studienpopulation

Im Rahmen der Malariakontrolle durch Resistenzbestimmung und Erforschung neuer
wirksamer Substanzen fiihrten wir eine Aktivitatsbestimmung von bereits erprobten
Substanzen (Amodiaquin, Artesunat, Chinin, Chloroquin und Mefloquin) sowie des
neuen Wirkstoffes Ferroquin durch. Der Wirkstoff Ferroquin befindet sich im Stadium
der klinischen Entwicklung und wurde mit den bereits zugelassenen Substanzen
verglichen um eventuelle Kreuzresistenzen auszuschlief3en.

Séamtliche Proben stammen von Malariapatienten (P. falciparum) aus Lambaréné bzw.
der ndheren Umgebung von Lambaréné. Das Screening wurde zum groRen Teil aktiv in

den Dorfern im Radius von 80 km durchgefiihrt.

Screening Eignung Inklusion Verlauf
) 61 Patienten
63 Kandidaten Parasitimie 55 Patienten 2 Patienten
positivim 1000-200000 in die Studie lost to
Schnelltest P.f./ul eingeschlossen follow up
-, ™

Ausschluss von 6 Patienten

wegen
Ausschluss: *Einnah
<1000 P. f./ul __Eihnahmevon
2 Patienten intlmalarlamltteln, n_— 2
Internetproblem, n=1
*B-HCG+,n=1
*HBs+,n=1

*Gewicht<50kg, n=1

- /

Abb. 6 Screening failures
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Im Zeitraum von Dezember 2009 bis April 2010 wurden 55 Patienten in die Studie

aufgenommen.

Tabelle 4: Baseline characteristics

Geschlecht, Anzahl (%) Weiblich 27 (49 %) Mannlich 28 (51 %)
Alter (Jahre), Median | Spannweite 23 | 14-70

Parasitdmie Parasiten /pl 25074 | 6523 (1035-173500)

arithmetisches Mittel | Median
(Spannweite)

Therapieschema, Anzahl (%)

Ferroquinmonotherapie 14 (25 %)

Kombinationstherapie 41 (75 %)

3.2.Studienverlauf
Tag 1 Tag 2-3 Tag 7-63 Tag 63
Untersuchung, Studienmedikament, wochentliche Visiten Abschluss
Anamnese alle 6 h EKG, mit EKG, Vitalparameter, der Studie
(AusschluRkriterien), Vitalparameter, und dickem Tropfen
Randomisierung, dicker Tropfen bei positiver Parasitamie:
Hospitalisierung & PCR, rescue therapy,
Gabe des Studienmedikamentes in vitro-Test falls

Parasitamie 2 0,02 %

Abb. 7 Studienverlauf

Insgesamt sind 52 Parasitenproben vom Zeitpunkt des Screenings in Kultur gewachsen
und konnten interpretiert werden. Zusatzlich wurden 8 Isolate bei Neuinfektion nach

Tag 7 (gesichert durch PCR) kultiviert und ausgewertet.
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Die durchschnittliche Parasiteneliminationszeit, inklusive Therapieversager betrug
39,7 Stunden (Median=24, range: 6-648 h). Ohne Therapieversager lag die mittlere
Parasiteneliminationszeit bei 24,9 Stunden (Median = 18, bei einer Spannweite von 6-
144). Die Parasiteneliminationszeit der Patienten unter Kombinationstherapie mit
Artesunat und Ferroquin war signifikant kiirzer, als die Parasiteneliminationszeit der

Patienten unter Ferroquinmonotherapie (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Parasiteneliminationszeit

Ferroquinmonotherapie (n =14) Kombinationstherapie (n = 41)

Arithmetisches Mittel 49,29 h 18,73 h
Median/Spannweite 33 h/6-144 h 18 h/6-36 h
0-24 h 14,29 % 58,54 %
<48 h 64,29 % 100 %
>72h 35,71 % 0%

3.3.Klinische Testung des Studienmedikamentes Ferroquin

Das Chloroquinderivat Ferroquin befindet sich zurzeit in Phase 2 der klinischen
Testung. Die hier untersuchten Studienteilnehmer, denen durch Randomisierung die
Ferroquinmonotherapie zugeteilt wurde, erhielten den Wirkstoff in einer

Konzentration von 4 mg/kg Korpergewicht einmal taglich Giber drei Tage.

Drei der Patienten unter Ferroquinmonotherapie zeigten ein Therapieversagen mit
Parasitdmie an Tag 7 bzw. keinem Abfall der Parasitamie um > als 75 % innerhalb von

48 Stunden nach Therapiebeginn.
Insgesamt 20 Patienten (davon 6 unter Ferroquinmonotherapie) erkrankten im Verlauf

des zweimonatigen Beobachtungszeitraums (nach Tag 7) erneut an Malaria; alle diese

Neuerkrankungen nach Tag 7 wurden mittels PCR als Neuinfektionen klassifiziert.
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3.4.Auswertung der Ergebnisse

Die Analyse der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm R (Version 2.12.0).
Aus den durch den ELISA-Reader ermittelten Daten (ein Wert pro Kavitat) wurde die
ICsp, ICq0, ICqg, die Steigung und die obere und untere Asymptote berechnet. Diese
Berechnung basiert auf dem dose-response-curves Paket (drc version 2.3-7) und einem
R-Skript.'*>1*

Als Ergebnis erhalt man eine nicht lineare Dosis-Wirkungskurve (s. Abb. 8).
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Abb. 8 Dosis-Wirkungskurven von Chloroquin und Ferroquin

