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1. Einleitung

1.1 Malaria

1.1.1 Epidemiologie

Die Malaria ist eine der am weitesten verbreiteten Infektionskrankheiten weltweit und die
wichtigste parasitire Tropenkrankheit iiberhaupt. 40% der Weltbevolkerung sind der Malaria
exponiert. 350 — 500 Millionen Menschen erkranken jédhrlich an Malaria, etwa eine Millionen
Menschen sterben pro Jahr daran (Snow et al., 2005; Murray et al., 2012). Neun von zehn
Todesfillen betreffen Kinder unter fiinf Jahren im subsaharischen Afrika. Zusammen mit HIV
und Tuberkulose- Erkrankungen zéhlt Malaria zu den globalen Hauptgesundheitsproblemen
mit daraus folgenden negativen Auswirkungen auf die Entwicklung und Wirtschaft der
betroffenen Lénder.

In Ghana erkrankten im Jahr 2008 schitzungsweise 3,2 Millionen Menschen an Malaria, meist
an einer Infektion mit P. falciparum. In den Jahren zwischen 2006-2008 wurden in Ghana
jahrlich 30 Millionen US-Dollar fiir Privention und Malariabehandlung ausgegeben. Die fiir
die Bevolkerung zuginglichen Gesundheitszentren wurden in etwa 44% der Fille wegen einer
Malaria konsultiert. 36 — 40% der in den Gesundheitszentren behandelten
Malariaerkrankungen betreffen Kinder unter fiinf Jahren, ca. 22% der Todesfille der unter
Fiinfjdhrigen sind auf eine Malaria zuriickzufiihren (World Malaria Report 2010). Die Ashanti-
Region, in der diese Studie im Jahr 2001 durchgefiihrt wurde, war in Ghana im Jahr 2003 mit
774641 registrierten Fillen die Region mit den meisten dokumentierten Malariaerkrankungen

(22% aller registrierten Malariaerkrankungen in Ghana) (World Malaria Report, 2005).

1.1.2 Erreger und Ubertragung

Malaria wird durch die Infektion mit Protozoen der Gattung Plasmodium verursacht. Von den
mehr als einhundert bekannten Spezies werden P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae
und P. knowlesi als humanpathogen angesehen.

Die Parasiten durchlaufen einen komplexen Entwicklungszyklus, bei dem eine sexuelle

Vermehrung in den weiblichen Stechmiicken der Gattung Anopheles (Sporogonie) und eine



asexuelle Vermehrung im Menschen (Schizogonie) stattfindet. Die asexuellen Stadien sind
pathogen; die sexuellen Stadien, die im menschlichen Korper auftreten, sind vermutlich
apathogen, werden aber auf den Vektor (Anopheles) iibertragen und entwickeln sich dort zu
den infektiosen Stadien der Plasmodien, den Sporozoiten (Aravind et al., 2003). Wihrend der
Blutmahlzeit werden von der Anophelesmiicke die Sporozoiten in die Blutbahn injiziert.
Innerhalb von 30 — 60 Minuten dringen die Sporozoiten in Leberparenchymzellen ein. In den
Hepatozyten findet eine intrazellulire, asexuelle Teilung statt, bei der ein reifer Schizont
entsteht, der mehr als zehntausend Merozoiten enthilt (Mota et al., 2001)
(Gewebsschizogonie, praerythrozytire Phase).

