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1. Einleitung

1.1 Problemstellung
Im Jahr 2008 erkrankten weltweit etwa 247 Millionen Menschen an Malaria, 1 Milli-

on der Verldufe endete todlich [42]. Die schwerwiegenden Komplikationen der Er-
krankung sind meist auf Plasmodium-falciparum-Infektionen zuriick zu fiihren [44].
Besonders betroffen in den Malaria-endemischen Gebieten sind Kinder bis zum Alter
von fiinf Jahren, da die Bewohner dieser Gebiete mit zunehmendem Alter eine Teil-
immunitdt entwickeln und somit vor den schweren Krankheitsverldufen geschiitzt
sind [44]. Bis dato ist es nicht gelungen, die Immunabwehrreaktion gegeniiber den
Parasiten vollstindig zu verstehen. Jede Erkenntnis iiber einzelne immunmodulatori-
sche Proteine ist wichtig, um das Gesamtbild der menschlichen Immunabwehr ge-
geniiber P. falciparum zusammenfiigen zu konnen. Das Verstindnis der immunpatho-
logischen Vorgénge ist fiir die Entwicklung von Impfstoffen oder anderen Heilmitteln
von grosser Bedeutung.

Moglicherweise ist der CD14-Rezeptor bei der Immunreaktion gegeniiber P. falcipa-
rum beteiligt. Der CD14-Rezeptor hat eine wichtige Schliisselfunktion fiir die Im-
munabwehr von Gram-negativen Bakterien. Er bindet Bakterien-spezifische Toxine
und préasentiert diese Monozyten, um eine Entziindungsreaktion hervorzurufen. Es
wird vermutet, dass dieses Oberflaichenprotein Toxine von P. falciparum in dhnlicher
Weise bindet und die Abwehr sowie die Symptomatik der Malaria tropica beeinflusst
[31]. Bei schwerer Malaria konnten spezifisch erhohte Blutkonzentrationen vom 16s-
lichen sCD14 nachgewiesen werden [39], was auf den Einfluss des Proteins auf die
Krankheitsverldaufe schlieBen lésst.

Fiir einen einzelnen Nukleotidaustausch im Promotor des CD14-Gens, CD/ 4'260C>T,
wurde in verschiedenen Studien eine Assoziation mit dem Schweregrad des Krank-
heitsverlaufes bei bakteriellen Infektionserkrankungen festgestellt [13, 2]. Eine longi-
tudinale Studie {iber die Assoziation der Punktmutation mit der Infektionsdynamik
bei P.-falciparum-Infektionen wurde bis dato jedoch noch nicht durchgefiihrt.

In der hiesigen Arbeit wird der mogliche Einfluss von Einzelpunktmutationen des
CDI4-Promotors auf den Verlauf der Parasiteninfektionen bei ghanaischen

Kleinkindern untersucht. Wéhrend des Projektes wurde auBBerdem eine weitere, bis



heute unbeschriebene Einzelpunktmutation in dem Promotor von CDI/4 an der
Position CD14*" entdeckt. Auch diese wurde auf denselben Einfluss untersucht.

Analysiert wurden Daten aus einer klinischen Studie, die das Bernhard-Nocht-Institut
wihrend der Jahre 2003-2005 in einem hochendemischen Gebiet fiir Malaria in Gha-

na durchgefiihrt hat.

1.2 Malaria tropica

40% der Weltbevolkerung leben unter dem Risiko, an einer Malaria zu erkranken.
Statistiken der WHO zeigen, dass alle 45 Sekunden ein Kind auf der Welt an den
Folgen einer Malaria stirbt [42]. Sie ist in Ghana die Haupttodesursache von Klein-
kindern [43].

Malaria tropica ist eine Infektionskrankheit, bei der der einzellige Parasit Plasmodium
falciparum durch den Stich einer infizierten weiblichen Anopheles-Miicke libertragen
wird. Die Parasiten befallen die Leberzellen des Menschen und vervielféltigen sich
dort. Doch erst durch den spdteren Befall der Erythrozyten kommt es zur systemi-
schen Ausbreitung im Korper. Es kann hierbei zu Symptomen wie Fieber, Glieder-
schmerzen, Kopfschmerzen und allgemeiner Abgeschlagenheit kommen. Im asexuel-
len Stadium sind die Parasiten im Mikroskop fiir die Diagnostik einer Malaria er-
kennbar. Die Parasiten konnen sich im Verlauf zu sexuellen Gametozyten weiterent-
wickeln, die nach erneutem Blutsaugen durch eine weibliche Anopheles-Miicke den
Entwicklungszyklus im Korper der Miicke fortsetzen. [35]

In dem Ausmal} des systemischen Befalls unterscheidet sich die Malaria tropica deut-
lich von den anderen drei Malariaformen. Diese sind: Malaria tertiana, hervorgerufen
durch P. ovale und P. vivax, Malaria quartana, hervorgerufen durch P. malariae und
Infektionen mit P. knowlesi. Im Gegensatz zu diesen kann nur die Malaria tropica in

eine komplizierte schwere Malaria tibergehen.

1.2.1 Schwere Malaria tropica
Beinahe alle der todlichen Verldufe der weltweiten Malariaerkrankungen sind laut der

WHO-Statistiken auf die Infektion mit P. falciparum zuriickzufithren [44]. Die im
Jahre 2000 tiberarbeiteten Kriterien der WHO fiir die Diagnose von schwerer Malaria
tropica sind v.a. fiir Kleinkinder entworfen worden, da diese in hochendemischen

Regionen unter dem hochsten Risiko stehen. Die Rate der schweren Krankheitsver-



laufe geht im Laufe der ersten Lebensjahre zuriick, bis das Risiko ab dem siebten
Lebensjahr nur noch gering ist [36]. Die Sensitivitdt dieser Diagnosekriterien wurde
2000 bei der Uberarbeitung der WHO-Kriterien deutlich auf Kosten der Spezifitit
erhoht. Die Kriterien fiir die Diagnosestellung der schweren Malaria bei Kleinkindern
sind unspezifische Zeichen einer schweren Erkrankung. In holoendemischen Gebie-
ten kommt es so hdufig zu Fehldiagnosen, die schweren Malariafille werden jedoch
zum groften Teil erfasst. Dies ist aus Sicht der WHO vorrangig, da der weitere Ver-
lauf einer komplizierten Malaria sehr stark von dem raschen Einsetzen einer addqua-
ten Therapie abhéingig ist. Folgende Diagnosekriterien wurden von der WHO festge-

legt:

Nachweis einer asexuellen P.-falciparum-Parasitimie mit zusétzlich mindestens ei-
nem der klinischen oder labortechnischen Anzeichen:

. Bewusstseinsstorung (Blantyre-Koma-Skala < 2 (Siehe Tabelle 1.1)) bzw. das
Kind ist unfahig, einen schmerzhaften Stimulus zu lokalisieren, mit/ohne Krampfan-
fall, bei erfolgtem Krampfanfall sollte das Koma mindestens {iber 30 Minuten nach
dem Krampfanfall persisitieren, um den Anfall von einem einfachen Fieberkrampf
abgrenzen zu konnen);

. Extreme Schwéche/Erschopfung (das Kind ist (nach vorher erlernter Fahig-
keit) unfdhig, ohne Unterstiitzung zu sitzen bzw. (bei noch nicht erlerntem selbststin-

digem Sitzen) zu trinken);

. Pathologische Atmung (Tachypnoe/vertiefte Atmung/Nasenflattern/Inverse
Atmung);
. Ikterus (sichtbar oder Gesamtbilirubinwerte > 2,5 mg/dl);

. Hyperpyrexie (Korpertemperatur > 40°C);
. Hyperparasitimie (Parasitimie > 250000 Parasiten/ul Blut (bei Nicht-

Immunen))

Andere Ursachen fiir die Symptome einer zerebralen Malaria wie Trauma, Epilepsie,

etc. mussten ausgeschlossen worden sein.



Tabelle 1.1: Blantyre-Koma-Skala [44]

Blantyre-Koma-Skala® Skala”

a) Beste motorische Antwort

Kind reagiert gezielt auf schmerzhaften Reiz 2
Kind entzieht sich ungezielt dem schmerzhaften Reiz

—_—

Ungezielte oder keine Reaktion auf den Schmerzreiz 0
b) Verbale Antwort

Angemessenes Weinen 2
Jammern oder unangemessenes Weinen |
Keine Reaktion 0
¢) Augenbewegung

Gezielt (folgt z.B. dem Gesicht der Mutter) |
Ungezielt 0

* Diese Skala ist an die weitverbreitete Glasgow-Koma-Skala angelehnt und dient zur Koma-
diagnose bei Kleinkindern
® Die Skala kann Werte von 0-5 enthalten; <2 ist Zeichen einer Bewusstseinsstorung

1.2.2 Immunreaktion gegeniiber einer Plasmodium-falciparum-Infektion
Die Infektion mit P. falciparum und das verursachte Krankheitsbild bieten der Grund-

lagenforschung noch heute unzihlige Ansatzpunkte, die bislang unergriindet geblie-
ben sind. Es ist bis dato niemandem gelungen, einen einheitlichen Signalweg der im-
munologischen Vorginge zu erstellen. In diesem Kapitel kann nicht auf alle Theorien
eingegangen werden, da es den Rahmen der Arbeit sprengen wiirde. Es dient somit
eher dem Uberblick der wiederholt bewiesenen und allgemein akzeptierten immuno-
logischen Grundlagen der Abwehrreaktionen des menschlichen Korpers gegeniiber
einer P.-falciparum-Parasitdmie.

Gram-negative Bakterien beinhalten in ihrer Zellwand Antigene, auf die der
menschliche Mechanismus abwehrend reagiert. Zelluldre Lipopolysaccharide (LPS)
werden von den Rezeptoren der Monozyten gebunden und aktivieren eine
intrazelluldre Signalkaskade. Diese bewirkt die vermehrte Transkription von
proinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor (TNF),
Interleukin-1 (IL-1) und IL-6. Das ist der Beginn der friithen, angeborenen
Immunantwort auf eine Infektion, die weitere Abwehrreaktionen nach sich ziehen
kann [9]. Es wird vermutet, dass P. falciparum den LPS dhnliche Toxine im Kd&rper

freisetzt, auf die das Immunsystem pro-inflammatorisch reagiert. Parasitires



Glycosylphosphatidylinositol (GPI), zum Beispiel, bringt durch Bindung an
TLR2/TLR4-Rezeptoren (Toll-like-receptors) der Monozyten eine Signalwegkaskade
in Gang und fiithrt so zu der vermehrten Transduktion derselben Zytokine, die auch
bei der Abwehr von bakteriellen Infektionen gebraucht werden [5, 31].

Der TNF spielt in der Entstehung des Krankheitsbildes einer Malariainfektion eine
entscheidende Rolle. Die systemische Ausschiittung des Zytokins bewirkt namlich
typische Symptome der unkomplizierten Malaria wie Fieber, Gliederschmerzen,
Antriebslosigkeit und Kopfschmerzen [15]. Die exzessive Produktion flihrt weiterhin
zu septischen Verldufen bis hin zum multiplen Organversagen, das auch bei
komplizierten Verldufen von schwerer Malaria tropica beobachtet wird [7]. Die
systemische Reaktion auf Zytokine kann jedoch nicht alle Charakteristika der Malaria
tropica erkldaren, da TNF von allen Plasmodium-Spezien induziert wird, wéhrend nur
die P.-falciparum-Parasitimie zu dem schwerwiegenden Krankheitsbild der
komplizierten Malaria tropica flihren kann [7].

Zahlreiche Studien belegen, dass P. falciparum, im Gegensatz zu den anderen vier
humanpathogenen Plasmodium-Spezien, die Fahigkeit besitzt, sich an die postkapillé-
ren GefiaBBendothelien zu binden [7]. Mikroskopische Untersuchungen verschiedener
infizierter Gewebe konnten diese Bindung nachweisen. P.-falciparum-spezifische
Proteine (v.a. Erythrocyte-membrane-protein-1, EMP-1) besitzen die Fahigkeit, an
Membranproteine von Endothelien und Trophoblasten zu binden [31]. Ein sehr wich-
tiger endothelialer Oberflachenrezeptor scheint das Intercellular-adhesion-molecule-1
(ICAM-1) zu sein. Es wird auch an zerebralen GefaBwinden exprimiert. Die Bindung
der Parasiten fiihrt zu GefaBBokklusionen, die wahrscheinlich bei der Entstehung der
zerebralen Malaria tropica beteiligt sind. Auch die [CAM-1-Transkription wird durch
TNF induziert [40].

Bewohner von holoendemischen Gebieten entwickeln eine Teilimmunitdt gegeniiber
den Parasiten. Die Menschen zeigen héufig eine geringe Parasitimie vor, erkranken
aber nicht an Malaria [5]. Pombo et al. haben gezeigt, dass die wiederholte Prisenz
von Parasitimien sehr geringer Dichte diese Toleranz bewirken kann [28]. Die Ent-
wicklung von parasitenspezifischen T-Zellen spielt hierbei eine zentrale Rolle [31].

Doch dhnlich wie bei der TNF, haben die T-Zellen nicht nur eine parasitenabwehren-



de Wirkung. Auch die Priasenz spezifischer T-Zellen scheint mitverantwortlich fiir die

Entstehung der klinischen Symptome der Malaria tropica [31].

1.3CD14
Der CD14-Rezeptor ist ein 50-55 kD schweres Protein, das auf der Oberfliche der

Monozyten exprimiert wird. Es trdgt deshalb die Bezeichnung ,,Monozyten-
Differenzierungs-Antigen*. Jedoch ist es ebenfalls ein reguldres Oberflichenprotein
bei Makrophagen und polymorphonukledren Leukozyten. Gong zeigte 2002, dass
auch Hepatozyten im Verlauf einer Endotoxédmie das CD14-Gen exprimieren konnen
[14].

Im menschlichen Korper ist CD14 in zwei verschiedenen Proteinformen prisent. Das
Glykoprotein wird auf der einen Seite mit einem GPI-Anker an der Membran der
Monozyten befestigt. Diese Form wird Membran-CD14 genannt (mCD14). Auf der
anderen Seite sezernieren Monozyten sowie Hepatozyten auch ein 1sliches Serum-

CD14 (sCD14).

1.3.1 DNS-Lokalisation
Das Gen des Molekiils liegt auf dem Chromosom 5, Lokus q31.1. Dieser DNS-

Abschnitt beinhaltet zahlreiche Gene, die wichtige Immunmodulatoren, Rezeptoren
sowie Wachstumsfaktoren verschiedener Zellen der myeloiden Reihe kodieren. Dass
auch das Gen des CD14-Proteins auf diesem Abschnitt liegt, 14sst Riickschliisse be-

ziiglich der Funktion zu.