0D = optische Dichte (optical density), Conc = Substratkonzentration in nMol/|

FQ = Ferroquin, CQ = Chloroquin
Die weitere Analyse stitzt sich auf die ICsp-Werte der getesteten Substanzen.
Flr jeden Wirkstoff wurden das arithmetische Mittel, der Median und die
Standardabweichung der ICso-Werte berechnet. Hierbei wurde mit einzelnen Werten,
die auRerhalb der Nachweisgrenzen lagen, wie folgt vorgegangen:
Bei Werten, die unterhalb der Nachweisgrenze lagen (das gilt fir Amodiaquin und
Artesunat) wurde die untere Nachweisgrenze halbiert. Werte, welche oberhalb der

Nachweisgrenze lagen (Chloroquin) wurden mit 1,2 multipliziert.
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Tabelle 6: Auswertung der IC;,-Werte aller Patienten inklusive der Neuerkrankungen (in nMol/l)

N Arithmetisches Median Spannweite Standardabweichung
Mittel (mean) (range)

Amodiaquin 57 11,61 9,34 0,105-46,30 10,99

Chloroquin 56 425,92 226,49 2,141-1200 467,32

Ferroquin 59 8,18 7,494 1,195-19,00 4,19

Mefloquin 56 4,96 2,53 0,115-32,57 6,77

Chinin 53 117,71 90,97 6,860-764,65 119,82

Artesunat 55 0,29 0,07 0,013-1,68 0,45

Fir die ICso-Werte wurden folgende cut-off Grenzen zur Definition der Resistenz
berichtet:Amodiaquin: > 80 nMol/l **°, Artesunat: > 10,5 nMol/I %, Chinin: >

500 nMol/I **>, Mefloquin: > 30 nMol/1.%

Diese Grenzwerte sind nicht validiert flir unseren Test und dienen lediglich dem
besseren Verstdandnis in der Beschreibung der ICsp-Werte.

Fir Lambaréné ist bisher keine Artesunatresistenz bekannt. Auch unsere Werte
(Median 0,07 nMol/I bei einer kleinen Spannweite von 0,01-1,68 nMol/I) sprechen
gegen das Vorkommen einer Resistenz gegen Artesunat in diesem Gebiet.

Bei Amodiaquin zeigt sich eine mittlere Spannweite von 0,11 — 46,30 nMol/l, samtliche
Werte liegen unterhalb der von uns definierten Resistenzgrenze.

Bei der Analyse des Ferroquins zeigen sich im Vergleich zum verwandten Chloroquin
deutlich niedrigere ICso-Werte (durchschnittlich 52-fach niedrigere ICso-Werte beim
Ferroquin). Eine extrem grofRe Spannweite zeigte sich bei Chloroquin, ausgehend von
der fir Lambaréné definierten Resistenzgrenze von einem /Cqs-Wert > 30 nMol/I%
lagen 51 der ICoo-Werte oberhalb der Resistenzgrenze, d. h. 91 % der Proben zeigten
eine Chloroquinresistenz.

Der Median der ICsp-Werte fur Mefloquin bei lag bei 2,53 nMol/I. Eine einzige Probe
zeigte eine in vitro Resistenz bei einem ICs,-Wert > 30 nMol/I.

Die Probe wies auflerdem eine Resistenz fir Chloroquin auf.

Ahnlich wie bei Chloroquin zeigte sich auch bei der Chinintestung eine groRe Varianz
der ICso-Werte. In einer Probe fand sich ein Uber der Resistenzgrenze liegender,

deutlich erhohter ICsp-Wert von 764,65 nMol/I.
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Die ICso-Werte der restlichen Wirkstoffe dieser Probe waren durchweg im

»empfindlichen” Bereich (s. Abb. 9).
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Abb. 9 Verteilung der IC5,-Werte (in nMol/l) der getesteten Substanzen.

Die gepunktete Linie markiert die hypothetischen Grenzwerte, welche lediglich dem
besseren Verstdandnis dienen und nicht validiert sind.

AQ = Amodiaquin, AS = Artesunat, CQ = Chloroquin, FQ = Ferroquin, MQ = Mefloquin,
QN = Chinin

3.4.1.Korrelationsanalyse der in vitro Wirksamkeit der getesteten
Substanzen

Die Korrelationsanalyse untersucht die Starke des Zusammenhangs zweier Variablen.
Hierzu wird der Korrelationskoeffizient “r“ berechnet. In dieser Arbeit wurde der

Korrelationskoeffizient mittels Statistikprogramm R nach Pearson berechnet:

n
D 6= %)ty =)
i=1

n n
> =02 D (i -
=1 i=1

r=
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Der Korrelationskoeffizient liegt auf einer Skala von -1 bis +1. Je gréRer der Betrag des
Korrelationskoeffizienten ist, desto groRer ist der lineare Zusammenhang der beiden
Variablen. Dies lasst jedoch keine Schlussfolgerung auf kausale Zusammenhange der
beiden Variablen zu.'****’

Unter Annahme einer Normalverteilung wurde die Korrelationsanalyse der mittels
natirlichen Logarithmus transformierten /Cso-Werte mit der

Produktmomentkorrelation nach Pearson durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde

auf 0,05 festgelegt.

Korrelationen der Medikamente untereinander
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Abb. 10 Korrelationsmatrix der logtransformierten IC5,-Werte (nmol/I)
Anmerkung: (*)0,05 2 p>0,01 (**)0,012 p>0,001 (***)p < 0,001
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Zur Abschatzung der Starke des Zusammenhangs zweier Substanzen wurde der
Determinationskoeffizient (r’) ermittelt. Dieser beschreibt den Anteil der
gemeinsamen Varianz zweier Variablen an der Gesamtvarianz. Der

199 Dieser

Determinationskoeffizient kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen.
Koeffizient ist mathematisch gesehen das Quadrat des Korrelationskoeffizienten (r).
In unserem Fall zeigt er, wie gut das gefundene Modell (die Gerade), die tatsachlich

gemessenen Werte beschreibt.