Nach ein bis zwei Wochen erfolgt die Freisetzung von Merozoiten aus den Hepatozyten in die
Blutbahn. Diese befallen zirkulierende Erythrozyten und durchlaufen dort weitere
Entwicklungsstadien (Ring, Throphozoit, Schizont), an deren Ende die Zerstdrung des
Erythrozyten, Freisetzung von Merozoiten und erneute Erythrozyteninvasion stehen. P. vivax
und P. malariae befallen Retikulozyten bzw. ausgereifte Erythrozyten. P. falciparum, Erreger
der Malaria tropica, dringt jedoch in Erythrozyten unterschiedlicher Reifungsstufen ein. Beim
Zerfall der Schizonten und Merozoitenfreisetzung wird Fieber ausgelost. Ein kleiner Teil der
Merozoiten entwickelt sich zu Geschlechtsformen, den Gametozyten, die durch eine
Blutmabhlzeit in den Magen der weiblichen Anopheles gelangen. Dort erfolgt der sexuelle
Entwicklungszyklus (Sporogonie), an dessen Ende die Ausbildung der Sporozoiten in den
Speicheldriisen der Anopheles-Miicke steht und sich somit der Zyklus schlieit (Garnham,
1988; Markel et al., 1992).

1.1.3 Pathophysiologie der Malaria tropica

P. ovale und Pvivax sind Erreger der Malaria tertiana, P. malariae ist Erreger der Malaria
quartana, P. knowlesi ist Erreger einer zoonotischen Malaria. Im Allgemeinen sind bei diesen
Formen Organkomplikationen und letale Verldufe selten. Die Malaria tropica wird durch eine
Infektion mit P. falciparum verursacht. Die Infektion kann asymptomatisch bleiben, einen
unkomplizierten Verlauf nehmen, jedoch auch zu schweren Komplikationen mit letalem
Krankheitsverlauf fiihren.

Pathogen sind die erythrozytdren Formen der Plasmodien. Anéimie, Ischimie, Sequestration,

Immunreaktion und Inflammation sind die Hauptkomponenten der Pathogenese. Die Organe



sind im Einzelfall unterschiedlich befallen und bestimmen die klinische Ausprigung. Die
Ursache fiir die hohe Pathogenitit von P. falciparum wird zum einen darin vermutet, dass P.
falciparum Erythrozyten jeden Alters befallen kann, und zum anderen eine Infektion mit P.
falciparum zur so genannten Sequestration und Rosetting der Erythrozyten fiihrt. Parasitierte
Erythrozyten enthalten in ihrer Zellmembran Ausstiilpungen, so genannte Knobs, auf denen
sich Proteine wie z.B. PFEMP1 (P.-falciparum-infected erythrocyte membrane protein 1)
befinden (Craig und Scherf, 2001). Diese Proteine binden an Adhésionsmolekiile
mikrovaskulédrer Endothelzellen und entgehen damit dem peripheren Blutstrom, diesen
Prozess bezeichnet man als Sequestration. Die Sequestration wird durch Rosetting - spontane
Adhision nicht infizierter Erythrozyten an infizierte Erythrozyten — verstirkt. Durch die
Adhésionen kommt es zu einer Akkumulation der infizierten Erythrozyten in den
postkapillaren GefidBBen mit folgender Storung der Mikrozirkulation und schlieBlich Hypoxie
der betroffenen Organe (Miller, 1994). Auch werden weitere Pathomechanismen, die durch
die Sequestration ausgelost werden sollen, diskutiert wie z.B. eine Stérung der

Barrierefunktion des Endothels (Adams et al., 2002; Francischetti, 2008).

1.1.4 Klinik und Diagnosestellung der Malaria tropica

Die Prodromalerscheinungen einer Malaria sind bei allen vier Plasmodienspezies dhnlich und
meist sehr unspezifisch. Sie duBlern sich in grippedhnlichen Symptomen wie
Abgeschlagenheit, Kopf- und Muskelschmerzen und Fieber. Bei fortbestehender Infektion
ohne Therapie entwickeln sich eine Andmie und eine Splenohepatomegalie, vor allem bei
Kindern konnen gastrointestinale und pulmonale Symptome hinzutreten (Strickland et al.,
1988; White, 1996; Mockenhaupt et al., 1998).