1.3.2 Funktion
Wright und seine Arbeitsgruppe beschrieben 1990 erstmals die Funktion von CD14

[46]. Hierbei wurde die zentrale Rolle des Proteins fiir die angeborene Immunantwort
deutlich. Das Molekiil ist Rezeptor fiir den Komplex aus bakteriellen Lipopolysac-
chariden (LPS) und korpereigenen Lipopolysaccharid-bindenden-Proteinen (LBP).
LPS wird durch LBP monomerisiert und so zu seinem zelluliren CD14/TLR4/MD2-
Rezeptorkomplex transportiert. Uber die intrazellulire Domine vom Toll-like-
Rezeptor-4 (TLR4) kommt es zur Aktivierung einer intrazelluldren Signaltransdukti-
onskaskade. Sie stimuliert Transkriptionsfaktoren wie die Mitogen-aktivierten-

Protein-Kinase (MAPK) und den nukledren Faktor Kappa-B (NF-kappa-B), die dar-

10



authin unter anderem die Synthese proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel
des TNF bewirken.

Die systemische Verbreitung der Zytokine nach Aktivierung der Signaltransdukti-
onskaskade bewirkt den Beginn der inflammatorischen Reaktion des Immunsystems
auf die eingedrungenen Erreger. Erhohte TNF-Konzentrationen bewirken aullerdem
eine vermehrte CD14-Expression an den Zelloberflichen. Es kommt zu einer positi-
ven Riickkoppelung. Eine Uberstimulation des CD14-Rezeptors mit Endotoxinen
kann zu dem schwerwiegenden Toxischen-Schock-Syndrom fiihren.

Diejenigen Zellen, die kein CD14 an ihrer Oberflache besitzen, werden durch die
Stimulation durch das freie sCD14 nach Bindung an den LPS-LBP-Komplex sensibi-
lisiert. Dies spielt besonders bei den Endothel-Zellen eine bedeutende Rolle [9].
CD14 muss des Weiteren zwei verschiedene Rezeptorregionen besitzen, da das Prote-
in korperfremde von korpereigenen Zellbestandteilen unterscheiden kann. So indu-
ziert es die Phagozytose von kdrpereigenen apoptotischen Zellen, ohne die genannte
Entziindungskaskade in Gang zu setzen [10]. Der genaue zellulire Mechanismus

hierbei ist bisher nicht aufgeklart.

1.3.3 Der Polymorphismus €D14%°
Baldini identifizierte 1999 einen Einzelnukleotidpolymorphismus (Single Nucleotid

Polymorphism, SNP) in der CDI4-Promotorregion auf der vermuteten Position
CD14". Es handelt sich hierbei um eine Transition von Cytosin (C) zu Thymin (T),
CD14"°“T [3]. Baldini beschrieb eine Assoziation zwischen dem homozygoten Ge-
notyp CD14"*°"" und einer erhéhten Konzentration an sCD14, sowie eines verringer-
ten IgE-Spiegels im Blut der Tréger. Im Jahr 2000 wurde die Lokalisation des SNP
von Shimada auf CD14>%° korrigiert [34]. Diese Lokalisation wurde in die Datenbank
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) eingefiigt (rs2569190,
[17]). Spiter zeigte Le Van, dass das Allel CD142°" des CDI4-Promotors eine ge-
ringere Affinitit zu dem inhibierenden Transkriptionsfaktor Sp3 besitzt [22]. Trager
der besagten Punktmutation aktivieren verstérkt die Transkriptionsproteine Spl und
Sp2, was eine um 32% vermehrte Expression des CD14-Molekiils bewirkt. Die er-
hohte Aktivitdt wurde ebenso bei ruhenden Monozyten wie auch bei Zellen beobach-

tet, die durch LPS stimuliert wurden. Dieses Phinomen konnte Le Van jedoch nicht

11



bei Hepatozyten (HepG2-Zellen) nachweisen. Sie vertritt die Theorie, dass in diesen
Zellen andere Bindungsstellen fiir das inhibierende Sp3-Protein existieren miissen.
CD14T wurde seitdem mit verschiedenen Pathologien wie koronaren Herzerkran-
kungen, Asthma und Sepsis assoziiert.

So postulierte Unkelbach 1999, dass es sich bei der Mutation um einen Risikofaktor
fiir Myokardinfarkte handelt [38]. Ebenso fand die Arbeitsgruppe von Giacconi 2006
eine Korrelation zwischen dem Polymorphismus CD/4 2" und dem schlechteren
Verlauf einer Artheriosklerose [12].

Nachdem Baldini 1999 einen Einfluss der Mutation auf den IgE-Spiegel bewiesen

hatte [3], stellte Jackola 2006 eine Assoziation zwischen CD 142"

und dem Risiko,
am fasmilidrem Asthma zu erkranken fest [18]. Doch diese These wurde unter ande-
rem von der Arbeitsgruppe von Kabesch widerlegt [19].

Da das CDI14-Protein eine Schliisselfunktion in der angeborenen Immunantwort
wahrnimmt, wurden Verdnderungen von Immunantworten durch die Mutation disku-

-260TT
4

tiert. Der homozygote Genotyp CD1 wurde mit einem negativen Verlauf einer

Sepsis in Verbindung gebracht [13]. Baier zeigte, dass bei maschinell beatmeten

Neugeborenen mit dem Genotyp CD1472%™

zwar kein erhohtes Sepsis-Risiko be-
stand, es jedoch hdufiger zu multiplen Infektionen kam [2]. D"Avila beschrieb wie-
derum das Gegenteil: die homozygoten Trager der Mutation seiner Studiengruppe

hatten einen besseren Verlauf einer Sepsis [9].

1.3.4 Assoziation von CD14 mit Malaria
Wenisch et al. verglichen die Blutkonzentrationen von TNF, IL-6 und sCD14 bei

thaildndischen Patienten mit schwerer Malaria mit solchen von gesunden Probanden
und von Patienten mit einer endotoxininduzierten Sepsis [39]. Diese Studie belegte
eine spezifisch erhohte Konzentration von sCD14 bei schwerer Malaria tropica. Die
Hohe der Konzentration konnte nicht in Relation mit dem Schweregrad der Erkran-
kung gebracht werden, aber die sCD14-Blutkonzentrationen der Malariaerkrankten
iiberschritten diejenigen der Sepsis-Patienten. Nur zwei der 45 untersuchten Patienten
wiesen eine zusitzliche Endotoxindmie auf, so dass die sCD14-Konzentrationen kei-
ne Antwort auf Koinfektionen mit Gram-negativen Bakterien, sondern offensichtlich

eine Reaktion des Immunsystems auf das P. falciparum, darstellten. Andererseits
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wies Scragg et al. nach, dass die Zytokininduktion bei P. falciparum-Infektionen kein
,klassischer” Endotoxin-abhingiger Prozess ist [33]. Danach sind CD14"-Zellen zwar
notwendig, aber allein nicht ausreichend fiir die Immuninduktion bei einer Plasmo-
dieninfektion.

Bisher gibt es keine Publikationen, in denen eine mdgliche Assoziation der oben be-

schriebenen Punktmutation CD1472°“°T mit Malaria untersucht wurde.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden anfangs der Studienaufbau und die verwendeten Me-
thoden in der Studie erldutert. Im Anschluss daran werden die angewandten Labor-

methoden zur Bestimmung der CD/4-Genvarianten beschrieben.

2.1 Studiendesign

2.1.1 Studiengebiet

Ghana liegt im tropischen Westafrika am Golf von Guinea. Die ehemals englische
Kronkolonie hat eine Ausdehnung von 239.460 km?, grenzt im Osten an Togo, im
Norden an Burkina Faso und im Westen an die Elfenbeinkiiste. Es gibt vier ethnische
Hauptgruppen: die Akan, die Mole-Dagomba, die Ga und die Ewe. Die Akans bilden
in dem Studiengebiet der vorliegenden Studie die Mehrheit.

Die Studie wurde im Afigya Sekyere District durchgefiihrt, der nérdlich von Kumasi
liegt und einer der 18 Distrikte der zentral gelegenen Ashanti-Region ist. Das Areal
umfasst 714 km?, und die Bevolkerung wurde 2002 auf 117.653 Menschen geschitzt.
Die neun Studiendorfer befinden sich im Regenwald der Region, wo Malaria hyper-
bis holoendemisch auftritt. Die Inzidenz der Malaria steigt wahrend der Regenzeiten
von Mai bis September an, wahrend sie ihren Tiefpunkt gegen Ende der Trockenzeit
aufweist, die von November bis April vorherrscht [20]. Im Jahr 2002 starben in Gha-
na laut Angaben der WHO 23000 Menschen an Malaria [43]. Sie ist demzufolge nach
HIV/AIDS die zweithdufigste Todesursache in der Region. Die WHO beschreibt des
Weiteren, dass sie die Haupttodesursache bei Kindern unter dem fiinften Lebensjahr
(33% aller Todesursachen dieser Bevolkerungsgruppe) ist [43]. In 80-90% der dia-

gnostizierten Infektionen handelt es sich um P.-falciparum-Parasitimien [24].

2.1.2 Studienaufbau

Die Studie ist Teil eines multizentrischen Forschungsprojektes, das nach Zustimmung
der lokalen Ethikkomission im Oktober 2002 an drei verschiedenen Orten in Afrika
begann. Kooperationspartner waren das Tropeninstitut Berlin und das Institut fiir
Tropenmedizin der Universitét Tiibingen.

Bei dem Projekt handelte es sich um eine randomisierte kontrollierte Studie, die dop-

peltblind verlief. Das Ziel war es, den Effekt der intermettierenden, priventiven Gabe
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von Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP) als IPTi (intermittent preventive anti-malarial
treatment in infants) im dritten, neunten und fiinfzehnten Lebensmonat bei exponier-
ten Kindern zu erforschen. Die Zeitpunkte der Medikamentengabe wurden dement-
sprechend gewdhlt, da sie so mit den Terminen der reguldren Impfungen der WHO
zusammenfallen konnten.

Das Interesse der Studie richtete sich auf den Einfluss auf die Malariainfektionen der
Kleinkinder sowie auf die pharmakologische Vertraglichkeit des Medikamentes.

Das zu untersuchende Medikament enthielt jeweils 250mg Sulfadoxin und 12,5mg
Pyrimethamin. Das Placebopréparat bestand aus Laktose und Maisstérke. Beide Pré-
parate wurden von der Schweizer Roche AG produziert.

Zwischen Januar 2003 und Januar 2004 wurden insgesamt 1070 drei Monate alte
Kinder in die Studie aufgenommen, die ihren stindigen Wohnsitz in den Studienge-
bieten hatten. Ein Team aus zwei Arzten, einer Krankenschwester, einem Techniker
und einem lokalen Mitarbeiter aus dem jeweiligen Studienort waren fiir die Aufnah-
me und die darauffolgenden monatlichen Untersuchungen verantwortlich.

Die zufillige Zuordnung der Gabe von SP beziehungsweise des Placeboprédparates an
die jeweiligen Kinder erfolgte elektronisch. Die Liste, in der die Zuordnung der Stu-
dienteilnehmer hinterlegt war, blieb bis zur Beendigung der Studie verschlossen.

Die erste Gabe des Préparates erfolgte im dritten Lebensmonat, die zweite im neunten
und die dritte im jeweils 15. Lebensmonat der Kinder. Falls das Kind nach Medika-
mentengabe erbrach, erfolgte eine erneute Gabe 30 Minuten spéter.

Die Studienteilnahmedauer betrug fiir die einzelnen Teilnehmer jeweils 21 Monate.
Die Kinder wurden einmal im Monat medizinisch untersucht. Wéahrend dieser Unter-
suchungen wurden die Korpertemperatur sowie die aktuelle Himoglobinkonzentrati-
on gemessen und das Korpergewicht dokumentiert. Die Temperaturmessung erfolgte
bis zum 12. Lebensmonat der Kinder rektal, danach wurde sie mit einem elektroni-
schen Thermometer im Ohr erfasst (ThermoScan plus IRT 3520®, Braun). Die Ha-
moglobinkonzentration wurde photometrisch festgestellt (Hemocue). Einzelne Bluts-
tropfen der Probanden wurden auf jeweils zwei Objekttragern asserviert und zu einem
Ausstrich und dicken Tropfen prépariert. Die Farbung dieser erfolgte am selben Tag
im Labor. Des Weiteren wurden die Miitter iiber den Verlauf des letzten Monats

anamnestiziert. Die untersuchenden Arzte dokumentierten Fieberschiibe, Krankheits-
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falle sowie Krankenhausaufenthalte. Ebenso wurde nach moglichen Nebenwirkungen
durch die SP-Gabe gefragt.

An den drei Terminen der IPTi-Gabe wurden den Studienteilnehmern zusatzlich 2,4
ml Blut entnommen, das in EDTA-R6hrchen gelagert wurde. Das Blut wurde am
selben Tag in die verschiedenen Bestandteile aufgeteilt: Plasma, Lymphozyten, Gra-
nulozyten und mit Parasiten infizierte Erythrozyten.

Neben den monatlichen Untersuchungsterminen besuchten die lokal ansédssigen Mit-
arbeiter die Familien in ihren Wohnsitzen, um deren aktuelle Lebenssituation zu be-
trachten, die Miitter zu weiteren Besuchen zu motivieren oder auch, um notwendige
Medikamente zu bringen.

Eine Hamoglobinkonzentration <8 g/dl, die wéhrend der klinischen Untersuchung
festgestellt wurde, wurde mit Gabe von Eisensulfat und Folsdure behandelt. Bei der
Gabe von Folsdure musste jedoch beachtet werden, dass diese erst sieben Tage nach
IPTi-Gabe erfolgen durfte, um eine mogliche Hemmung der SP-Wirkung zu verhin-
dern.

Bei akutem Fieber wéhrend der klinischen Untersuchung, beziechungsweise eines Fie-
berschubes innerhalb der letzten 48 Stunden in der Anamnese, wurde das asservierte
Blut auf den Objekttragern der entsprechenden Probanden noch am selben Tag licht-
mikroskopisch auf asexuelle Plasmodien untersucht. Im Falle einer nachgewiesenen
Malariainfektion wurde am Folgetag die dreitdgige medikamentdse Behandlung mit
4mg/kg Artesunat und 10mg/kg Amodiaquin pro Tag begonnen. Bei einer anhand der
WHO-Leitlinien diagnostizierten schweren Malaria erfolgte die umgehende Einwei-
sung in ein Krankenhaus.