Die Analyse (Pearson) stellte signifikante Korrelationen zwischen den meisten der
getesteten Substanzen dar, die Korrelationenskoeffizienten lagen hierbei zwischen
0,32 und 0,88.

Eine ausgepragte Korrelation findet sich zwischen den strukturverwandten Wirkstoffen

Amodiaquin und Chloroquin bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,88 (p < 0,0001).

Weder bei Mefloquin vs. Amodiaquin, bei Chinin vs. Amodiaquin, bei Artesunat vs.
Chinin, bei Chloroquin vs. Mefloquin, noch bei Chloroquin vs. Chinin, zeigte sich eine
signifikante Korrelation.

Eine schwache jedoch signifikante Korrelation fand sich zwischen Chloroquin und

Ferroquin (r*= 0,4, p < 0,001).
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Tabelle 7: Korrelationen der getesteten Substanzen

RZ

n Korrelation (Pearson) Korrigierter R’ p

AQ-CQ 54 0,88 0,780 0,78 <0,001
AQ-AS 53 0,32 0,1 0,02 0,02
AQ-FQ 56 0,62 0,38 0,37 <0,001
AQ-MQ 53 0,14 0,02 0,001 0,32
AQ-QN 51 0,03 0,001 -0,02 0,84
AS-CQ 51 0,31 0,10 0,08 0,02
AS-FQ 54 0,46 0,22 0,20 <0,001
AS-MQ 52 0,32 0,10 0,08 0,02
AS-QN 49 0,16 0,02 0,004 0,28
CQ-FQ 56 0,66 0,44 0,42 <0,001
ca-mMmQ 53 0,18 0,03 0,01 0,20
CQ-QN 50 0,21 0,05 0,03 0,14
FQ-MQ 55 0,30 0,09 0,07 0,03
FQ-QN 52 0,39 0,15 0,13 0,005
MQ-QN 53 0,54 0,30 0,28 <0,001

Analyse der Korrelation von Parasiteneliminationszeit und ICsg
Die Isolate des Ferroquin-Monotherapiearmes wurden auf Korrelation zwischen den

ICso-Werten von Ferroquin vor Therapiebeginn und der Parasiteneliminationszeit

untersucht.

Eine signifikante Korrelation ist bei den vorliegenden Werten (n = 13) nicht vorhanden

(r=0,18, p =0,56). Diese Korrelation wurde auch fir die Patienten der

Kombinationszweige (n = 38) untersucht. Hier zeigte sich eine signifikante positive

Korrelation (r = 0,46, p = 0,004). Ergédnzend wurde auch die Korrelation von

Parasiteneliminationszeit und /Cso von Artesunat untersucht (n = 36). Hier zeigte sich

keine Korrelation (r = 0,09, p = 0,59).
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3.4.2.Vergleich der in vitro Wirksamkeit mit der klinischen
Wirksamkeit mittels T-Test

ICso-Werte der klinischen Therapieversager im Vergleich zu den Proben der Patienten
mit addquater klinischer Antwort
Dieser Test untersucht, ob sich die Ferroquin-/Cso-Mittelwerte der Patienten mit

Therapieversagen (n = 3) signifikant von den Mittelwerten der Patienten ohne
Therapieversagen (n = 48) unterscheiden. Die Nullhypothese lautet also: Die Differenz
der Mittelwerte der klinischen Therapieversager und der Patienten mit adaquater
klinischer Antwort ist Null.

Die Nullhypothese wird auf einem Signifikanzniveau von a = 0,05 nicht abgelehnt

(p = 0,89). Es besteht also kein signifikanter Unterschied zwischen den Ferroquin /Cso-
Mittelwerten der Patienten mit bzw. ohne Therapieversagen.

Ap (Cl) =-0,08 (-2,29, 2,13)

61



4.Diskussion

4.1.Suszeptibilitdt oder Resistenz? Eine Analyse der Hemmwerte

Chloroquin
Einige Medikamente, darunter Chloroquin, Mefloquin und Amodiaquin werden

selektiv von den infizierten und nicht infizierten Erythrozyten aufgenommen.*®
Diese Tatsache wird bei der Berechnung der Resistenzgrenze beriicksichtigt.
Wernsdorfer und Payne setzen fiir den Microtest eine Chloroquin-Resistenzgrenze
fest, die bei einem ICog-Wert von > 1,010 mol/I Blut Iiegt.105

Die Resistenzgrenze fiir Chloroquin wurde dementsprechend fiir den verwendeten

Test in Lambaréné auf einen /Cgo-Wert von > 30 nmol/I festgelegt.88

In Lambaréné wurde die Chloroquinresistenz in den 80er Jahren entdeckt. Bis 1992
zeigte sie ein standiges Ansteigen bis zu einer in vitro Resistenz von 100 9%.1°

Im Gabun wurde Chloroquin erst 2003 aus den Therapieleitlinien gestrichen und
offiziell noch bis 2005 in den Apotheken verkauft. In der Kombination mit Proguanil
war es jedoch auch 2010 noch unter dem Handelsname Savarine® in der Apotheke in
Lambaréné erhaltlich.

Uns stellt sich die Frage, ob und inwieweit die Chloroquinresistenz auf Grund von
reduziertem Selektionsdruck durch Chloroquin zuriickgegangen ist.