Eine durch P. falciparum verursachte Malaria tropica kann zu schweren und letalen
Krankheitsverldufen fithren. Zu den Komplikationen einer schweren Malaria zéhlen zerebrale
Malaria, schwere Andmie (Himoglobin < 5 g/dl oder Hamatokrit < 15%), ein
Schwichesyndrom (,,prostration®), Kreislaufversagen, Lungenddem, disseminierte intravasale
Gerinnung, generalisierte Konvulsionen, Himoglobinurie, Niereninsuffizienz, Hypoglykidmie
und Azidose.

Die schwere Aniimie ist in endemischen Gebieten die hdufigste Komplikation einer Malaria

tropica (Greenwood, 1997; Marsh und Snow, 1999; WHO, 2000). Sie ist wesentlich an der



Mortalitit und Morbiditdt durch Malaria beteiligt (Roberts et al., 2005). Bei wiederholten,
unausgeheilten Infektionen geht die Andmie in eine chronische Form iiber und kann dann
auch nach erfolgreicher Therapie und kompletter Parasiten-Clearance persistieren (Camacho et

al., 1998) und Ursache einer bedrohlichen Anédmie sein.

Es wird vermutet, dass an der Pathogenese der Malaria-Andmie mehrere Mechanismen
beteiligt sind:

- Antikorper-vermittelte Prozesse und unspezifische Immunmechanismen (Dondorp et
al., 1999; Griffiths et al., 2001).

- Vermehrte Phagozytose und Hédmolyse infizierter und nicht-infizierter Erythrozyten
(Roberts et al., 2005), dabei werden mehr nicht-infizierte Erythrozyten phagozytiert
(Kniittgen, 1961), und die Hamolyse in iiber 90% den nicht-infizierten Erythrozyten
zugeschrieben (Menendez et al., 2000; Price et al., 2001; Haldar und Mohandas,
2009).

- Bei akuter Malaria liegt eher ein erhohter Erythrozytenverbrauch vor, bei dem auch ein
Komplementverbrauch diskutiert wird (Goka et al., 2001; Stoute et al., 2003), bei
chronischer Infektion ist das Knochenmark eher hypertroph und der Eiseneinbau
vermindert, was zu einer Dyserythropoese und Suppression der Knochenmarksaktivitit
iber zytokinvermittelte Hemmung fiihrt (Dormer et al., 1983; Kurtzhals et al., 1997,
Othoro et al., 1999; Wickramasinghe und Abdalla, 2000; Ong’echa et al., 2011).

- Eliminierung parasitir befallener Erythrozyten durch die Milz.

Bei der Eliminierung parasitirer Erythrozyten aus der Zirkulation spielt die Milz eine zentrale
Rolle (Ho et al., 1990). Eine Splenomegalie ist neben Fieber und Andmie eines der drei
Hauptmerkmale einer Malariainfektion (Mashaal, 1986). Nach iiberstandener Infektion ist die
Splenomegalie in der Regel nach einigen Tagen riickldufig (Russell et al., 1963; Mashaal,
1986). Bei persistierenden Erregern oder intermittierenden Infektionen, wie in
Malariaendemiegebieten, persistiert die Splenomegalie. Die Milzrate, also der Anteil der
Kinder mit vergroBerter palpabler Milz, wird zur Einschédtzung der Endemizitéit verwendet und
kann in Hochendemiegebieten bei iiber 75% liegen (Garnham, 1966).

Von einer schweren Malaria sind nur ca. ein bis zwei Prozent betroffen, die meisten P.
falciparum-Infizierten zeigen Symptome einer unkomplizierten Malaria (Greenwood et al.,

1987).