Die Verlaufsdokumentationen der Arzte wurden in eine dafiir angelegte Datenbank
(4th Dimension®) eingetragen.

Die Studie hat sich an die ethischen Grundprinzipien der Deklaration von Helsinki
gehalten. Die Ethikkomission der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Kumasi hat
die Studie untersucht und dieser zugestimmt. Die Einwilligung wurde von den Eltern
der Probanden in Anwesenheit von unabhidngigen Zeugen mit Fingerabdruck unter-

zeichnet.
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2.1.3 Klinische Definitionen

Malaria tropica

Asexuelle P.-falciparum-Parasitdamie (> 500 Parasiten/pul) mit

. Korpertemperatur = 38,0°C
und/oder
. spontane Schilderung der Mutter bzw. des Erziechungsberechtigten iiber Fieber

des Kindes in den letzten 48 Stunden.

Andere Ursachen fiir die Symptome wurden soweit wie moglich ausgeschlossen.

Schwere Malaria
Die Diagnose einer schweren Malaria wurde anhand der klinischen Symptome in
Zusammenhang mit einer P.-falciparum-Parasitdmie iiber 500 Parasiten/ul gestellt.

Es galten die Kriterien der WHO von 2000 [44] (sieche Kapitel 1.1.1).

Asymptomatische Parasitimie
Nachgewiesene asexuelle P.-falciparum-Parasitimie im Blut des Kindes ohne auffal-

lende Symptome und mit einer Kérpertemperatur unter 38°C.

2.1.4 Laborarbeiten in Ghana
2.1.4.1 Anfertigung der mikroskopischen Praparate

Der Ausstrich wurde mit der Methode nach Papenheim angefertigt.

1. Lufttrocknung des Blutausstrichs auf einem Objekttrager
2. 2 Minuten Fixierung mit reinem Methanol
3. 20 Minuten Anfarbung mit Giemsa-Losung
4. Abspiilung mit Wasser und Lufttrocknung
5. Schutzglas mit CV Mount auf Ausstrich befestigen

Protokoll 2.1: Anfertigung eines Ausstriches nach Papenheim

Der ,,Dicke Tropfen* wurde nach der Methode der Schnellfarbung prépariert.

1. Lufttrocknung des Bluttropfens auf einem Objekttriager
2. Ohne vorherige Fixierung 40 Minuten Anfarbung mit Giemsa Lésung
3. Abspiilung mit Wasser und Lufttrocknung
4. Schutzglas mit CV Mount auf ,,Dickem Tropfen* befestigen

Protokoll 2.2: Anfertigung eines ,,Dicken Tropfens* nach der Methode der Schnellfarbung
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2.1.4.2 Mikroskopische Diagnostik
Die mikroskopischen Praparate wurden nach WHO-Kriterien unter dem Lichtmikro-

skop untersucht [45]. Bei Auftreten von Parasiten wurde die Anzahl dieser auf bis zu
500 Leukozyten gezédhlt. Gametozyten wurden unabhéngig vermerkt. Um den Plas-
modiumstamm zu bestimmen, wurde aufgrund der erhdhten Spezifitit der Ausstrich
verwendet. Die Hohe der Parasitdmie pro Mikroliter Blut wurde nach folgender For-
mel berechnet:

Gezédhlte Parasitenanzahl x 8000/500 (angenommene Leukozytenzahl 8000/ul).

Alle Blutproben wurden im Laufe der Studie unabhingig von einander von zwei lo-
kalen Laborkréften untersucht. Bei widerspriichlichen Ergebnissen wurden die Aus-

striche ein drittes Mal gezéhlt.

2.2. Laboranalysen des CD14-Promotors

Die amplifizierte Promotorregion des CD14-Gens wurde vorerst mit Hilfe der Soft-
ware SeqScape® von Applied Biosystem (ABI) sequenziert. Hierfiir wurde das Blut
von 23 Probanden ghanaischer Abstammung verwendet. Dieses Blut stammte aus den
Probenbestinden des Bernhard-Nocht-Instituts. Mit der Untersuchungstechnik wurde
der amplifizierte DNS-Abschnitt auf Einzelpunktmutationen (SNP, engl. Single Nu-
kleotid Polymorphism) untersucht, um eventuell noch nicht bekannte SNP der gha-
naischen Population zu identifizieren. Nach Erfassung der SNP wurde das Blut der

1070 Studienprobanden darauthin untersucht.

2.2.1 PCR-Amplifikation des CD14-Promotors
Der zu untersuchende Genabschnitt wurde mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

(PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) vervielfiltig. Hierbei werden nur die ge-
wiinschten Fragmente eines Gens durch spezifische Oligonukleotide (engl. Primer) in
mehreren Zyklen amplifiziert. Primer sind synthetisch hergestellte DNS-Fragmente,
die zu einem spezifischen DNS-Abschnitt passen und sich an jenen binden. Die zu
amplifizierende Gensequenz wird durch zwei Primer (Forward-Primer und Reverse-
Primer) eingerahmt.

In mehreren Schritten bauen hitzeresistente Transkriptions-Enzyme (7ag-
Polymerase) an den spezifisch gebundenen Primern Basen an (die in dem dNTP-Mix

enthalten sind) und replizieren das erwiinschte Fragment. Durch wiederholtes Erhit-

18



zen und Herunterkiihlen wird das Fragment in jedem Zyklus verdoppelt. So entsteht
in kurzer Zeit eine sehr groBe Anzahl an erwiinschten DNS-Fragmenten.

Die verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech hergestellt.

Die Forward- und Reverse-Primer fiir die Amplifikation der CD/4-Promoterregion
haben folgende Basensequenz:

Forward Primer : ggtgccaacagatgaggttcac
Reverse Primer: ggctcccgagtggeacge

2 ul DNS
0,5 ul Forward-Primer (10 pmol/ul; MWG Biotech)
0,5 ul Reverse-Primer (10 pmol/ul; MWG Biotech)
0,2 ul dTNP (10 mM von jeder Base; Roth)
0,05 pl Taq (Qiagen)
2 ul Q-Solution (5x, Qiagen)
1 ul Puffer (10x, Qiagen)
3,75 ul Wasser

Protokoll 2.3: Zusammenstellung fiir die Amplifikation der CD/4-Promotorregion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion verlief in folgenden Schritten:

Initiale Denaturierung: 94°C iiber 4 Minuten

Zyklusablauf (35x%):
Denaturierung: 94°C iiber 30 Sekunden
Annealing: 64°C iiber 60 Sekunden
Extension: 72°C tiber 60 Sekunden

Finale Extension: 72°C uber 4 Minuten

Protokoll 2.4: Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) fiir die Amplifikation der CDI4-
Promotorregion

Diese Amplifikationsprodukte wurden mit Hilfe von Sephadex™™-Platten (Amersham

Biosciences) aufgereinigt.

Sephadex ™' G-50-Pulver + 300 pl HPLC-Wasser
3 Stunden Aufquellung
Abzentrifugierung von iiberschiissigem Wasser
(5 Minuten bei 3000 Umdrehungen/min)

Protokoll 2.5: Erstellung von Sephadex "M_Platten
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Die PCR-Produkte wurden daraufhin auf die Sephadex'™-Platte pipettiert, ohne die
aufgequollene Sephadex'-Masse zu durchstechen. Durch erneutes Zentrifugieren
bei 3000 Umdrehungen/min {iiber fiinf Minuten wurden die Amplifikate durch die

Platten hindurch in die darunterliegende Platte gepresst und somit gereinigt.

2.2.2. Zyklische Sequenzierung und Analyse der erfassten SNP durch
SeqScape®

Die zyklische Sequenzierung erfolgt, indem die PCR-Amplifikate erneut mit demsel-
ben Forward-Primer gemischt werden. Es werden dNTP, Taqg-Polymerase und fluo-
reszierende Stopp-Basen (ddNTP) hinzugefiigt (Big Dye®, ABI). Bei wiederholter
Ablesung wird die DNS-Replikation jeweils nach Einbau einer farbigen ddNTP ab-
gebrochen.

So entstehen ungleich lange DNS-Produkte, die jeweils mit einer farbig unterschied-
lich markierten Base enden, so dass die gesamte Abfolge von Basen des Abschnittes

erfasst werden kann.

1ul des aufgereinigten PCR-Produktes
3ul Puffer (1x, ABI)
1ul Big Dye® (ABI)
0,5 ul Forward-Primer (MWQG)
4,5 ul HPLC-Wasser

Protokoll 2.6: Zusammenstellung fiir die Amplifikation von CD/4°* und CD/4™*" mit Big
®
Dye

96°C iiber 5 Minuten
AnschlieBBend folgender Zyklus (24x)
96°C iiber 30 Sekunden
50°C iiber 15 Sekunden
Finale Extension: 60°C iiber 4 Minuten

Protokoll 2.7: Amplifikation von CD/4**und CD14™*" mit Big Dye®

Von diesen Produkten wurden jeweils 4ul mit 12 pl HIDI-Formamid verdiinnt und
anschlieBend mit Hilfe des Sequenzierungsgerites ABI PRISM ™ 377 analysiert.

Dieses sortiert die Amplifikate durch elektrophoretische Auftrennung nach ihrer
Fragmentlidnge. Jede der fluoreszierenden Basen wird durch eine ganz spezifische
Wellenldnge aktiviert und strahlt dann ein Signal aus, so dass das Gerit durch Laser-

einstrahlung die verschiedenen Basen erkennen und nacheinander einlesen kann.
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Durch die Software SeqScape® v2.1.1. wird die Sequenz des zu analysierenden Ab-
schnittes visualisiert. Bei Eingabe einer Konsensussequenz kann die Software Ab-

weichungen orten und als Mutation kennzeichnen.

2.2.3 Genotypisierung durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-
Methode (FRET)

Nachdem bei der Sequenzierung in den Blutproben der 23 ghanaischen Probanden
Punktmutationen in der CDI4-Promotorregion nachgewiesen wurden, erfolgte die
Genotypisierung der Studienteilnehmer mit Hilfe der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer-Methode (FRET).

Fiir die FRET-Methode wird ein fluoreszenzmarkierter Sensor synthetisch kreiert, der
aufgrund der Basensequenz spezifisch zu einer bekannten Mutationssequenz passt.
Gleichzeitig wird ein Anker gesucht, der auf eine Region in der Ndhe des Sensors
passt. Auch dieser ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. In dieser Arbeit wur-
den folgende Farbstoffe verwendet: Fluorescein, Cy5 und LC Red 640.

Im Laufe der Polymerase-Ketten-Reaktion werden demnach nicht nur die bestimmten
Sequenzen amplifiziert, sondern an jedes Amplifikat ein Sensor und ein Anker ge-
bunden.

Das automatische Genotypisierungsgerit (Light-Typer”, Roche) denaturiert bei
gleichméBig steigender Temperatur die einzelnen Stringe und regt gleichzeitig den
Farbstoff des Ankers mit Laserlicht bestimmter Wellenldngen an, der daraufhin die
Energie an den Farbstoff des Sensors weitergibt. Dieser emittiert wiederum Licht mit
einer veranderten Wellenldnge. Die Strahlung ldsst bei steigender Temperatur nach,
da der Sensor von der Basensequenz geldst wird. Diese Wellenemissionen werden
von dem Light-Typer® aufgenommen und in Form von temperaturabhingigen
Schmelzkurven dargestellt.

Fiir die Analyse wurde die DNS aus Granulozytenpraparaten extrahiert, die dem Blut
der Studienteilnehmer entnommen wurden.

Die verwendeten Forward- und Reverse-Primer fir die Amplifikation von CD747>%
fiir die FRET-Reaktion haben folgende Basensequenz:

Forward-Primer: ggacactgccaggagac
Reverse-Primer: tcttcctccgagecage
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Die Basensequenz vom verwendeten Sensor und Anker fiir die Amplifikation von
CD147® fir die FRET-Reaktion lautet:

Sensor fiir den Wildtyp: ggaggggggccgtaacag-Fluorescein
Anker : Light-Cycler 640-aaggattctgcagggcatctagggttct-Phosphat

Die Denaturierungstemperatur, die den Sensor von der CD/4°%C -Sequenz 16sen konnte,

lag bei 65,4°C. Bei Vorliegen des Allels CD14T 1ste sich der Sensor bereits bei 58,7°C.

Die Schmelztemperatur des Ankers betrug 70,9°C.

2 ul DNS (5 ng/ul)
1 ul Puffer BD, ohne MgCl, (10x; Pharmacia)
1 ul Solution S (Solis)
0,40 ul MgCl, (25 mM)

1 ul Forward-Primer (10 pmol/ul; MWG)
0,2 ul Reverse-Primer (10 pmol/ul; MWG)
0,5 ul Sensor (4 pmol/ul; MWG)

0,5 pul Anker (4 pmol/ul; MWG)

0,2 ul dTNP (10 mM jede Base; Roth)
0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul; FirePol)

Protokoll 2.8: Zusammenstellung fiir die Amplifikation von CD/4*% fiir die FRET-Reaktion

Denaturierung: 94°C {iber 3 Minuten

Zyklus (45x):
94°C iiber 20 Sekunden
55°C iiber 30 Sekunden
72°C iiber 30 Sekunden

Finale Extension: 72°C uber 5 Minuten

Protokoll 2.9: PCR-Zyklen fiir die Amplifikation von CD147>% fiir die FRET-Reaktion

Es handelte sich hierbei um eine asymmetrische PCR. In diesem Verfahren entstehen
bei erhohter Zyklenzahl nur noch DNS-Striange, die in Richtung von 5'zu 3’gelesen
werden. Somit wird die Konkurrenz um die Primer verhindert und in groBer Uberzahl
die gewlinschte Sequenz amplifiziert, an die sich der Sensor und der Anker binden
konnen.

Die verwendeten Forward- und Reverse-Primer fir die Amplifikation von CD14*!

fiir die FRET-Reaktion haben folgende Basensequenz:
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Forward-Primer: aaggaagggggct
Reverse-Primer: aactcttcggetge

Die Basensequenz vom verwendeten Sensor und Anker fiir die Amplifikation von
CD14™*!" fir die FRET-Reaktion lautet:

Sensor fiir die Mutation: Cy5-ccaggattgcataaactgt-Phosphat
Anker: cacagaggagggaactgaatgaca-Fluorescein

Der Sensor hatte eine Schmelztemperatur bei 57,4°C. Der Sensor 16ste sich von dem
Allel CD14*%6 bereits bei 50,6°C, wihrend die Verbindung zwischen dem Anker
und der DNS erst bei 66,1°C denaturierte.