In der in vitro Aktivitatstestung von Chloroquin in Lambaréné im Jahr 2004 wurden 43
Isolate getestet, samtliche /Css-Werte lagen oberhalb des bei ICo9 > 30 nmol/I
angesetzten Grenzwertes.®®

In der aktuellen Sensitivitdtstestung finden sich 91 % Chloroquin-resistente Parasiten.
Ob man hier schon von einem Riickgang der Chloroquinresistenz sprechen kann, bleibt
jedoch abzuwarten. Interessant ware auch eine molekulargenetische Analyse der

Parasiten auf eine PfCRT Mutation zur Unterscheidung zwischen resistenten und

sensiblen Parasitenstimmen.*>*

62



In Malawi zeigte sich 2003 ein deutlicher Riickgang der chloroquinresistenten
Parasiten. Man vermutet, dass die Parasiten mit einer PfCRT Mutation bei fehlendem
Selektionsdruck einen Nachteil im Bezug auf die Fitness haben, demnach ist eine

132 pies ist das erste

Rickkehr der chloroquinsensiblen Parasiten durchaus denkbar.
Mal, dass ein Grad an Sensibilitat erreicht wurde, der eine Wiedereinfliihrung von

Chloroquin in die kombinierte Therapie der Malaria plausibel erscheinen lasst.

Neue Analysen (Summers und Martin, 2010) zeigen, dass der PfCRT ein
Transportmolekil ist. Der Transport von Chloroquin aus der Nahrungsvakuole via
PfCRT ist also sattigbar. Die Chloroquinresistenz kénnte folglich durch eine
Dosissteigerung liberwunden werden. Ein in Bezug auf Einnahmefrequenz und Dosis
von Chloroquin verdandertes Therapieschema zeigte in Guinea-Bissau
erfolgsversprechende Ergebnisse.

Ob Chloroquin trotz seiner geringen therapeutischen Breite in hoherer Dosierung zur
Anwendung kommen soll, ist jedoch stark umstritten.**

Die Wirksamkeit von Chloroquin als Monotherapie in hoher Dosierung (45 mg/kg
Korpergewicht) wurde in einer randomisierten kontrollierten Studie bei Kindern mit
P. falciparum Malaria im Gabun untersucht. Die Kontrollgruppe erhielt eine
Kombinationstherapie (Sulfadoxin/Pyrimethamin oder Chloroquin/Clindamycin).

Bei den Patienten, die eine Monotherapie mit Chloroquin erhielten, zeigte sich eine
rasche Beseitigung der akuten Symptome und Reduzierung der Parasitamie. Im Verlauf
kam es jedoch bei den meisten Patienten unter der Monotherapie zu einem
Wiederanstieg der Parasitdmie, so dass nach 28 Tagen nur 32 % der Patienten geheilt

wa ren.153

Ferroquin
Ferroquin zeigte eine deutlich hohere Aktivitat als Chloroquin (im Schnitt 52-mal

hoher). Die Werte variieren in einem relativ engen Rahmen, zurzeit findet sich kein
Anzeichen auf eine bestehende oder eine sich entwickelnde Resistenz. Das
Medikament befindet sich in der klinischen Testphase — ein signifikanter

Selektionsdruck besteht demzufolge im Augenblick nicht.
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Als Chloroquinderivat ist beim Ferroquin eine Kreuzresistenz zu diesem durchaus
moglich; dies wurde in mehreren Studien untersucht, welche unterschiedliche

85,86,88

Ergebnisse erzielten und wird weiter unten detailliert diskutiert

(4.2. Korrelationsanalyse).

Amodiaquin
Flir Monodesethylamodiaquin, dem Hauptmetaboliten des Amodiaquins wurde von

Basco und Kollegen eine Resistenzgrenze von einem /Cso-Wert von 60 nmol/I

142154 Diese Grenze wurde in keiner von unseren Parasitenkulturen

vorgeschlagen.
erreicht. Es scheint, als ob dieser Wirkstoff, der ein hdufiger Kombinationspartner in
ACTs ist, in Lambaréné zurzeit noch effektiv ist. Das deckt sich mit klinischen Daten.™
Die bekannte Kreuzresistenz zum Chloroquin ist jedoch Grund genug, diesen Wirkstoff
in regelmaRigen Abstanden auf seine Aktivitat bei lokalen P. falciparum-lsolaten zu

Uberprifen.

Artesunat

Im Gabun (Libreville) wurden bereits Isolate mit erniedrigter Suszeptibilitat fir
Artemisinine beobachtet.'*

Fir Lambaréné ist jedoch keine Artesunatresistenz bekannt und bislang wurden keine
klinischen Zeichen von Resistenz beobachtet.

Zu beachten ist hierbei, dass die verschiedenen in vitro Verfahren der
Qualitatskontrolle nicht ausreichend standardisiert sind um endgiiltige Aussagen
treffen zu konnen. AuBerdem ist der Wirkstoff Artesunat eine sehr instabile Substanz,
d.h. leicht erhéhte Hemmwerte kénnten auch durch eine unsachgemale Lagerung
zustande kommen.

In der aktuellen Testung fanden sich keine Artesunat-resistenten Parasiten; dies steht

im Einklang mit der in Lambaréné durchgefiihrten Sensitivititsmessung von 2004.%

Mefloquin
Von den aktuell getesteten Isolaten fand sich bei einer Probe eine in vitro Resistenz fiir

Mefloquin. Aktivitdtstestungen von Mefloquin von 1994 und 1996 zeigten durchweg
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Mefloquin-sensible Parasiten, in der Sensitivitatstestung von 2002 zeigte sich

erstmals eine Mefloquinresistenz in einem Isolat.**®

In der lokalen Therapiepraxis wird Mefloquin selten verwendet, im Albert Schweitzer
Krankenhaus wird es Giberhaupt nicht verabreicht, es ist jedoch in den Apotheken in
Lambaréné als Kombinationspraparat (mit Artesunat) erhaltlich. Die
Resistenzentwicklung wird durch erhohten Medikamentendruck oder Kreuzresistenzen
beschleunigt. Molekulargenetisch lasst sich also eine Resistenzentwicklung bei
Mefloquin theoretisch durch die Strukturverwandtschaft zu Chinin und dessen

exzessivem Gebrauch erkliren.*®

Allerdings scheint dieser Effekt in unserem
Studiengebiet keine Bedeutung zu haben, da bislang keine Chininresistenz berichtet

wurde.