1.1.5 Malariahypothese und genetische Grundlagen

Schon 1931 vermutete Garrod einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von allelischen
Varianten des menschlichen Genoms und Infektionskrankheiten (Garrod, 1931). Er nahm an,
dass Infektionskrankheiten eine Hauptursache fiir die Selektion von Genen in einer Population
sind. Die Beobachtung, dass bestimmte Himoglobinopathien, wie z.B. die Thalassimien, vor
allem in Gebieten zu finden sind, in denen die Malaria endemisch war oder ist, veranlasste
Haldane 1948 zu der Annahme, dass die Malaria fiir eine positive Selektion dieser Gene
verantwortlich ist (Haldane, 1948). Er vermutete, dass diese Himoglobinopathien in
heterozygoter Auspriagung einen Schutz vor der Infektionskrankheit Malaria vermittelt. Er
postulierte, dass die hohen Genfrequenzen der B-Thalassimie in bestimmten Regionen wie im
Mittelmeerraum auf einen balancierten Polymorphismus zuriickzufiihren seien. Dies bedeutet,
dass der Verlust durch frithzeitige Todesfédlle von homozygoten Anlagetrigern durch eine
bessere Uberlebensfihigkeit heterozygoter Individuen ausgeglichen wird (Haldane, 1948).
Die Sichelzellandmie ist wohl das bekannteste Beispiel fiir die Bestitigung dieser Hypothese.
Die Frequenz der Sichelzellanimie korreliert mit der Malariapriavalenz. Heterozygote Trager
sind zwar nicht vor einer Infektion geschiitzt, erkranken jedoch seltener und weniger schwer
an einer Malaria (Allison, 1964; Bayoumi, 1987; Hill et al., 1991; Le Hesran et al., 1999;
Jallow et al., 2009). Auf die a"-Thalassimien lisst sich die Theorie des balancierten
Polymorphismus nur bedingt anwenden, da auch homozygote Tréiger nur leichte
hidmatologische Veridnderungen aufweisen, die zwar nicht mit einer Letalitit einhergehen,
allerdings vielleicht aber doch mit etwas reduzierter ,.fitness*“. Man nimmt daher fiir die at-
Thalassdmien keinen balancierten, sondern einen transienten Polymorphismus an, an dessen
Ende die Fixierung des Gens in einer Population stiinde; hierbei hitten auch homozygote
Gentréger einen Selektionsvorteil gegeniiber der Normalbevolkerung.

Aufgrund der im Vergleich zur B-Thalassdmie und zur Sichelzellkrankheit nur geringer
Pathologie auch bei homozygoten a-Thalassdmikern konnte auch ein nur leichter protektiver
Schutz gegeniiber Malaria dazu fithren, dass die Varianten der Thalassdmie in hohen

Frequenzen anzutreffen sind (Hill, 1992).



1.2 a -Thalassimien
1.2.1 Molekulare Defekte und Einteilung der o -Thalasséimien

Die Thalassédmien zdhlen zu den Himoglobinopathien. Jedes Himoglobinmolekiil besteht aus
einem Tetramer von Globinpolypeptidketten. Dabei liegt ein Paar der a-Kette mit einer Linge
von 141 Aminoséduren und ein Paar der B-Kette mit 146 Aminoséduren vor. Das Himoglobin
enthélt normalerweise zwei a-analoge Ketten (o oder ) und zwei -analoge Ketten (B, y oder
d). Die Gene fiir die a-analogen Ketten liegen auf Chromosom 16 (Deisseroth et al., 1977), die
der B-analogen Ketten auf Chromosom 11 (Deisseroth et al., 1978).