2 ul DNS (5 ng/ul)
1 ul Puffer BD, ohne MgCl, (10x; Pharmacia)
1 ul Solution S (Solis)
0,40 ul MgCl, (25 mM)

1 ul Forward-Primer (10 pmol/ul; MWG)
0,2 ul Reverse-Primer (10 pmol/ul; MWG)
0,5 ul Sensor (4 pmol/ul; MWG)

0,5 ul Anker (4 pmol/ul; MWG)

0,2 ul dTNP (10 mM jede Base; Roth)
0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul; FirePol)

Protokoll 2.10: Zusammenstellung fiir die Amplifikation von CDI4™' fir die FRET-
Reaktion

Fiir die Amplifikation der Sequenz um CDI4™*' fiir die FRET-Reaktion wurden die-
selben PCR-Zyklen verwendet wie fiir die vorher beschriebene Amplifizierung von

CD 14 (siehe Protokoll 2.9).

Nach der Analyse im Light-Typer® wurden die Schmelzkurven ausgewertet und je-
dem Studienprobanden der jeweilige Genotyp zugeordnet. Die Ergebnisse wurden

anschlieend in die Datenbank (4th Dimension®) eingegeben.

2.4 Statistische Auswertungen
Die Daten wurden in einer relationalen Datenbank (4th Dimension) organisiert, die

einen Passwort-Schutz mit individuellem Zugang fiir verschiedenen Bereiche ermog-
lichte. Personliche Daten der Studienteilnehmer waren anonymisiert. Die statistischen

Analysen erfolgten mit Hilfe der Statistiksoftware Stata® (Version 9.0; StataCorp).
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Die Heterogenitit der Verteilung der Genotypgruppen auf die Studienpopulation
wurde mit dem y%>-Test bei diskreten Werten und dem Wilcoxon-Test bei kontinuier-
lichen Werten untersucht. Bei allen statistischen Analysen wurden P-Werte < 0,05 als
statistisch signifikant gewertet.

Das Risiko von Individuen mit bestimmten Genotypen fiir die untersuchten Malaria-
Phanotypen wurde als Inzidenzdichte (Anzahl der Episoden pro Personenjahr unter
Risiko) und kumulative Inzidenz (Anzahl der Personen mit mindestens einer Episode
in dem Untersuchungszeitraum) berechnet. Das Relative Risiko wurde mittels Pois-
son’scher Regression geschitzt mit dem 95% Vertrauensintervall angegeben. Von
dem jeweiligen Risikozeitraum wurden 21 Tage nach einer Malariaepisode oder nach
Einnahme eines Antimalariamittels abgezogen. Der Effekt der Genotypen auf die
Phanotypen wurde auf den Studienarm der klinischen Studie (IPTi mit Sulfadoxin-
Pyrimethamin-Wirkung) korrigiert.

Die erfassten Genotypfrequenzen wurden mit den theoretisch erwarteten Frequenzen

nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz statistisch verglichen.
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3. Ergebnisse

In dem folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der statistischen Analysen im Ein-
zelnen aufgefiihrt. Als Erstes erfolgt die Ausfiihrung der Laborergebnisse der erfass-
ten Polymorphismen. Danach werden die gefundenen Einfliisse dieser Mutationen auf

die Infektionsdynamik von P. falciparum beschrieben.

3.1 Polymorphismen der CD14-Promotorregion und Genotypfrequenzen

In der untersuchten Studiengruppe wurden im CD/4-Promotor zwei Einzelnukleotid-
polymorphismen auf den Loci CD14** und CD147*' gefunden.

Auf CD147% wurde eine Transition von Cytosin (C) zu Thymin (T) nachgewiesen
(CDI147°°“ ). In der NCBI-Datenbank ist dieser SNP bereits aufgelistet (rs2569190,
[17]). In der Datenbank ist das Allel CD142%°C als der ,,Wildtyp* festgelegt. Die
heterozygoten (CD14*°“T) sowie die homozygoten Triger von Thymin (CD47%™T)
wurden demnach als ,,mutierte Genotypen angesehen. In der Studiengruppe waren
alle drei Genotypen nachweisbar. Bei 77 Probanden konnte trotz wiederholter PCR-
Amplifikation kein Genotyp bestimmt werden.

Die untersuchte Mutation auf CDI4™*" wurde bislang nicht in die NCBI-Datenbank
aufgenommen und ist auch nicht in der Fachliteratur beschrieben. Es handelt sich um
eine Transition von Adenin (A) zu Guanin (G) (CDI14™*'*%). Das Allel CD14*'4
wird aufgrund der hoheren Frequenz als ,,Wildtyp* bezeichnet. In der untersuchten
Studiengruppe fanden sich 3,7% heterozygote Triger des Allels CD14**'S. Homozy-
got mutante Triger wurden nicht gefunden. Aufgrund stark repetitiver DNS-
Sequenzen war die Analyse dieser Mutation erschwert. Dies ist der Grund, weshalb
166 Blutproben nach wiederholten Versuchen nicht typisiert werden konnten.

In der folgenden Tabelle 3.1 ist die Frequenz der einzelnen Genotypen beschrieben.

Diese Daten wurden mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht verglichen.
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Tabelle 3.1: Genotypfrequenzen auf Position CD147® im Vergleich mit den theoretischen

Erwartungen nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz

Beobachtete Erwartete
Genotypen Genotypfrequenz Genotypfrequenz” P
n'=993 (%) n'=993 (%)
CD147%¢ 511 (47,8) 512 (51,6)
CD 14797 404 (37,8) 402 (40,5) 0,938
CD147%M 78 (7,3) 79 (8,0)

* Fallzahl, die in die Analyse aufgenommen wurde. Bei 77 Probanden konnte trotz wieder-
holter versuchter PCR-Amplifikationen kein Genotyp ermittelt werden

® Berechnet aus den beobachteten Allelefrequenzen entsprechend dem Hardy-Weinberg-
Gesetz

¢ p-Werte wurden mit dem %*-Test errechnet und bezichen sich auf die Gesamtverteilung der
Genotypen

Tabelle 3.2: Frequenzen des Allels CD/47°%°

Allelfrequenz
Allele n'=1986 (%)
CD147%%¢ 1426 (71,8)
CD147*%" 560 (28,2)

“Fallzahl, die in die Analyse mit aufgenommen wurde. Bei 77 Probanden konnte trotz wie-
derholter versuchter PCR-Amplifikationen kein Genotyp bestimmt werden

Tabelle 3.3: Genotypfrequenzen auf Position CDI4™**" im Vergleich mit den theoretischen
Erwartungen nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz

Beobachtete Erwartete
Genotypen Genotypfrequenz Genotypfrequenz® P*
n*=904 (%) n°=904 (%)
CD14#14 864 (95,6) 865 (95,7)
CD 148146 40 (4,4) 39 (4,4) 1,0
CD 146 0 (0,0 0 (0,0)

“Fallzahl, die in die Analyse mit aufgenommen wurde. Bei 166 Probanden konnte trotz wie-
derholter versuchter PCR-Amplifikationen kein Genotyp ermittelt werden

® Berechnet aus den beobachteten Allelefrequenzen entsprechend dem Hardy-Weinberg-
Gesetz

¢ p-Werte wurden mit dem %*-Test errechnet und bezichen sich auf die Gesamtverteilung der
Genotypen
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Tabelle 3.4: Allelfrequenzen auf Position CD14™*!

Allelfrequenz
Allele n'=1808 (%)
CDI14*A 1772 (98)
CD14™*' 36 (2)

“Fallzahl, die in die Analyse mit aufgenommen wurde. Bei 166 Probanden konnte trotz wie-
derholter versuchter PCR-Amplifikationen kein Genotyp bestimmt werden

Entsprechend dem p-Wert konnte die Nullhypothese, dass die Verteilung der gefun-
denen Genotypfrequenzen nicht nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz abweicht, nicht

widerlegt werden.

3.2 Verteilung der CD14-Genotypen in der Untersuchungsgruppe

Bevor der mogliche Einfluss der Mutationen des CD14-Gens auf das Risiko einer
Malaria erfasst werden konnte, musste die Verteilung der Genotypen in der Studien-
population untersucht werden. Es wurden hierbei verschiedene genetische, soziodko-
nomische, soziodemographische und verdnderliche Faktoren beriicksichtigt, die einen
potentiellen Einfluss auf die Ergebnisse aller weiteren Untersuchungen hatten.

Es wurden Interaktionen sowie auch Confounder-Phidnomene mit weiteren Mutatio-
nen untersucht, die im Zusammenhang mit dieser Studie von anderen Mitgliedern der
Forschungsgruppe analysiert worden sind. Da keine Interaktionen festgestellt wurden,
werden diese Untersuchungen im Zusammenhang mit den verschiedenen Mutationen

hier nicht weiter erwahnt.

3.2.1 Verteilung der CD14-Genotypen und Allelen in der SP- und Placebogruppe
Laut Studienprotokoll haben die Hélfte der Probanden Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP) als

IPTi erhalten, so dass zuerst eine zufillige ungleiche Verteilung der Genotypen in diesen

beiden Gruppen ausgeschlossen werden musste.



Tabelle 3.5: Verteilung der Genotypen von CD147® in der SP- und Placebo-Gruppe

CD]4—260CC CD14—260CT CD14—260TT Pb
n'=511 (%) n'=404 (%) n'=78 (%)

Placebo 255 (49,9) 200 (49,5) 43 (55,1) 0,653
Sulfadoxin-Pyrimethamin 256 (50,1) 204 (50,5) 35 (45,9)

“Bei 77 Probanden konnte trotz wiederholter versuchter PCR-Amplifikationen kein Genotyp
bestimmt werden
®p-Werte wurden mit dem %> Test errechnet

Tabelle 3.6: Verteilung der Genotypen von CDI14**" in der SP- und Placebo-Gruppe

CD14-48]AA CD]4-481AG
b
n'=864 (%) n"=40 (%)
Placebo 431 (49.,9) 22 (55,0) 0,527
Sulfadoxin-Pyrimethamin 433 (50,1) 18 (45,0)

“Bei 166 Probanden konnte trotz wiederholter versuchter PCR-Amplifikationen kein Genotyp
bestimmt werden

®p-Werte wurden mit dem %> Test errechnet

Da sich kein Hinweis auf eine ungleiche Verteilung der CD/4-Mutationen in den

Behandlungsarmen fand, wurden beide Arme im Folgenden zusammengefasst.

3.2.2 CD14-Genotypen und verschiedene Charakteristika der Studienpopulation

Es wurden verschiedene individuelle Charakteristika der Untersuchungspopulation
beziiglich ihrer Verteilung auf die CD/4-Genotypgruppen untersucht, um mogliche
Confounding-Faktoren zu erkennen. Keines der untersuchten Charakteristika war
statistisch signifikant mit den CD/4-Genotypen assoziiert, so dass nicht von einem
relevanten Confounding ausgegangen wurde und keine entsprechenden Korrekturen

bei den Analysen angewendet wurden.
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Tabelle 3.7: Verteilung der Genotypen von CDI4™" zum Zeitpunkt der Aufnahme der

Probanden

CD14—260CC CD]4—260CT CD14—260TT Pb

n'=511 n'=404 n'=78

Geschlecht — Fallzahl (%)
Maénnlich 256 (50,1) 209 (51,7) 37 (47,4)
Weiblich 255 (49.,9) 195 (48.3) 41 (52,6) 0,752
Alter in Wochen— Mittelwert (SA)
Alter bei Studienbeginn 12,3 (£1,6) 12,4 (£1,6) 12,2 (£1,7) 0,578
z-Wert"- Mittelwert (SA)
Geburtsgewicht 0,41 (x1,1)  0.31 (£1,2) 0.50 (=1,1) 0,267
Nutzung von Moskitoschutz® —
Fallzahl (%)
Ja 246 (48,1) 200 (49,5) 31(39,7)
Nein 217 (42,5) 175 (43.3) 31(39,7)
Fehlende Daten 48 (9,4) 29 (7,2) 16 (20,5) 0,414
Entfernung zur Studienklinik®— km
(%)
<0,5km 129 (25.2) 103 (25.5) 24 (30,8)
0,5-1km 215 (42,1) 162 (40,1) 28 (35,9)
>1km 161 (31,5) 137 (33,9) 24 (30,7)
Fehlende Daten 6(1,2) 2(0,5) 2(2,6) 0,600
Hamoglobin (g/dL) - Mittelwert 10,3 (£1,3) 10,3 (£1,4) 10,5 (£1,4) 0,137
(SA), zum Zeitpunkt des
Studienbeginns

SA, Standardabweichung

*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde

®p-Werte ermittelt mit dem Kruskall-Wallis-Test oder dem x> Test.

“Nach den standardisierten Gewichtstabellen des Center for Disease Control (CDC) [6].

‘Die Information wurde durch Interviews mit den teilnehmenden Miittern erhalten. Als
Moskitoschutz wurden die Verwendung unbehandelter Bettnetze, Pestizid-behandelter
Bettnetze sowie Fenstergitter gewertet.

‘Die Positionen wurden mit einem GPS-Gerit (Global Position System) gemessen.



Tabelle 3.8: Verteilung der Genotypen von CDI4*' zum Zeitpunkt der Aufnahme der
Probanden

CD]4—481AA CD14—481AG
pb
n'=864 n"=40

Geschlecht — Fallzahl (%)
Mannlich 436 (50,5) 25 (62,5)
Weiblich 428 (49,5) 15 (37,5) 0,137
Alter in Wochen — Mittelwert
(SA) 12,4 (£1,6) 12,5 (£1,6) 0,644
Alter bei Studienbeginn
z-Wert- Mittelwert (SA)
Geburtsgewicht 0,36 (£1,1) 034 (£1,2) 0,956
Nutzung von Moskitonetzen®
— Fallzahl (%)
Ja 421 (48,7) 19 (47.,5)
Nein 363 (42,0) 19 (47,5)
Fehlende Daten 80 (9,3) 2(5) 0,655
Entfernung zur Studienklinik®
- Km (%)
<0.5 km 229 (26,5) 6 (15)
0.5-1km 346 (40,0) 20 (50)
> 1 km 281 (32,6) 14 (35)
Fehlende Daten 8(0,9) 0 0,344
Hamoglobin [Hb (g/dL)] -
Mittelwert (SA), zum 10,4 (+1,4) 10,3 (£1,2) 0,753

Zeitpunkt des Studienbeginns

SA, Standardabweichung

*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde

®p-Werte ermittelt mit dem Kruskall-Wallis-Test oder dem x> Test.