Chinin

Trotz der breiten Anwendung von Chinin, das vor allem bei den hospitalisierten
Patienten an erster Stelle steht, hat es sich eine grofe Wirksamkeit bewahrt.
Fur den Studienort Lambaréné ist keine Chininresistenz bekannt.*>%**®
In der aktuellen Messung fand sich ein Isolat mit einer ICs5o oberhalb der
Resistenzgrenze von 500 nMol/I.

In anderen gabunesischen Gegenden sind bereits Resistenzen fiir Chinin beschrieben

159 86,145

worden, so zum Beispiel in Franceville, Bakoumba™~ und in Libreville.

4.2.Korrelationsanalyse
Korrelationen zwischen den Medikamenten sind Anzeichen auf eine in vitro

Kreuzresistenz oder legen einen dhnlichen Aufnahmeweg, Wirk- oder
Resistenzmechanismus nahe. Das Wissen um Kreuzresistenzen bestarkt zudem die
Wichtigkeit der Kombinationstherapie145 und muss in der Auswahl der

Kombinationspartner beriicksichtigt werden.
Wir stellten eine signifikante positive Korrelation zwischen Ferroquin und Chloroquin

fest. Gegen eine bestehende molekular bedingte Kreuzresistenz zwischen Chloroquin

und Ferroquin sprechen jedoch folgende Beobachtungen:

65



logAQ

Bei der genaueren Betrachtung der Werte zeigt sich, dass die Chloroquinresistenz
sowohl gemeinsam mit erhohten Ferroquin ICsp-Werten als auch gemeinsam mit
niedrigen Ferroquin ICso-Werten auftritt.

Vergleicht man die Korrelation zwischen Ferroquin und Chloroquin (r = 0,66) mit der
Korrelation zwischen Amodiaquin und Chloroquin (r = 0,88), bei denen eine

Kreuzresistenz bekannt ist, so ist letztere deutlich hoher.
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Abb. 11 Korrelationen im Vergleich,

AQ = Amodiaquin, CQ = Chloroquin, FQ = Ferroquin, log= logtransformierte ICs,-Werte in nmol/I

Bei einer Kreuzresistenz wiirde man also eine groRBere Korrelation erwarten. Auch die
grafische Darstellung zeigt den Unterschied der Korrelationen. Bei Amodiaquin vs.
Chloroquin wird diese eindeutig sichtbar, bei Ferroquin vs. Chloroquin ist der Grad an
Streuung sichtbar grofRer (s. auch Abb. 11).

Da Ferroquin sich noch in der klinischen Entwicklung befindet, sind noch nicht viele
Ergebnisse zur in vitro Aktivitat geschweige denn zur in vivo Aktivitat vorhanden.

Die Datenlage zur Kreuzresistenz ist kontrovers: Signifikante Korrelationen fanden sich
auch bei Barends et al. (2007), Atteke et al. (2003) und Pradines et al. (2001, 2002),
allerdings sprechen sich die Autoren gegen eine Kreuzresistenz aus, mit der
Begriindung, dass die Determinationskoeffizienten dafiir zu niedrig sind.

Stattdessen wird angenommen, dass die positive Korrelation der beiden Substanzen
durch strukturelle Ahnlichkeiten und Gemeinsamkeiten im Wirkmechanismus

verursacht wird.2*®’
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Bei der hier vorliegenden Sensitivitatstestung wurde fiir Chloroquin und Ferroquin ein
Determinationskoeffizient von 0,4 (s. Tabelle 5) errechnet, das heil$t 40% der Varianz
von Ferroquin lassen sich durch die Varianz der Empfindlichkeit auf Chloroquin
erklaren.

Die Ergebnisse von Henry et al. (2008) und Kreidenweiss et al. (2004) lassen keine
Kreuzresistenz vermuten. Auch die Tatsache, dass Ferroquin auch bei Chloroquin-

resistenten Parasiten effektiv ist, spricht gegen eine Kreuzresistenz.”®®

Analyse der Korrelation von Parasiteneliminationszeit und ICsg
Diese Analyse zeigte keine signifikante Korrelation zwischen /Cso-Werten von Ferroquin

vor Therapiebeginn und der Parasiteneliminationszeit im Ferroquinmonotherapiearm
(n=13,r=0,18, p = 0,56) und eine signifikante positive Korrelation der ICs, fiir
Ferroquin und der Parasiteneliminationszeit in den Zweigen mit Kombinationstherapie
(n=38,r=0,46, p = 0,004, r’= 0,21). Zu beachten ist, dass den Patienten in den
Kombinationstherapiezweigen unterschiedliche Dosen an Ferroquin und zudem
Artesunat verabreicht wurden und dass die Stichprobe mit 38 Patienten deutlich
grofer ist als die der Ferroquinmonotherapie. Die Ergebnisse lassen sich somit nicht
ohne weiteres vergleichen. Setzt man die bekannt gute Wirksamkeit von Artesunat
voraus, ldsst sich mit unseren Ergebnissen kein sicherer Zusammenhang zwischen der
klinisch-beschreibenden Variable , Parasiteneliminationszeit” und dem durch das in
vitro Verfahren gewonnenen /Cso-Wert flr Ferroquin feststellen. Zudem lieB sich auch
keine Tendenz hierfiir in der Ferroquinmonotherapie erkennen. Der niedrige
Determinationskoeffizient (Korrelation von ICso von Ferroquin mit
Parasiteneliminationszeit im Kombinationsarm) spricht ebenfalls gegen eine starke
Korrelation. Allerdings zeigen die Daten, dass bei weiteren Studien ein starkeres
Augenmerk auf die in vitro Testung gelegt werden sollte, damit schwachere oder

komplexere Zusammenhange untersucht werden kénnen.
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Eine mogliche Erklarung fir den schwachen Zusammenhang zwischen in vitro und

in vivo Ergebnissen liefert die Semi-Immunitat, welche im Gabun, einem
Hochendemieland der Malaria, bei den Jugendlichen und Erwachsenen sehr
ausgepragt ist. Diese Semi-Immunitat wirkt sich auf die klinische Antwort aus und
fordert die Parasitenelimination unabhéngig von Resistenzen der Parasiten.'*?