Gesunde Individuen besitzen vier o -Gene, je zwei o -Globin-Gene (o und a.,) pro
Chromosom 16. Jedes dieser identischen a-Gene erstreckt sich iiber eine Linge von ca. 850 bp
und besitzt drei Exons, die fiir die Aminosduresequenz der o -Globine kodieren (Orkin, 1978;
Buckle et al., 1988). Die Thalassdmien sind hereditire Erkrankungen der a- und B-Globin-
Biosynthese. Die a- bzw. B-Thalassdmien entstehen infolge reduzierter oder fehlender
Synthese von a- bzw. B-Globin. Bei den a -Thalassdmien wurde die Bezeichnung o (-/-) fiir
die Deletion beider a-Loci eines Chromosoms verwendet, eine einzelne Deletion wird mit o
(-/a)) benannt (Weatherall und Clegg, 1981). Bei der a"-Thalassimie kommt es durch meist
ungleiches Crossing over zur Deletion eines o -Globingens. Ublicherweise unterscheidet man
vier Deletionen. Zum einem kann eine Deletion eines 3.7 kb langen DNA-Abschnittes (-0(3‘7)
mit Bildung eines Hybridgens aus den Loci a1 und o, erfolgen. Je nach Position des Crossing
Overs unterscheidet man in der Nomenklatur —o™"", —a>"" und —o™ (Weatherall und Clegg,
2008).

Eine andere, 4.2 kb umfassende Deletion (—(x4‘2), hinterlisst ein a;-Gen auf dem betroffenen
Chromosom (Embury et al., 1980, Higgs et al., 1984). Durch die Synthesestorung der a-Ketten
kommt es sowohl in utero (HbF), als auch postnatal (HbA) zu einer pathologischen
Héamoglobinproduktion. In Folge der verminderten a-Globin-Produktion werden bei
Neugeborenen vermehrt y- und bei Erwachsenen vermehrt B-Ketten gebildet. Bei Deletion
aller vier Loci des a-Globin-Gens (homozygote o -Thalassimie --/--) bildet sich Himoglobin
Barts (y4), bei Deletion von drei der vier a-Loci (heterozygot fiir o’- und o'-Thalassimie --/-0)
kommt es zur HbH-Krankheit. Die Deletion von zwei der vier a-Loci fiihrt zur o -

Thalassdmie-1 und kann in der trans- (homozygote o -Thalasséimie -o/-a) oder der cis-



(heterozygote o’-Thalassimie --/ac) Form vorliegen. Die Deletion einer der vier a-Loci fiihrt

zur o -Thalassimie-2 (heterozygote o -Thalassimie -o/ao).
1.2.2 Klinik der a -Thalasséimien

Die klinische Manifestation der a -Thalassdmien ist abhédngig von der Zahl vorhandener o -
Globin-Gene. Die schwerste Form ist die homozygote Form der o’-Thalassimie (--/--). Es
kommt vorwiegend zur Bildung von Hb Barts (ys) und in Folge zu Tod in utero oder in den
ersten Lebensstunden. Bei der HbH-Krankheit (--/-) tritt infolge des instabilen HbH eine
hidmolytische Andmie mit einer ausgeprédgten Splenomegalie auf (Weatherall und Clegg,
2008).

Die o-Thalassdmia minor tritt in schwerer und milder Ausprigung auf. Die schwere Form
findet sich bei der heterozygoten o -Thalasséimie (--/ot) oder bei der homozygoten o*-
Thalassdmie (-o/-ov). Die Klinik ist durch eine leichte mikrozytidre, hypochrome Anédmie
gekennzeichnet (Weatherall und Clegg, 1981; Higgs et al., 1989). Die milde Form der o-
Thalasséimia minor findet man bei einer heterozygoten o*-Thalassimie (-o/aiot). Drei o-
Globin-Gene reichen fiir die essentiellen normalen Funktionen aus. Sie fithren nicht zur
Erkrankung und sind, wenn iiberhaupt, nur durch leichte Veridnderungen des Blutbildes
gekennzeichnet (Higgs, 1993; Williams et al., 1996a). Sie werden auch als stumme Tréger der

Animie bezeichnet. Die Thalassdmia minor ist nicht therapiebediirftig.