“Nach den standardisierten Gewichtstabellen des Center for Disease Control (CDC) [6].

‘Die Information wurde durch Interviews mit den teilnehmenden Miittern erhalten. Als
Moskitoschutz wurden die Verwendung unbehandelter Bettnetze, Pestizid-behandelter
Bettnetze sowie Fenstergitter gewertet.

‘Die Positionen wurden mit einem GPS-Gerit (Global Position System) gemessen.

3.3 Assoziation der CD14-Genotypen mit Plasmodium-falciparum-Parasitamie
Um eine statistisch relevante Abweichung zwischen den Genotypen der beiden unter-

suchten Mutationen CD142°“T und CD14**'*°Y beziiglich der Hohe und der Hau-
figkeit von Plasmodium-falciparum-Parasitimien erfassen zu konnen, wurden die

Parasitimien nach Hohe der Parasitendichte sortiert und in aufsteigende Gruppen
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unterteilt. Die Werte wurden um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-
Einnahme korrigiert. Es wird in den folgenden Texten, Tabellen und Graphiken das
jeweils adjustierte relative Risiko verwendet.

Zur Veranschaulichung der statistisch relevanten p-Werte wurden diese in den Gra-
phiken angegeben. Auf eine weitere Erwdhnung derer in den Tabellen wurde verzich-

tet. Statistisch nicht signifikante p-Werte wurden nicht abgebildet.

3.3.1 Assoziation von €CD14**° mit Plasmodium-falciparum-Parasitimie

Zunéchst wurden die Parasitimien der homozygoten sowie der heterozygoten Trager
der Mutation CD147%°“T jeweils mit den Fallzahlen des homozygoten Wildtyps ver-

glichen. Im Verlauf erfolgten ebenso Vergleiche zwischen den Tragern des mutierten
Allels D147

Tabelle 3.9: Inzidenzdichte von P.-falciparum-Infektionen bei den Genotypen von CD[4>%

CD14-260CC CD14-260CT CD14-260TT
Parasitimie (/ul) n®  Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate’
Insg>0 19219 2170 6534 332 1859 5252 354 290 1045 277
1-499 19324 691 6814 101 546 5505 099 96 1086 0,88
500-4999 19345 847 6880 123 728 5519 132 101 1092 1,32
5000-49999 o396 527 7025 075 466 5649 082 71 1109 0,64
>50000 19414 130 7085 0,08 146 5702 026 27 1122 0,24

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre

Insg.>0, Alle erfassten P.-falciparum-Parasitimien insgesamt (>0 Parasiten/ul)
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde

®Fallzahl pro Person/Jahr

Die Triger des mutierten Genotyps CD14 ™" hatten im Vergleich mit den homozy-
goten Triagern des Wildtyps ein um 16% vermindertes Risiko einer P.-falciparum-
Infektion. Dieser relative Schutz war jedoch bei erhdhten Parasitimien aufgehoben.
Die homozygot mutierten Trager wiesen sogar ein um 31% erhohtes Risiko fiir eine
Parasitimie mit {iber 50000 Parasiten/ul Blut auf. Allerdings war die Fallzahl in die-
ser Gruppe niedrig (n=27). Eine deutliche Tendenz ist jedoch trotz groem Konfiden-

zinterval in der Abbildung 3.1 zu erkennen.
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Abbildung 3.1: Haufigkeit und Dichte der P.-falciparum-Parasitimien der Trager des Geno-
typs CD147™ im Vergleich zu CD147°“C. Zuerst wurde die Haufigkeit aller Parasitimien
insgesamt untersucht und dann der Parasitendichte nach in aufsteigenden Gruppen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

>0, Alle erfassten P.-falciparum-Parasitimien insgesamt (>0 Parasiten/pl)

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

Die heterozygoten Triger CD]47%60¢T

trugen im Vergleich zu den homozygoten
Triagern des Wildtyps ein um 7% erhohtes Risiko fiir eine P.-falciparum-Infektion.
Die Unterschiede der Risiken beider Genotypen wurden in der Anwesenheit von
hohen Parasitendichten im Blut der Probanden deutlich. Diese Tendenz der
Parasitimie-Hohe kann der Abbildung 3.2 entnommen werden. Die heterozygoten
Tréger hatten im Vergleich mit den homozygoten Tragern des Wildtyps ein um 40%
erhohtes Risiko, an einer Parasitimie tiber 50000 P. falciparum/pl zu erkranken (p-

Wert<0,006).
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Abbildung 3.2: Hiufigkeit und Dichte der P.-falciparum-Parasitimien der Trager des Geno-
typs CD147°“Tim Vergleich zu CD142°°C. Zuerst wurde die Hiufigkeit aller Parasitimien
insgesamt untersucht und dann der Parasitendichte nach in aufsteigenden Gruppen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

>0, Alle erfassten P.-falciparum-Parasitimien insgesamt (>0 Parasiten/pl)

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

Um den Unterschied zwischen den heterozygoten Trigern des Allels CD147%°" und
den homozygoten Triagern hervorzuheben, wurden die beiden Gruppen unabhingig
von der Gruppe des Wildtyps gegeniibergestellt. In der Graphik wird hierbei die
Gruppe der heterozygoten Tréager als Basis genommen, mit der die Gruppe der homo-
zygot mutierten Trager verglichen wird.

Es ergab sich eine statistisch signifikante Reduktion an Parasitimien bei der Gruppe
des Genotyps CDI147™ (p-Wert<0,001). Diese Gruppe hatte ein um 24% vermin-
dertes Risiko, eine Parasitdmie im Blut zu tragen. Ebenso wie bei dem oben beschrie-
benen Vergleich zu dem Wildtyp bestand kein relativer Schutz bei Auftreten von ho-

her Parasitendichte.
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Abbildung 3.3: Hiufigkeit und Dichte der P.-falciparum-Parasitimien der Trager des Geno-
typs CDI147°™ im Vergleich zu CD147°°“". Zuerst wurde die Haufigkeit aller Parasitimien
insgesamt untersucht und dann der Parasitendichte nach in aufsteigenden Gruppen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

>0, Alle erfassten P.-falciparum-Parasitimien insgesamt (>0 Parasiten/pl)

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

3.3.2 Assoziation von €CD14**" mit Plasmodium-falciparum-Parasitimie

Bei der statistischen Gegeniiberstellung von Tragern des Wildtyps und Triagern des
Allels CD147*19 beziiglich der gemessenen Parasitendichte und der Haufigkeit von
P.-falciparum-Infektionen waren die Werte dhnlich. Bei einer Parasitendichte liber
50000 Plasmodien/ul konnte jedoch ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Die heterozygoten Trager bewiesen ein um 60% vermindertes Risiko, eine solch aus-

geprégte Parasitimie zu erleiden (p-Wert< 0,040).
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Tabelle 3.10: Inzidenzdichte von P.-falciparum-Infektionen bei den Genotypen von CD/4™*!

CDI14*% CDI4*"¢
Parasitdmie (/pl) n"  Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate”
Insg.>0 17355 3685 1117,3 3,30 186 52,0 3,58
1-499 17630 1132 11683 0,97 65 54,1 1,20
500-499 17652 1470 1173,3 1,30 67 55,8 1,20
5000-49999 17680 924 1200,0 0,80 52 56,6 0,90
>50000 17537 266 1210,9 0,22 5 57,2 0,08

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre

Insg.>0, Alle erfassten P.-falciparum-Parasitimien insgesamt (>0 Parasiten/ul)
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde

®Fallzahl pro Person/Jahr
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Abbildung 3.4: Haufigkeit und Dichte der P.-falciparum-Parasitimien der Trager des Geno-
typs CD14 "% im Vergleich zu CD14*'**. Zuerst wurde die Haufigkeit aller Parasitimien
insgesamt untersucht und dann der Parasitendichte nach in aufsteigenden Gruppen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

>0, Alle erfassten P.-falciparum-Parasitimien insgesamt (>0 Parasiten/pl)

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.
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3.4 Assoziation der CD14-Genotypen mit Malaria tropica

In diese Untersuchung wurden nur die Krankheitsfélle einer klinisch und mikrosko-
pisch nachgewiesenen Malaria tropica eingeschlossen. Fille mit anderen Plasmo-
dienspezies wurden ausgeschlossen. Neben des allgemeinen Nachweises einer P.-
falciparum-Infektion (>0 P. falciparum/ul) wurden, wie bei der Voruntersuchung, die
Krankheitsfdlle nach Hohe der Parasitendichte sortiert und in aufsteigende Gruppen
unterteilt. Zusétzlich wurden die Raten der asymptomatischen P.-falciparum-

Parasitimien den Genotypen gegeniibergestellt.

3.4.1 Assoziation von CD14**° mit Malaria tropica

Tabelle 3.11: Inzidenzdichte von asymptomatischen P.-falciparum-Infektionen bei den Ge-
notypen von CDJ47>

CD]4200<C CD]425CT CD]4250TT
n®  Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate’
19251 1117 661,8 1,69 921 5324 1,73 142 106,1 1,73

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

Tabelle 3.12: Inzidenzdichte von Malaria tropica bei den Genotypen von CD14>%, eingeteilt
nach Hohe der nachgewiesenen Parasitimien im Verlauf der Erkrankung

CDI 4—260CC CD] 4-260("1' CD] 4-260'1“1'
n* Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate® Ereignis PYAR Rate®
>0 19379 1097 700,4 1,57 979 563,5 1,74 156 110,6 1,41
1-499 19397 248 7042 035 208 566,7 0,37 41 111,2 0,37

500-4999 19404 377 706,6 0,43 323 568,6 0,57 47 11,6 0,42
5000-49999 19408 360 7078 051 325 5700 0,57 43 112,0 0,38
>50000 19415 114 7088 0,16 123 570,7 0,22 25 1122 0,22

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre

>0, Alle erfassten Fille an Malaria tropica mit >0 Parasiten/pl
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde

®Fallzahl pro Person/Jahr



Tabelle 3.13: Inzidenzdichte von schwerer Malaria bei den Genotypen von CD[47>%

CD14—260CC CDI 4-260CT CD] 4-260TT
n®  Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate® Ereignis PYAR Rate”

19414 13 708,9 0,02 24 570,8 0,04 7 112,1 0,06

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

47T wiesen im Vergleich mit den homozy-

Die homozygoten Trager des Allels CD1
goten Trigern des Wildtyps seltener eine asymptomatische Parasitimie auf (um 21%
vermindert). Die Gegeniiberstellung der Anzahl von unkomplizierten Malariaerkran-
kungen in den beiden Genotypgruppen zeigte keine statistisch signifikanten Differen-
zen. Jedoch erkrankten in der Gruppe von CD14°®™ dreimal so viele Kinder an einer
schweren Malaria tropica (PunktmaBzahl: 3,41, p-Wert<0,009) wie in der Gruppe

von CD]472%°¢¢,
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Abbildung 3.5: Haufigkeit der Krankheitsfille von unkomplizierter Malaria tropica der Tra-
ger des Genotyps CDI147°°™ im Vergleich zu CD147°°“, eingeteilt nach Hohe der nachge-
wiesenen Parasitimien. Diese unkomplizierten Malariaepisoden wurden weiterhin mit der
Haufigkeit von asymptomatischen P.-falciparum-Infektionen und schwerer Malaria vergli-
chen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

Asympt. Parasitimie, asymptomatische Parasitimie.

Sympt.>0, Symptomatische Malaria tropica mit nachgewiesener Parasitimie (>0 Plasmodi-
en/ul).

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

Die Triger des Genotyps CD14°“"T hatte im Vergleich zu Trigern des Genotyps
CDI47% ein um 11% signifikant erhdhtes Risiko, an einer Malaria tropica zu
erkranken. Ebenso wie bei den Vergleichen der Parasitimien stieg die Rate der

4790CT stsrker als bei dem

Malariaerkrankungen mit hohen Parasitendichten bei CD/
Wildtyp an. So besaBen die Triager des heterozygoten Genotyps ein um 34% erhohtes
Risiko, an einer Malaria tropica mit einer Parasitimie tiber 50000 P. falciparum/ul zu

erkranken.
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Die heterozygoten Trager von CDI erkrankten auflerdem doppelt so hiufig an

schwerer Malaria wie die homozygoten Trager des genetischen Wildtyps (Punktmal-

zahl: 2,29, p-Wert<0,016).
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Abbildung 3.6: Haufigkeit der Krankheitsfille von unkomplizierter Malaria tropica der Tra-
ger des Genotyps CDI147°°“" im Vergleich zu CD147%C, eingeteilt nach Héhe der nachge-
wiesenen Parasitimien. Diese unkomplizierten Malariaepisoden wurden weiterhin mit der
Haufigkeit von asymptomatischen P.-falciparum-Infektionen und schwerer Malaria vergli-
chen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

Asympt. Parasitimie, asymptomatische Parasitimie.

Sympt.>0, Symptomatische Malaria tropica mit nachgewiesener Parasitimie (>0 Plasmodi-
en/ul).

@ Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

Zum Abschluss dieser Analyse wurde das Risiko fiir Malariaerkrankungen von der
Gruppe der homozygoten Mutationstriger (CD/4 ™) mit derjenigen der heterozy-
goten Tréger verglichen. Es zeigte sich ein um 19% vermindertes Risiko fiir die Ent-

wicklung einer Malaria tropica bei den homozygot mutanten Triager gegeniiber der
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heterozygoten Gruppe. Weiterhin hatte die Gruppe der homozygot mutierten Trager
ein um 22% vermindertes Risiko einer asymptomatischen Parasitimie.
Lediglich bei der einfachen Malaria tropica mit sehr hoher Parasitendichte sowie bei

der schweren Malaria war kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen erkennbar.
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Abbildung 3.7: Haufigkeit der Krankheitsfille von unkomplizierter Malaria tropica der Tra-
ger des Genotyps CD147™ im Vergleich zu CD147%", eingeteilt nach Hohe der nachge-
wiesenen Parasitimien. Diese unkomplizierten Malariaepisoden wurden weiterhin mit der
Haufigkeit von asymptomatischen P.-falciparum-Infektionen und schwerer Malaria vergli-
chen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

Asympt. Parasitimie, asymptomatische Parasitimie.

Sympt.>0, Symptomatische Malaria tropica mit nachgewiesener Parasitimie (>0 Plasmodi-
en/ul).

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

3.4.2 Assoziation von CD14**" mit Malaria tropica

Die Analyse der Krankheitsverliufe in den beiden Genotypgruppen von CDI4**!

zeigte genau wie bei den oben beschriebenen Untersuchungen keine eindeutigen

Unterschiede.
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Tabelle 3.14: Inzidenzdichte von P.-falciparum-Infektionen bei den Genotypen von CD/4™*!