Eine Korrelation von /Cs5p und Parasiteneliminationszeit bzw. Therapieversagen ware in
diesen Gebieten bei Kleinkindern moglicherweise messbar.'*?

In der in vitro Testung wird der Einfluss der Semi-Immunitat durch die starke
Verdiinnung der Proben mit Kulturmedium und Blut eines nicht immunen Spenders
verringert.142

Zur Klarung der Frage, ob ein Zusammenhang besteht zwischen einer erhohten ICsg
und einer langeren Parasiteneliminationszeit bzw. einem Therapieversagen bedarf es

zudem einer groReren Stichprobe.

4.3.Analyse der Therapieversager

ICso-Werte der klinischen Therapieversager im Vergleich zu den Proben der Patienten
mit addquater klinischer Antwort
Im T-Test fand sich kein signifikanter Unterschied der ICso.Mittelwerte fiir Ferroquin

bei den Patienten mit bzw. ohne Therapieversagen. Da der ICsp-Wert ein
parasitenbezogener Wert ist, wiirde ein signifikanter Unterschied eine Resistenz
gegenlber Ferroquin andeuten.

Die Ergebnisse sprechen also gegen ein Therapieversagen aus Resistenzgriinden und
man kann annehmen, dass andere, patientenbezogene Faktoren wie Resorption und
Verstoffwechselung des Medikaments flr das Therapieversagen verantwortlich sind.
Um die Nullhypothese verwerfen zu kdnnen misste der Effekt allerdings schon sehr
ausgepragt sein, da die Anzahl der Therapieversager sehr gering war (n=3).

Eine Wiederholung der Analysen in einem groRen Kollektiv ware sicher interessant.
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4.4.Bedeutung und Grenzen der in vitro Sensitivitatstestung

In vitro Daten geben Aufschluss liber die Aktivitat der getesteten Substanzen
gegeniber den Mikroorganismen in Kultur. Die in vitro Testung ist eine objektive
Methode, unter weitestgehendem Ausschluss von Wirtsfaktoren. Mit ihren
guantitativen Ergebnissen ermoglicht sie eine Verlaufsbeobachtung und einen
geografischen Vergleich. Als sehr sensitiver Test kann sie bei kontinuierlicher
Anwendung beginnende Resistenzen friihzeitiger aufdecken als in vivo assays.
Unverzichtbar ist die in vitro Testung in der Erforschung neuer Wirksubstanzen gegen

Malaria.>?

Wenn — wie in unserem Fall — die Begriffe ,,empfindlich” und ,resistent” nur auf
Grenzwerten basieren, kann man daraus nicht ohne weitere Informationen auf die
Ergebnisse riickschlieSen, die man bei einer in vivo Testung erhalten hatte
(Parasitenelimination, Symptome).'*?

Zu beachten ist auch, dass die meisten Grenzwerte nicht validiert sind. Ist ein
Grenzwert flr einen in vitro Test validiert, so gilt die Validierung nur fiir genau dieses
Verfahren und die untersuchte Population.142

Der Grenzwert fiir Chloroquin wurde durch direkten Vergleich von Ergebnissen
klinischer Studien mit Ergebnissen der in vitro Testung festgelegt. Die Grenzwerte fiir
andere Antimalariamittel basieren in der Regel nur auf Ergebnissen der in vitro
Testung.160

Die in vitro Testung kann klinische Studien tber therapeutische Wirksamkeit nicht
ersetzen.'* Klinische Studien untersuchen die Wirksamkeit des Medikamentes am
zuklnftigen Wirkort —im Wirtsorganismus des Parasiten. Die Immunitat der Patienten
bestimmt den Krankheitsverlauf mit und wird bei in vitro Untersuchungen nicht
bericksichtigt. Klinische Studien untersuchen unter anderem die klinische
Symptomatik, die Parasiteneliminationszeit, den Verlauf des Plasmaspiegels der

Wirksubstanzen und Nebenwirkungen der Substanz.
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Wie bei der Korrelation der Parasiteneliminationszeit und /Csy bereits beschrieben,
lieRen sich aktuell keine Riickschliisse von einem in vitro Ergebnis (/Cso) auf eine
klinische Antwort (Parasiteneliminationszeit) ziehen.

Im Idealfall sollten sich die in vitro und in vivo Testung erginzen.>?

4.5.Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der Sensitivitatstestung

Comedikation
Bei jedem Patienten wurde eine ausfihrliche Anamnese durchgefiihrt, insbesondere

wurde nach zuvor eingenommenen Medikamenten gefragt. Die Einnahme von
Antimalariamedikamenten vor Studienbeginn und auch wahrend der Studie kann trotz

Aufklarung und Anamnese nie komplett ausgeschlossen werden.

Messfehler
An der Unité des recherches médicales sind mehrere Labormitarbeiter fur die

Verarbeitung des Blutes und die in vitro Diagnostik verantwortlich. Bis zur endgiiltigen
Auswertung werden viele Einzelschritte durchlaufen, bei denen trotz gréRter Sorgfalt

Fehler nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Logistik
Erwdahnenswert sind auBerdem die logistischen Herausforderungen, die sich aus den

groBen raumlichen Entfernungen und Schwierigkeiten, die Patienten trotz
vereinbarten Terminen anzutreffen, ergaben. Die entnommenen Proben mussten
innerhalb von 4 Stunden nach Entnahme verarbeitet werden. Bei mehreren Terminen
am Tag, langen Fahrwegen und der Tatsache, dass vor Probenverarbeitung der dicke
Tropfen gefarbt und ausgewertet werden musste, konnte dies nur durch gute

Koordination und standige Bereitschaft eines Labormitarbeiters erreicht werden.
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PCR
Laut Genotypisierung durch PCR (durchgefiihrt in Kenia) waren samtliche erneut

aufgetretenen Parasitamien auf Neuinfektionen zurickzufihren.
Trotz diesem Ergebnis besteht die Mdglichkeit, dass ein Parasitenstamm im Zug der
ersten PCR (Screening) nicht entdeckt wurde, durch den Selektionsdruck liberlebte und

zu einem Ruckfall fihrte.

4.6.Bedeutung fiir die Gesundheitspolitik

In dieser Arbeit soll erneut die Wichtigkeit von Leitlinien und der kontinuierlichen
Aktivitatsmessung der Antimalariamedikamente hervorgehoben werden.

Eine leitliniengerechte Medizin ist essentiell, um die Wirkung der
Antimalariamedikamente zu erhalten. Die aktuellen Leitlinien der WHO empfehlen die
Anwendung einer Artemisinin-basierten Kombinationstherapie (ACT). Diese kann eine
Resistenzbildung gegen die Wirksubstanzen verhindern, ist effektiver als die
Monotherapie und verringert die Transmission der Erreger.22

Die WHO empfiehlt, die Leitlinien friihzeitig, das heildt ab einer Therapieversagerquote
von > 10 %, anzupassen.22 Dieses hat den Vorteil, dass aufkeimenden Resistenzen eine

entscheidende Treibkraft — der Selektionsdruck —genommen wird.

Das Beispiel der Rickkehr der Chloroquin-sensiblen Parasiten in Malawi beweist, dass
ein Riickgang der Chloroquinresistenz moglich ist. Allerdings bedarf es dafiir einer
drastischen Reduktion des Selektionsdruckes durch Chloroquin durch dessen
Entfernung vom Markt, einer strikten Medikamentenkontrolle, und einer sinnvoll
eingesetzten Malariatherapie, die sich nicht nur auf einige Zentren beschrankt.

Die Medikamentengabe lasst sich nur schwer beeinflussen: Obwohl Chloroquin bereits
2003 aus den Leitlinien fir die Therapie bei Malaria im Gabun gestrichen wurde,

fand es sich, als Kombinationspraparat mit Proguanil, bis mindestens 2010 in der
Apotheke in Lambaréné. Im Gegensatz zur langsamen Anwendung der WHO-Leitlinien
stehen das schnelle Auftauchen und die rasche Verbreitung resistenter — und somit gut

angepasster — Parasiten unter dem Selektionsdruck durch Medikamente.
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Probleme fiir die klinische Forschung besonders in Afrika ergeben sich durch das
Misstrauen gegeniliber Schulmedizin und die kulturellen Unterschiede.

Bei der klinischen Forschung in Afrika gilt es, den Gegensatz zu iberbriicken, der sich
zwischen langfristigen Forschungszielen (neue Medikamente) und kurzfristigen

Patientenzielen (gesund werden) befindet.

4.7.Neue Ansatze im Kampf gegen die Malaria

Optimierung der Verfiigbarkeit von Artemisininderivaten
Die Infektionskrankheit Malaria bleibt eine Herausforderung fiir Menschen in den

Endemiegebieten und fiir die Forschung. Das haufig angewandte und giinstige
Arzneimittel Chloroquin ist in vielen Gebieten unwirksam geworden. %>

Die Arteminsinin basierte Kombinationstherapie hingegen ist teuer und die Produktion
ist abhangig von dem Wachstum und der Ernte von Artemisia annua.

Ein Ansatz, der diese Therapie auch fiir arme Menschen aus landlichen Gebieten
erschwinglich machen soll, ist der Anbau von Artemisia annua und die Herstellung der
Medikamente direkt vor Ort — in Afrika. Dieses Projekt wird vom deutschen

162 Bislang wird Artesunat jedoch

Medikamentenhilfswerk Action Medeor unterstiitzt.
noch nicht gemafR den Richtlinien der Qualitdtssicherung (GMP = good manufactoring
practice) hergestellt und ist daher auch noch nicht in Deutschland zugelassen.'*°
AuRerdem kann ein Vorldaufer von Artemisinin mittlerweile biotechnisch in Hefe
hergestellt werden: Ro et al. (2006) beschrieben die Produktion der Artemisininsaure
mittels Genmodifizierung am Hefepilz Saccharomyces cerevisiae. Aus dem Vorlaufer
kann neuerdings in einem einfachen photochemischen Verfahren Artemisinin
synthetisiert werden. Im Gegensatz zur herkémmlichen Gewinnung von Artemisinin ist
die Semisynthese unabhangig vom Wetter und liefert schnellen Ertrag, was die
Therapiekosten der von der WHO empfohlenen Artemisinin-Kombinationstherapie in

Zukunft reduzieren kénnte. 63164
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Im Fall einer zunehmenden Resistenzentwicklung gegeniber den Artemisininen oder
Versagen der Artemisinin-Kombinationstherapie gibt es jedoch in absehbarer Zeit nur

wenige Alternativen.'®

Andere neue Wirkstoffe in Entwicklung
Neue Wirksubstanzen, wie die Spiroindolone, Hybridmolekiile wie zum Beispiel die