CD] 4 81AA D] 414G
n’ Ereignis PYAR  Rate® Ereignis PYAR Rate®
17532 3740 1132,0 3,35 186 51,95 3,58

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

Tabelle 3.15: Inzidenzdichte von Malaria tropica bei den Genotypen von CD14™*!, eingeteilt
nach Hohe der nachgewiesenen Parasitdmien im Verlaufe der Erkrankung

CD]4—481AA CDJ4—481AG
n’ Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate”
>0 17561 1914 1196,9 1,60 93 56,3 1,65
1-499 17698 427 1203,6 0,35 17 56,8 0,30
500-499 17706 640 1207,5 0,53 36 57,0 0,63
5000-49999 17709 627 1210,0 0,52 36 57,0 0,63
>50000 17570 234 1211,6 0,17 4 57,2 0,02

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre

>0, Alle erfassten Fille an Malaria tropica mit >0 Parasiten/pl
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde

®Fallzahl pro Person/Jahr

Tabelle 3.16: Inzidenzdichte von schwerer Malaria bei den Genotypen von CD/4™*!

CD]4—481AA CD14—481AG
n’ Ereignis PYAR Rate® Ereignis PYAR Rate”
17520 40 1211,7 0,03 2 57,2 0,03

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

Erneut zeigte sich jedoch ein vermindertes Risiko fiir die Gruppe der heterozygoten
Triager des Allels CD14**'S, an einer einfachen Malaria tropica mit einer Parasitdmie

iiber 50000 P. falciparum/pl zu erkranken (um 64% vermindert).
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Abbildung 3.8: Haufigkeit der Krankheitsfille von unkomplizierter Malaria tropica der Tra-
ger des Genotyps CDI4**'*% im Vergleich zu CD14*'**, eingeteilt nach Hhe der nachge-
wiesenen Parasitimien. Diese unkomplizierten Malariaepisoden wurden weiterhin mit der
Haufigkeit von asymptomatischen P.-falciparum-Infektionen und schwerer Malaria vergli-
chen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

Asympt. Parasitimie, asymptomatische Parasitimie.

Sympt.>0, Symptomatische Malaria tropica mit nachgewiesener Parasitimie (>0
Plasmodien/pl).

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.

3.5 Assoziation der CD14-Genotypen mit AniAmie

Die Schweregrade einer Andmie wurden in diesen Analysen in zwei Gruppen unter-
teilt: gemessene Hamoglobinwerte unter 9,0 g/dl wurden als ,,leichte Andmie* gewer-
tet und solche unter 7,5 g/dl als ,,schwere Andmie®. Die dritte Gruppe umfasste alle
weiteren Hadmoglobinkonzentrationen iiber 9,0 g/dl. Fiir Patienten in Deutschland gilt
bereits ein Himoglobinwert {iber 9,0 g/dl als vermindert. Die deutschen Richtlinien
wurden in dieser Arbeit jedoch nicht verwendet, da viele ghanaische Kinder chroni-

sche Andmien aufweisen, eine weitere Verminderung des Hb-Spiegels jedoch gut
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kompensieren konnen und deshalb auch bei niedrigen Hb-Werten haufig asymptoma-

tisch sind.

3.5.1 Assoziation von CD14°° mit Animie

Tabelle 3.17: Inzidenzdichte von Andmieepisoden bei Tragern verschiedener Genotypen von
CD147%

CD]4—260CC CD] 4-260CT CD14—260TT
Hb-konz. (g/dl) n* Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate’
>9,0 19060 4914  522,1 9,41 3807 425,1 9,00 739 81,1 9,11
7,5-9,0 19556 1502  727,0 2,07 1229 5825 2,11 204 113,6 1,80
<75 19806 484 780,9 0,62 458 624,8 0,73 75 120,3 0,62

Hb-konz., Himoglobinkonzentration

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

Die homozygot mutanten CD/4>**"-Triger erkrankten um 14% seltener an leichter

Andmie als die homozygoten Trager des Wildtyps.
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Abbildung 3.9: Hiufigkeit der Krankheitsfille von Andmie der Trager des Genotyps
CDI47™ im Vergleich zu CDI147°°C, ecingeteilt nach Hohe der gemessenen Hb-
Konzentrationen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert

Die heterozygoten Triger der Allele auf Position CD14 % besaBen ein leicht erhdhtes
Risiko fiir eine Andmie (5% verminderte Rate an Hidmoglobinwerten iiber 9,0 g/dl)

und ein um 18% erhohtes Risiko einer schweren Andmie (p<0,010).
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Abbildung 3.10: Haufigkeit der Krankheitsfille von Andmie der Tragern des Genotyps
CDI147" im Vergleich zu CDI147%C, eingeteilt nach Hohe der gemessenen Himo-
globinkonzentrationen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

@Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert

Homozygote Triger des Genotyps CD147°°™ hatten ein um 16% vermindertes Risi-
ko, an einer Andmie mit Himoglobin-Werten unter 9,0 g/dl zu erkranken. Dieser
Schutz galt jedoch nicht fiir schwere Andmien. Bei einem Hb unter 7,5 g/dl gab es

keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypgruppen.
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Abbildung 3.11: Haufigkeit der Krankheitsfalle von Andmie der Triager des Genotyps
CDI147™ im Vergleich zu CDI147°%", eingeteilt nach Hohe der gemessenen Himo-
globinkonzentrationen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

@ Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert.
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3.5.2 Assoziation von CD14**! mit Animie
Tabelle 3.18: Inzidenzdichte von Animie bei den Genotypen von CD/4™*!

CD14—481AA CD]4—481AG
Hb-konz. (g/dl) n’ Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate”
>9,0 17386 8146 900,5 9,05 406 41,4 9,81
7,5-9,0 17941 2529 1243,5 2,03 130 57,1 2,28
<175 18084 870 1330,6 0,70 46 61,8 0,60

Hb-konz., Himoglobinkonzentration

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

Die Analysen ergaben keinen Unterschied zwischen Triagern des Genotyps CDI4

IAG ynd Homozygoten des Wildtyps.
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Abbildung 3.12: Haufigkeit der Krankheitsfille von Andmie der Trager des Genotyps
CDI4*™6 im Vergleich zu CDI14™*'"*  eingeteilt nach Hohe der gemessenen Himo-
globinkonzentrationen.

Die Fehlerindikatoren stellen die Konfidenzintervalle dar.

®Das relative Risiko wurde um den Einflussfaktor der Sulfadoxin-Pyrimethamin-Einnahme
korrigiert

3.6 Assoziation der CD14-Genotypen mit Letalitat

3.6.1 Assoziation von CD14*°° mit Letalitiit

Wihrend der Studienzeit verstarben 19 Kinder. 12 von ihnen wurden in der CD147>%-
Analyse erfasst. Es wurde keine Abhédngigkeit der Mortalitit von den Genotypen
festgestellt. Auch in Bezug auf die Todesursachen konnten keine Abweichungen in-

nerhalb der Gruppen erfasst werden.
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Tabelle 3.19: Inzidenzdichte der erfassten Todesfédlle wiahrend der Studie bei den Genotypen
von CD147>%

CD14-260CC CD] 4-260CT CD14—260TT
n’ Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate” Ereignis PYAR Rate”
20234 5 718,3 0,007 6 581,3 0,01 1 110,9 0,009

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr

3.6.2 Assoziation von CD14™*®! mit Letalitiit

Von den 19 Todesfillen wurden 8 in den Analysen der Gruppen des Genotyps CD14

-481AA
4

81 erfasst, alle in der Gruppe des Wildtyps (CDI ). Aufgrund der geringen Fall-

zahl war dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.

Tabelle 3.20: Inzidenzdichte der erfassten Todesfédlle wiahrend der Studie bei den Genotypen
von CD14™*!

CD14-481AA CD]4-481AG
n* Ereignis PYAR Rate’ Ereignis PYAR Rate”
16047 8 5756,9 0,007 0 122,9 0

PYAR, Persons Year at Risk, Personenrisikojahre
*Fallzahl, die in die Analyse eingebracht wurde
®Fallzahl pro Person/Jahr
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4. Diskussion

4.1 Kritische Betrachtungen der Materialien und Methoden
Das vierte Kapitel soll damit beginnen, dass mogliche Schwachpunkte dieser Arbeit

kritisch betrachtet werden, um darauthin die Ergebnisse zu diskutieren.

4.1.1 Studienkonzept
Die ausgewerteten Daten der vorliegenden Arbeit basieren auf einer randomisierten

kontrollierten Studie mit prospektivem longitudinalem Design. Die selektierten Pro-
banden wurden im Alter von drei Monaten in die Studie aufgenommen und bis zum
zweiten Lebensjahr monatlich untersucht. Die Studie bietet somit einen relativ repré-
sentativen Eindruck von der genannten Altersgruppe der ghanaische Population des
Afigya Sekyere Distriktes. Durch die zufdllige Auswahl der Probanden und der gro-
en Anzahl an Teilnehmern konnen Stérgrofen wie Geschlecht, sozialer Schichtzu-
gehorigkeit oder bei Studienaufnahme nicht bekannte Vorerkrankungen weitesgehend
ausgeglichen werden. Jedoch besteht trotzdem ein gewisser Selektionsbias, da nur die
Kinder derjenigen Miitter aufgenommen wurden, die regelméBig zu den Gesund-
heitsposten in den Orten kamen. Es ist anzunehmen, dass Familien mit einem
schlechteren Bildungsniveau oder geringerem Einkommen, die aufgrund dessen weit
auBerhalb der Orte wohnen, deutlich seltener die drztliche Hilfe in Anspruch nehmen.
Bei Selektion einer besser aufgekldrten oder besser verdienenden Populationsgruppe
kann sich wiederum bei vermehrter Nutzung von Priventionsmaflnahmen wie zum
Beispiel Mosquitonetze die Infektionsdynamik im Vergleich zu sozial schwicheren
unterscheiden. Im Rahmen der Studienpopulation wurden Faktoren wie Nutzung ei-
nes Bettnetzes oder Entfernung von der Klinik auf Verzerrungsphdnomene unter-
sucht. Innerhalb der Gruppe wurden keine Confounding-Phdnomene erkannt.

Wihrend das randomisierte Design es ermoglicht, trotz des oben geschilderten Risi-
kos eines Selektionsbias eine relativ reprisentative Gruppe aufzunehmen, kann im
Verlauf der fiinfzehnmonatigen Teilnahme an der Studie eine Beeinflussung der Er-
gebnisse durch die regelméfBigen monatlichen drztlichen Untersuchungen der Studi-
enteilnehmer entstehen. Die Probanden erhielten bei nachgewiesener Malariaerkran-

kungen, anderen Krankheitssymptomen oder Zeichen einer Andmie zeitnah eine ad-

50



aquate medikamentdse Behandlung. Hierbei handelte es sich jedoch um eine deutlich
intensivere drztliche Betreuung als die, die gleichaltrige Kinder des Distriktes erhiel-
ten, die nicht an der Studie teilnahmen. Dieser Kohorteneffekt im Vergleich zur nicht
untersuchten Bevolkerung konnte jedoch aufgrund ethischer Grundsétze nicht ver-
mieden werden und sollte eher zu einer Unterschitzung der Effekte gefiihrt haben.

Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass die Studie aufgrund der Grofe und
repriasentativen Populationsgruppe sehr geeignet dafiir ist, die genetischen Einfliisse
auf die Infektionsdynamik von P. falciparum zu betrachten. Diese Arbeit ist jedoch
nur ein Teilaspekt einer Studie, die urspriinglich nicht darauf ausgelegt war, den Ein-
fluss von CDI4-Varianten zu erforschen. Deshalb wurden einige Parameter nicht
erfasst, die fiir die Erkldrung der Ergebnisse ausschlaggebend sein konnten. So wur-
den kaum Laborparameter bestimmt wie zum Beispiel Serumspiegel der Interleukine
oder die TNF-Blutkonzentration bei akuten P.-falciparum-Infektionen. Diese Parame-
ter hitten den immunmodulatorischen Effekt des untersuchten Proteins eventuell

deutlicher hervorheben konnen.

4.1.2 Materialerfassung
P.-falciparum-Parasitimien wurden in dieser Studie nach allgemeinen WHO-

Leitlinien [45] am Lichtmikroskop diagnostiziert. Die Erstellung des Dicken Trop-
fens gilt als ,,Goldstandard* zur Erfassung von Plasmodium-Infektionen. Die Unter-
suchung bietet eine hohe Spezifitit, wihrend die Sensitivitdt stark variiert [27]. Die
Hauptursache hierfiir ist, dass die Sensitivitdt sehr von der Erfahrung des Mikrosko-
pikers abhingig ist. Eine Erfassungsquote von =500 Parasiten/ul ist der Mindeststan-
dard bei erfahrenen Mitarbeitern [26]. In der Studie wurden alle Objekttrager minde-
stens zweimal von unterschiedlichen, routinierten Laboranten untersucht, um die Feh-
lerrate gering zu halten. Trotzdem kann nicht garantiert werden, dass als Parasiten-
negativ eingestufte Probanden nicht doch eine sehr geringe Parasitimie hatten. Auf
eine molekular-biologische Detektion der Plasmodien-Spezies in allen Blutproben
wurde jedoch im Hinblick auf die Kosten verzichtet.

Eine sinnvolle Definition einer Malariasymptomatik in epidemiologischen Studien in
hochendemischen Regionen ist grundsitzlich schwierig. Die WHO-Leitlinien von

2000 zur Diagnose einer Malaria sind zwar hoch sensitiv, dies jedoch auf Kosten der
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Spezifitit. Im klinischen Gebrauch erweisen sie sich als sinnvoll, da gerade in Regio-
nen mit einer unterentwickelten Infrastruktur eine ausgiebige Diagnostik bei akuter
Fierberkrankung nicht moglich und ein rasches Handeln fiir die erfolgreiche Therapie
einer Malariasymptomatik ausschlaggebend ist [11]. Die geringe Spezifitit der Dia-
gnostik ist jedoch ein Nachteil bei klinischen Studien. So wird nach der genannten
WHO-Definition jedes febrile Krankheitsbild mit nachgewiesener asexueller P.-
falciparum-Parasitdmie als diagnostizierte Malaria tropica eingestuft. Da jedoch die
Infektionsrate der Studienkinder sehr hoch ist, werden auch fieberhafte Infektionen
anderer Genese mit begleitender Parasitdmie als Malaria eingestuft. Kobbe et al. wie-
sen nach, dass 18,2% aller Kinder im Alter von drei Monaten bei Aufnahme in die
Studie eine P.-falciparum-Infektion hatten [20]. Bei einer so hohen Infektionsrate in
einem holoendemischen Areal wie dem Studiengebiet ist davon auszugehen, dass
eine nachgewiesene Parasitimie nicht zwangsldufig mit dem klinischen Krankheits-
bild in Verbindung zu bringen ist. So kdnnen bei asymptomatischen Parasitimien
Koinfektionen vorliegen und iibersehen werden [11, 4, 26].

In der Studie wurde zwar darauf geachtet, dass Fieberschiibe mit nachgewiesener
Parasitimie nur dann als Malariaepisode gewertet wurden, wenn andere offensichtli-
che Ursachen ausgeschlossen waren. Es wurde aber hierbei nur klinisch und anamne-
stisch vorgegangen, ohne dass Blutkulturuntersuchungen oder serologische Untersu-
chungen als Ausschluss anderer Ursachen febriler Temperaturen gemacht wurden.
Mogliche Koinfektionen konnen aber besonders bei Untersuchungen des Einflusses
der Mutation CDI1472°“" auf die Infektionsdynamik der Probanden wichtig sein.
Baier et al. untersuchte 2006 den Einfluss der Mutation auf die Entwicklung von sep-
tischen Krankheitsverldufen bei beatmeten Frithgeborenen. Seine Arbeitsgruppe be-
schrieb eine erhohte Anfilligkeit der Triger von CDI147°°™ fiir multiple Koinfektio-
nen [2].

Bei der Diskussion der folgenden Ergebnisse muss dies beachtet werden, da Koinfek-
tionen als Ursache fiir die klinischen Krankheitsverlaufe in dieser Studie nicht ausge-
schlossen werden konnten. So wiére es moglich, dass die homozygoten Trager der
Mutation von CD14>% eine geringere Fallzahl von asymptomatischen Parasitimien

aufwiesen, da sie hiufiger Koinfektionen hatten, die klinische Symptome hervorrie-
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fen, die wiederum auf die bakterielle und nicht etwa die parasitdre Infektion zuriick-
zufiihren waren.

Den Kindern wurde wéhrend der Studie an drei verschiedenen Zeitpunkten vendses
Blut entnommen. Diesem Blut wurden keine Laborparameter entnommen, die mogli-
che Auswirkungen der Punktmutationen auf Zytokine und andere immunmodulatori-
sche Stoffe zeigen konnten. Dies erschwert die Postulation der anschlieBend aufge-
fiihrten Theorien beziiglich der immunmodulatorischen Auswirkungen der SNP des
CD14-Promotors. Diese konnen erst durch Erfassung der Zytokinblutkonzentrationen

in weiteren Studien bewiesen, beziehungsweise widerlegt werden.

4.1.3 Genotypisierung

48186 orwies sich als duBerst schwierig, da

Die Erfassung der Punktmutation CD1
die Mutation inmitten stark repetitiver Sequenzen liegt und somit die Auswahl der
Primer kompliziert war. Es musste auf relativ lange Primersequenzen zuriickgegrif-
fen werden, um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, dass einzig und allein die er-
wiinschte Region amplifiziert wird. Dieses wiederum hat einen negativen Einfluss auf
die Schmelztemperatur, die durch die Linge hoher ausfillt und die Polymerasereakti-

on somit gefahrdet. Homozygote Triger des mutierten Allels CD14*'¢

wurden gar
nicht erfasst. Es ist nicht auszuschlieBen, dass eine geringe Anzahl dieses Genotyps
unter den Probanden vertreten war, jedoch ergaben die Ergebnissen nach dem Hardy-
Weinberg-Gesetz dhnliche Relationen mit einer Erwartung von 0,5 Trigern des ho-

mozygoten Genotyps CD1 48166

4.2 Diskussion

4.2.1 Erfasste Polymorphismen

Die Frequenzen der beiden Allele und drei Genotypen von CD147>

entsprechen de-
nen der aktuellen NCBI-Daten. Sie weichen nicht signifikant von den Frequenzen ab,
die nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht entsprechend der Haufigkeiten der
Genotypen zu erwarten waren. Die Frequenz der homozygoten Trager des Allels
CD 147" betrigt 7,3% und der homozygoten Triger des Wildtyps 47,8%. Diese Al-
lelfrequenzen entsprechen denen der von NCBI gelisteten Gruppe von Afro-

Amerikanern [17].
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Auch die Frequenz der zwei Genotypen von CD/4™**" weichen nicht von den erwarte-
ten Werten nach Hardy-Weinberg ab. Da die Mutation nicht in der NCBI-Datenbank
aufgeflihrt wird, ist hierfiir kein Vergleich mit unterschiedlichen Populationen mog-

lich.

4.2.2 Einfluss der CD14-Genotypen auf P.-falciparum-Parasitamie

Das Gen, das fiir das CD14-Protein kodiert, liegt auf der Chromosomenregion
5q31.1. innerhalb des Bereiches 5q31-33, in dem signifikante Lod-Scores fiir hohe
Parasitimie und eine gehdufte Anzahl von Reinfektionen mit P. falciparum beschrie-
ben wurden [29]. Diese Beobachtung bildete die Grundlage fiir die Assoziationsun-
tersuchung verschiedener Kandidatengene aus dieser Region.

Eine erhohte Transkriptionsaktivitdt von Monozyten, die in dem CD/4-Promotor das
mutierte Allel CDI147°%" tragen, wurde beschricben [22]. Triger der Mutation
konnten bei Infektionen eine erhohte Menge an sCD14 bilden und effizienter auf
Krankheitserreger reagieren. Homozygote Triger des Genotyps CDI142°°™" kénnten
so bei Infektionen relativ geschiitzt sein wie in der vorliegenden Studie beobachtet.
Die Triger des Genotyps CDI4°®™ hatten im Vergleich mit denen des Wildtyps
einen 16%igen Schutz gegeniiber einer P.-falciparum-Parasitimie. Dieser Schutz
konnte jedoch nicht mehr bei sehr hohen Parasitimien (> 50000 Parasiten/pl)
beobachtet werden. Hier erschienen die homozygoten Trager des Genotyps
CDI14°®™ im Vergleich zu den Trigern des homozygoten Wildtyps hiufiger
betroffen zu sein.

Die Tendenz eines erhohten Risikos konnte mit einer verdnderten Ausschiittung von
Zytokinen wie TNF zusammenhédngen. TNF ist ein proinflammatorisches Zytokin,
das in der Friihphase von Infektionen von aktivierten Monozyten freigegeben wird.
Die Aktivierung der Monozyten und somit auch die Ausschiittung von TNF werden
durch die Verbindung des CD14-Rezeptors mit dem LPS/LBP-Komplex initiiert [32].
Es wird vermutet, dass Antigene von P. falciparum iiber Bindung an den CD14-TLR-
Rezeptorkomplex ebenfalls die Féhigkeit besitzen, die Zytokininduktion der
Monozyten zu stimulieren. Parasitidres GPI ist seit einiger Zeit als ein solcher TNF-
induzierender Faktor bekannt [31]. Geringe Konzentrationen von TNF reduzieren P.-

falciparum-Infektionen, eine iberschieBende  Ausschiittung scheint aber
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mitverantwortlich fiir die Entwicklung von Malariakomplikationen [16, 1]. Eine
erhohte Sekretion von TNF durch eine Aktivierung von CDI14 aufgrund der
Promotormutation wire eine Erkldrung dafiir, dass das Risiko fiir eine geringe
Parasitendichte durch den Genotyp CD14 %™ verringert ist, das Risiko fiir eine hohe
Parasitendichte aber eher begiinstigt wird. Dies ist jedoch ohne die Messung der
Blutkonzentrationen von Zytokinen nicht weiter zu untersuchen.

Weiterhin ist es denkbar, dass bereits die infizierten Hepatozyten das Immunsystem
aktivieren, da auch sie die Fahigkeit besitzen, CD14-Rezeptoren zu exprimieren [14].
In diesen Zellen iiberwiegt jedoch der Anteil des inhibierenden Transkriptionsfaktors
Sp3 [22]. Ein Einfluss des Allels CD1 42T aquf eine verstirkte Abwehr der Leberzel-
len gegeniiber den Parasiten ist bisher nicht gezeigt worden.

Schwer zu interpretieren sind die Assoziationen mit dem heterozygoten Genotyp
CD147%" da dieser im Vergleich zu den homozygoten Trigern des Wildtyps eben-
so wie zu den Tragern des homozygoten Mutanten einen Risikofaktor darstellt. Die
Ergebnisse zeigten, dass Heterozygote im Vergleich zu Triagern des Wildtyps ein
tendenziell erhohtes Risiko fiir eine Infektion hatten. Das Risiko, an einer Parasitdmie
mit tiber 50000 Plasmodien pro pl Blut zu erkranken, lag bei den heterozygoten Tré-
gern um 40% hoher als bei den homozygoten Trigern des Wildtyps. Moglicherweise
besteht ein nicht erfasstes Kopplungsungleichgewicht zwischen dem CD74*°-Locus
und einem anderen, kausalen, Locus, das die Assoziation der Heterozygoten erkliaren
konnte. Tatsdchlich liegt das Gen des CD14-Rezeptors in unmittelbarer Nachbar-
schaft zu weiteren Genloci, deren Proteine sehr wichtige Schliisselfunktionen in der
Abwehr einer Malariaerkrankung beinhalten [29].

Der heterozygote Genotyp CDI147°“T scheint auch im Vergleich mit dem homozygot
mutierten Genotyp CD142%™" einen Risikofaktor fiir eine Parasitdmie darzustellen.
Die homozygoten Triger weisen ein um 21% vermindertes Risiko auf, wiederum
nicht jedoch bei hoher Parasitendichte.

-481
4

Bei der Analyse der moglichen Assoziationen der Genotypen von CD/ mit einer

P.-falciparum-Parasitimie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Tragern der zwei Genotypen festgestellt werden. Es ist zwar auffillig, dass die Kin-
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der mit dem Genotyp CD/ im Vergleich zu denen mit dem homozygoten Wild-

typ ein vermindertes Risiko fiir Parasitimien mit {iber 50000 pro ul hatten, das Kon-
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fidenzintervall zeigt aber eine breite Streuung der Werte. Aufgrund der mangelnden

Daten iiber die Mutation CD14****°% ist keine vergleichende Diskussion moglich.

4.2.3 Einfluss der CD14-Genotypen auf unkomplizierte Malaria tropica
Mehrere Fall-Kontroll-Studien haben bei septischen Patienten ein liberzufillig haufi-

ges Vorkommen des mutierten Genotyps CDI14>°™" festgestellt [13, 47] und daraus
geschlossen, dass dieser Genotyp zu einem septischen Krankheitsverlauf pradispo-
niert. So genotypisierte die Arbeitsgruppe von Gibot 90 Patienten, die aufgrund einer
Sepsis intensivmedizinisch versorgt werden mussten. Als Kontrollgruppe wurden 122
gesunde Franzosen zufillig nach Alter und Geschlecht zugeordnet. Auch diese wur-
den beziiglich der CDI4-Promotorregion genotypisiert. Die Studienergebnisse zeig-
ten, dass in der Gruppe der Erkrankten eine statistisch signifikante Haufung der ho-

mozygoten Trager von CD]/ 472001

zu finden war. Innerhalb der Fallgruppe wurde zu-
satzlich deutlich, dass die Trager des homozygot mutierten Genotyps ein erhohtes
Risiko eines schweren Verlaufes der Sepsis hatten und im Vergleich mit den homo-
zygoten Tragern des Wildtyps hdufiger an den Folgen der Sepsis verstarben [13]. Bei
dieser Art von retrospektivem Studiendesign kann jedoch nicht nachvollzogen wer-
den, ob es sich hierbei um ein erhohtes Allgemeinrisiko handelt, an einer Infektion zu
erkranken oder ob der klinische Verlauf einer Infektion bei diesem Patientengut
schwerwiegender ist.

Die Probanden der vorliegenden longitudinalen Studie bieten hierfiir bessere Voraus-
setzungen.

Es handelt sich um eine grosse Anzahl von Kindern, die iiber einen ldngeren Zeit-
raum intensiv beobachtet wurden und noch dazu dhnliche Lebensumstinde teilten.
Das Infektionsrisiko fiir P. falciparum ist bei den Probanden zwar selbst in denselben
Dorfern nicht iiberall gleich [21], aber trotz allem sind die Grundvoraussetzungen der
untersuchten Population vergleichbar. Bei dieser longitudinalen Untersuchung kann
auf der einen Seite die Haufigkeit der Infektionen in den verschiedenen Genotyp-
gruppen verglichen werden, auf der anderen Seite werden ebenso die Daten des klini-
schen Verlaufes der Erkrankung analysiert und verglichen. So ist eine Unterschei-
dung zwischen der moglichen Pridisposition einer Infektion und der eines klinisch

schlechteren Verlaufs moglich.
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Die Triger des Genotyps CDI47°°°™" wiesen im Vergleich zu Trigern von CD147°°°¢
keine erhohte Anfilligkeit gegeniiber einer Malaria auf. Interessanterweise hatten
Probanden mit dem homozygot mutierten Genotyp CD14*°™" ¢in um 21% vermin-
dertes Risiko fiir eine asymptomatische Parasitdmie. Dies deutet darauf hin, dass die-
se Probanden bei einer Infektion mit P. falciparum zeitnah auch die Symptome einer
Malaria aufweisen, wihrend homozygote Wildtyptrager bei einer Infektion seltener
klinisch erkranken.

Eine mogliche Hypothese wire, wie oben erldutert, dass die vermehrte CDI14-
Expression bei dem homozygot mutierten Genotyp eine Infektion friihzeitig abweh-
ren kann. Die Infektion zieht jedoch bei systemischer Ausbreitung eine verstirkte
Stimulation von CD14 nach sich und somit auch eine verstirkte Aktivierung von
TNF und dhnlichen proinflammatorischen Zytokinen. Diese systemische Antwort
konnte demnach zum raschen Aufkommen von Symptomen fiihren.

Das mutierte Allel CD74%T zeigte in wiederholten Studien eine deutliche Korrelati-
on mit erhéhten sCD14-Konzentrationen im Blut [3, 22]. Serum-CD14 sensibilisiert
bei Vorliegen von Endotoxinen unter anderem Endothelien, die eigenstindig kein
CD14 exprimieren [14]. Die Zellen beginnen darauthin die Expression ihrer spezifi-
schen entziindlichen Abwehrmechanismen. Diese Kaskade wird jedoch nicht nur
durch Endotoxine oder andere Wandbestandteile Gram-negativer Bakterien aktiviert.
Die Priasenz von P. falciparum bewirkt durch die Aktivierung von sCD14 dhnliche
proinflammatorische Reaktionen.