Trioxaquine, synthetische Artemisininanaloga, das Peroxid 07439, Fosmidomycin und
Impfstoffe RTS,S und GMZ2 werden zurzeit erforscht; ihre Entwicklung dauert jedoch
ungleich langer als die Resistenzentwicklung bei dem schnell adaptierenden

P. falciparum. %%’

Die Spiroindolone, wie zum Beispiel NITD609, haben einen von den gangigen
Antimalariamedikamenten verschiedenen Wirkmechanismus. Sie sind Hemmstoffe der
Proteinsynthese mit glinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften und
Hemmbkonzentrationen im niedrigen nanomolaren Bereich.'®®

Fosmidomycin befindet sich —in Kombination mit Clindamycin — bereits in der Phase 2
der klinischen Forschung. Sein Wirkort ist der Apikoplast, ein parasitenspezifisches
Organell, das v. a. fiir die Fettsduresynthese zustandig ist, 169170

RTS,S zahlt zu den fihrenden Impfstoffen gegen Malaria. Die Ergebnisse sind
vielversprechend, als potenter Impfstoff wiirde es — einmal verfligbar — zu einem
wirksamen Werkzeug bei der Malariakontrolle werden. Die Wirkung der Impfstoffe
gegen Malaria auf das Parasitenreservoir in den dlteren Kindern und semi-immunen
Erwachsenen ist derzeit jedoch noch nicht detailliert erforscht.'’*

Die Eradikation der Malaria stellt eine groRe Herausforderung dar; sie kann nur mit
einem effektiven Zusammenspiel von Forschung, Aufklarung, Praventionsmallnahmen,

schneller und korrekter Diagnosestellung und einem sinnvollen Medikamenteneinsatz

gelingen.
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Zusammenfassung

Malaria ist eine Infektionskrankheit von globaler Bedeutung.

Die schnelle Entwicklung und Ausbreitung von Medikamentenresistenzen machen vor
allem die durch Plasmodium falciparum verursachte Malaria tropica zu einer
Herausforderung fir die Menschen in endemischen Gebieten und fir die Forschung.
Die Entwicklung neuer Medikamente ist ein Eckstein der Malariakontrolle.

Ferroquin — ein Chloroquinderivat — ist eine dieser neuen Wirksubstanzen und befindet
sich —in Kombination mit Artesunat —in der Phase 2 der klinischen Forschung.

Im Rahmen einer hierzu durchgefiihrten klinischen Studie wurden Chloroquin und
seine Derivate Amodiaquin und Ferroquin, sowie Artesunat, Chinin und Mefloquin in
Lambaréné auf ihre Aktivitat bei P. falciparum-lsolaten aus Patienten, die anschlieSend
mit Ferroquin behandelt wurden, getestet.

Ziel dieser Arbeit ist die Erhebung des aktuellen Resistenzstatus der genannten
Wirkstoffe bei P. falciparum in Lambaréné, die Analyse der Korrelationen unter den
getesteten Substanzen und der Vergleich klinisch erhobener Daten
(Parasitamieverlauf) mit in vitro Daten (Hemmwerte).

Die fir die vorliegende Arbeit verwendeten P. falciparum-Isolate wurden im Zeitraum
von Dezember 2009 bis Juni 2010 entnommen. Das Wachstum der Parasiten unter
ansteigenden Konzentrationen der getesteten Wirkstoffe wurde mit einem HRP2 ELISA
ausgewertet.

Es konnte gezeigt werden, dass die in vitro Chloroquinresistenz in Lambaréné trotz
Anderung der Leitlinien immer noch stark ausgepragt ist (91 % resistente Isolate).
Ferroquin, Amodiaquin und Artesunat hingegen zeigten eine gute Wirkung in vitro.
Einzelne hoher als erwartete Werte fanden sich bei Mefloquin und Chinin.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse bestatigten bekannte Muster (Chloroquin vs.
Amodiaquin) und spiegeln strukturelle Verwandtschaft wider (Chloroquin vs.

Ferroquin, Amodiaquin vs. Ferroquin und Chinin vs. Mefloquin).
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Ein Vergleich der klinisch erhobenen Daten (Parasitamieverlauf) mit in vitro Daten
(Hemmwerte) zeigte einen Zusammenhang zwischen der Parasiteneliminationszeit und
der ICso-Werte. Allerdings war dieser nur in der Population von Patienten, die mit einer
Kombinationstherapie (Ferroquin und Artesunat) behandelt wurden, aufzufinden.
Diese Daten lassen somit keine Riickschliisse von in vitro Daten zu einer Substanz auf
in vivo Ergebnisse zu.

Die Werte der klinischen Therapieversager zeigten keine signifikante Erhéhung der
ICso-Werte; dies spricht gegen ein Therapieversagen aus Resistenzgriinden.

Die prasentierten Untersuchungen veranschaulichen die Notwendigkeit sowohl der in

vivo als auch der in vitro Testung — als zwei sich erganzende Methoden.

Da Malaria bis zum heutigen Tag eine weit verbreitete Tropenerkrankung ist, haben
Chloroquin und seine Derivate wahrscheinlich mehr Leben gerettet als jede andere
Medikamentengruppe. Dies spiegelt die Bedeutung wirksamer Medikamente bei der
Malariakontrolle wider. Es gilt also die Wirksamkeit bereits erprobter Medikamente zu
erhalten und parallel dazu neue Wirkstoffe zu erforschen.

Mittlerweile sind neue Medikamente und Impfstoffe in der Entwicklung.

Die Reduktion der Pravalenz und Mortalitdtsrate im Verlauf der letzten Jahre macht

Mut, bis zur Eradikation der Malaria ist es allerdings noch ein langer Weg.
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