Es wurde die Aktivierung von dentritischen Zellen, als Bindeglied zwischen dem
angeborenen und dem zelluliren Immunsystem, intensiv beobachtet. So wurde bei
Vorliegen einer P.-falciparum-Parasitimie der gleiche Reaktionsmechanismus wie
bei einer Endotoxdmie nachgewiesen [41], so dass davon ausgegangen werden kann,
dass sCD14 bei Anwesenheit von P. falciparum eine vaskuldre Entziindungsreaktion
hervorruft [39]. Die moglicherweise erhdhten sCDI14-Blutkonzentrationen bei den
Triagern von CDI14°%™ konnten ein entscheidender Faktor sein, weshalb diese
Gruppe bei einer bestehenden Parasitimie deutlich hdufiger Symptome aufweist als
die Gruppe des homozygoten Wildtyps. Eine erhohte sCD14-Expression konnte die
Entwicklung einer verstidrkten systemischen Entziindung bewirken, die sich auf

mikrovaskuldrer Ebene im gesamten Korper ausbreitet. Auf der einen Seite weisen
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die homozygot mutierten Tridger so seltener Parasiten vor, da diese friihzeitig
systemisch abgewehrt werden. Auf der anderen Seite verlaufen die Infektionen bei
systemischer Ausbreitung mit stirkeren Symptomen als bei den Trigern von CDI4"
260CC " da mit Hilfe der erhdhten sCD14-Konzentration rasch das angeborenene und
das zelluldre Immunsystem aktiviert werden.

Wenisch et al. demonstrierten eine deutliche Korrelation zwischen erhéhten Konzen-
trationen von sCD14 und gestiegenen TNF-Werten [39], so dass es wahrscheinlich
ist, dass zusitzlich erhohte TNF-Werte die Pridisposition von CD14°®™ fiir sym-
ptomatische Malariaerkrankungen ausmachen [1].

Auch in der Untersuchung des Phénotypen ,,unkomplizierte Malaria tropica® in den

Gruppen der drei moglichen Genotypen von CD147>%

war der heterozygote Genotyp
CD 14" anscheinend ein Risikofaktor fiir die Malaria. Diese Gruppe hatte im Ver-
gleich mit den homozygoten Wildtyp-Trdgern ein um 11% erhdhtes Risiko, an einer
Malaria tropica zu erkranken. Die Anfalligkeit stieg bei erhohter Parasitendichte deut-
lich an. Auch hier gelten dhnliche Thesen wie bereits oben beschrieben. Es ist mog-
lich, dass es sich um ein noch unbekanntes Kopplungsungleichgewicht handelt oder
dass die Heterogenitédt des Proteins einen anderen noch nicht erforschten Einfluss auf
die Expression des CD14-Molekiils birgt.

Die Untersuchungen moglicher Assoziationen der CDI14**'-Genotypen und unkom-
plizierter Malaria tropica erbrachten keine weiteren Erkenntnisse. Die Trager des Al-
lels CD14*'Y besitzen moglicherweise einen Schutzfaktor gegeniiber Malaria mit

erhohten P.-falciparum-Parasitimien. Dies lésst sich jedoch bei der geringen Fallzahl

und der breiten Streuung des Konfidenzintervalles nicht belegen.

4.2.4 Einfluss der CD14-Genotypen auf schwere Malaria tropica
Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass vor allem die schwere Manife-

station der Malaria vom Genotyp CD14°*™" beeinflusst werden. Dies wird vor allem
durch die Analyse der Fallbeispiele von schwerer Malaria deutlich. Insgesamt kam es
innerhalb der untersuchten Studienzeit in 60 Féllen zu dem Krankheitsbild einer
schweren Malaria in den drei Gruppen des Genotyps CD14>%. Die Gruppe von
CD147%T bewies ein doppelt so hohes Risiko wie die des Wildtyps. In der Gruppe

der homozygoten Trager der Mutation kam es sogar dreimal so hdufig zu schwerer
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Malaria. Dies weist darauf hin, dass das Allel CD! 42T ein Risikofaktor fiir die Ent-
wicklung einer schweren Malaria tropica ist. Es ldsst sich womdoglich mit der erh6h-
ten Transkriptionsaktivitit des mutierten CD/4-Promotors und den damit erhohten
Zytokinkonzentrationen in Verbindung bringen.

Es ist gezeigt worden, dass erhohte Werte von TNF eine bedeutende Rolle in dem
klinischen Verlauf der schweren Malaria spielen. Erthohte TNF-Konzentrationen wer-
den sowohl mit Hyperpyrexie und schwerer Malaria-assoziierter Andmie als auch mit
zerebraler Malaria in Verbindung gebracht [1, 25, 30]. Verschiedene Studien belegen,
dass TNF eine bedeutende Rolle in der Induktionskaskade von [Intercellular-
adhesion-molecule-1 (ICAM-1) spielt [37, 40]. ICAM-1 ist ein Oberflichenprotein
der Endothelien, das auch an den zerebralen Endothelien exprimiert wird. Es wird
vermutet, dass dieses Molekiil sehr wichtig fiir die Adhédsion von P.-falciparum-
infizierten Erythrozyten an den mikrovaskuldren GefaBwanden des Gehirns ist [23].
Die Adhision obstruiert die Blutgefile, was eine Ischdmie oder Hamorrhagie zur
Folge hat und zur schweren Komplikation der zerebralen Malaria fiihrt. Erhohte
TNF-Blutwerte konnen demnach bei einer P.-falciparum-Parasitimie eine schwere
Malaria auslosen. Wie bereits erwihnt, wurden bei erhéhten sCD14-Konzentrationen
erhohte TNF-Werte beobachtet [39]. Studien, die sCD14-Konzentrationen im Blut
von Malariapatienten bestimmen und deren Assoziation mit dem klinischen Krank-
heitsverlauf untersuchen, sollten demnach folgen.

Die schwere Malaria war der einzige Phénotyp in dieser Studie, bei dem kein Unter-
schied zwischen dem Genotyp CDI47°°“T und CDI147™" festgestellt wurde. Dies
unterstreicht die Bedeutung, die das Allel CD147°T als Risikofaktor fiir eine schwere
Malaria hat.

Da bei Trigern von CDI14*" eine Pradisposition fiir multiple Infektionen nachge-
wiesen wurde [2], sollten Koinfektionen in folgenden Untersuchungen mit untersucht

werden.

4.2.5 Einfluss der CD14-Genotypen auf Anamie
Blutarmut ist eine hiufig beobachtete Folge der Malaria. Die schwere Andmie mit

Héamoglobinwerten unter 5,0 g/dl ist sogar ein entscheidendes Kriterium fiir die Dia-
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gnose einer schweren Malaria [44]. Deshalb wurden die Triger der beiden Punktmu-
tationen auf diesen Phanotyp hin untersucht.

Die homozygoten Triger des Allels CD147°°T zeigten im Vergleich mit den homozy-
goten Tragern des Wildtyps einen geringen Schutz gegeniiber leichten Andmien. Die-
ser Unterschied bestand ebenso im Vergleich mit der Gruppe der heterozygoten Tra-
ger (16% vermindertes Risiko). Dies ist schwer mit den vorhergehenden Uberlegun-
gen zu vereinbaren. In den vorangegangenen Untersuchungen wurden in dieser Arbeit
die Ergebnisse des Genotyps CD/4*™ mit erhohten TNF-Werten in Verbindung
gebracht. Jedoch soll TNF durch Knochenmarksuppression eine Andmie verstirken

42T nicht zu erwarten ist.

[7], so dass ein Schutz vor Andmie bei dem Genotyp CD/
Eine mogliche Ursache konnte jedoch der Schutz des homozygot mutierten Genotyps
vor einer Parasitimie sein. Einer der meist diskutierten Pathomechanismen der Mala-
ria-assoziierten Anidmie ist nimlich die Zerstorung der Erythrozyten bei Befall durch
die Malaria-Parasiten [31]. Bei geringerem Parasitenbefall dieser Genotypgruppe
konnte sie dies auch vor der Malaria-assoziierten Andmie schiitzen.

Die parasitire Zerstorung infizierter Erythrozyten konnte die Ursache dafiir sein, dass
die heteroyzgoten Triager im Vergleich mit den Trigern des homozygoten Wildtyps
aufgrund ihres erhohten Malariarisikos ein um 18% erhdhtes Risiko fiir schwere An-
amie vorweisen. Es bliebe jedoch zu untersuchen, weshalb die homozygot mutierten
Trager keine erhohte Andmierate aufweisen, obwohl sie dreimal so hdufig wie die
Gruppe des Wildtyps an schwerer Malaria erkranken.

Die Untersuchungen der Mutation von CD14™**! ergaben auch in dieser Analyse keine
relevanten Ergebnisse, so dass zusammenfassend die Vermutung nahe liegt, dass die
Transition CD14**'4”Y keinen bedeutenden Einfluss auf die Infektionsdynamik von

P. falciparum bei den untersuchten Kindern hat.

4.2.6 Einfluss der CD14-Genotypen auf Letalitat
In der Studienpopulation kam es im Laufe der untersuchten drei Jahre zu 19 Todesfil-

4% erfasst worden. Diese

len. 12 von denen sind in der Gruppe des Genotyps CD/
Fallzahl ist zu gering, um das Risiko des letalen Ausganges einer P.-falciparum-

Infektion der drei Gruppen zu vergleichen. Jedoch ergaben bereits die Ergebnisse der
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jeweiligen Allelfrequenzen keinen Anlass dafiir, anzunehmen, dass das Allel
CD147%C einen Selektionsvorteil gegeniiber CD147°°T beinhaltet.

Da nur 8 der 19 Todesfille unter den erfassten Probanden der Gruppen des Genotyps
CD14*®" geschahen, kénnen auch hier keine Theorien beziiglich der Risiken der bei-

den Genotypgruppen aufgestellt werden.

4.3 Schlussfolgerung und Blick in die Zukunft

Diese Arbeit liefert Hinweise dafiir, dass der homozygot mutierte Genotyp CDI4
200TT oinen deutlichen Einfluss auf die P.-falciparum-Infektionsdynamik hat. Wih-
rend bei Tragern dieses Genotyps eine geringe Parasitimie deutlich seltener vorkam,
wurde ein erhdhtes Risiko fiir symptomatische Malariaverldufe beobachtet.

Die Ergebnisse iiber die Divergenz zwischen dem homozygoten Genotyp CD 142%™
und dem heterozygoten machen deutlich, wie unklar der Pathomechanismus von
CD14 und der Zytokininduktion bei P.-falciparum-Parasitimien ist. Es konnten Stu-
dien folgen, in denen mogliche Assoziationen der CDI4-Genotypen und der TNF-
sowie sCD14-Spiegel bei Vorliegen einer P.-falciparum-Infektion untersucht werden.
Interessant ist weiterhin die Frage, ob die jeweiligen Genotypen die Teilimmunitit
der Probanden im Verlauf beeinflussen kdnnen. Hierflir sollten dltere Probanden tiber
einen lingeren Zeitraum untersucht werden. In diesem Zusammenhang konnte aul3er-
dem untersucht werden, ob die Rate der asymptomatischen Parasitimien bei den Tré-
gern von CD14%™ im Alter zunimmt und somit eine zunehmende Toleranz gegen-
iiber den Parasiten entsteht oder ob eine verstiarkte TNF-Induktion durch die Mutation
dieses eventuell verhindert.

Die Erfassung von moglichen Kopplungsungleichgewichten zwischen den CDI4-

Mutationen und anderen immunrelevanten DNS-Sequenzen konnte nachweisen, ob

andere haplotypische Genvarianten fiir die Assoziationen verantwortlich sind.
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5. Zusammenfassung

Der CD14-Rezeptor nimmt eine Schliisselfunktion der Abwehrreaktion des angebo-
renen Immunsystems ein. Die verstérkte Transkriptionsrate von CD14 bei Vorliegen
der Promotorpunktmutation CD74 2“7 beeinflusst den Krankheitsverlauf bei Infek-
tionen.

In dieser Arbeit wurden 1070 Kleinkinder mit verschiedenen Varianten von CD/4>%
und CDI14*! iiber einen Zeitraum von anderthalb Jahren beziiglich des Auftretens
von Malaria-Phénotypen beobachtet. Die Analysen zeigten einen Einfluss auf die
Infektionsdynamik von P. falciparum durch den Genotyp CDI147°°™". Dieser homo-
zygote Genotyp war mit einem deutlichen Schutz vor einer P.-falciparum-Parasitdmie
assoziiert (17% seltener nachgewiesene Parasitimien im Vergleich zu dem homozy-
goten Wildtyp CDI147°°°C, p<0,004). Die Triger wiesen jedoch im Vergleich mit
dem Wildtyp auch eine verminderte Rate an asymptomatischen Parasitimien auf
(PunktmaBzahl: 0,79, p<0,009), so dass CDI4**°"" keinen statistisch relevanten
Schutzfaktor bei Malariaepisoden bedeutet. Anhand der Ergebnisse wurde in dieser
Arbeit die These postuliert, dass der mutierte Genotyp CD/4°*™ insgesamt eine
starkere Immunantwort auf die Parasitdmie bewirken konnte.

Kinder mit dem heterozygoten Genotyp CDI4°%“" hatten im Gegensatz zu den
homozygoten CDI4*®-Genotypen hiufiger Parasitimien und Malariaepisoden (7%
hiufiger Parasitimien als der Wildtyp, p<0,044, 11% héaufiger Malariaepisoden,
p<0,018). Die heterozygoten Trager hatten aulerdem ein erhdhtes Risiko flir schwere
Andmie (PunktmalBizahl: 1,18, p<0,010). Fiir diese Beobachtung konnte auch im
Hinblick auf vorangegangene Studien keine Erklarung gefunden werden.

Beide Genotypen, CD14°%“Tund CD147°"", zeigten ein signifikant erhohtes Risiko
fir die Entwicklung von schwerer Malaria im Vergleich zum Wildtyp (CD1472%¢":
PunktmaBzahl: 2,29, p<0,044. CD14°™": PunktmaBzahl: 3,38, p<0,009).

Bei Kindern mit der Transition CDI4*' konnte kein Einfluss auf
Infektionsdynamik der P.-falciparum-Parasitimien nachgewiesen werden.
Zusammengefasst zeigt sich ein deutlicher Einfluss der Punktmutation CD147°°¢T

auf die Infektionsrate und die Krankheitsverldufe bei P.-falciparum-Parasitdmien.
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