1.2.3 Verbreitung der a -Thalassiamien

Die Epidemiologie der o -Thalassdmie lédsst sich am besten mit der Genfrequenz {
beschreiben. Hierbei handelt es sich um eine MaB3zahl, die sich aus der Zahl der Mutationen
oder Deletionen eines Gens, bezogen auf die Zahl der untersuchten Chromosomen, ergibt. Im
Falle der o’-Thalassimie (--) entspricht die Priivalenz der Gentriiger der Genfrequenz f, da
homozygote Gentriiger nicht lebensfihig sind. Bei der o-Thalassimie muss der Anteil
homozygoter und heterozygoter Gentriger bekannt sein, um die Genfrequenz zu berechnen.
Die klinische Ausprigung bei heterozygoten Tréigern ist in der Regel so mild und die
himatologischen Parameter oft im Normbereich, so dass es erst seit Einfiihrung der DNA-

Analyse moglich ist, den Trigerstatus der meisten Formen der o -Thalassdmie eindeutig zu



verifizieren (Flint et al., 1993). Man erkannte, dass die a -Thalassdmie die hdufigste monogene
Erbkrankheit der Welt ist (Livingstone, 1985).

Hohe Genfrequenzen der a -Thalassdmie treten vor allem in den Regionen auf, in denen die
Malaria endemisch ist oder war. Die o-Thalassimie ist in groBen Teilen Afrikas, der
Mittelmeerregion, im Mittleren Osten, in Stidostasien, auf den pazifischen Inseln und an den
Kiistenregionen von Papua Neuguinea (Weatherall, 1987) verbreitet. In manchen Populationen
sind bis zu 80% der Beviolkerung betroffen (Weatherall, 1987), fiir die o' -Thalassémie trifft
dies z.B. auf Regionen in Nepal, in manchen indischen Provinzen und in Papua Neuguinea zu
(Flint et al., 1986a; Fodde et al., 1988; Modiano et al., 1991). Die — a.** Variante der Deletion
findet man in Siidostasien und Ozeanien (Flint et al., 1986a; Hill 1992; Flint et al., 1993). In
Afrika tritt diese Variante nur selten auf, hier liegt fast ausschlielich der — a 37 Typ vor
(Vandenplas et al., 1987; Muklawala et al., 1989). Im nérdlichen Afrika wird die o-
Thalassdmie mit Frequenzen von 0,05-0,07, in den Gebieten siidlich der Sahara mit
Frequenzen von 0,1-0,39 beobachtet (Muklawala et al., 1989; Adekile et al., 1993).

Die verschiedenen Typen der o -Thalassimie treten unabhiingig voneinander in
unterschiedlichen Populationen auf und sind Ausdruck einer Selektion durch Malaria

(Weatherall, 1987, Hill, 1992).
1.3 Malaria und o*-Thalassiimie
1.3.1 Einfluss der o*-Thalassimie auf die Malariaerkrankung

Die ersten epidemiologischen Studien, die einen Zusammenhang zwischen der
Malariaerkrankung und der o*-Thalassémie darlegten, wurden in den Malariagebieten von
Papua Neuguinea und den melanesischen Inseln durchgefiihrt. In diesen Regionen tritt die o.'-
Thalassdmie in hohen Frequenzen auf. HbS und HbE liegen dort nicht vor (Livingstone,
1985), B- und o’-Thalassémien treten dort nur vereinzelt auf (Bowden et al. 1985). Aufgrund
dieser Umstidnde bietet sich diese Region besonders zur Klidrung des Zusammenhanges
zwischen Malaria und der o-Thalasséimie an. In mehreren Studien konnte eine Verbindung
zwischen der Priivalenz der Malaria und der Frequenz der o-Thalassimie gezeigt werden. In
Papua Neuguinea und Vanuatu korrelierte der Riickgang der Malariaprédvalenz in den

Gebirgsregionen mit einer niedrigeren Genfrequenz der a'-Thalassimie (Flint et al., 1986a).



Eine Korrelation zwischen der Inzidenz von P. falciparum und der Frequenz von o-
Thalassdmie konnte in einer neueren Studie in Vanuatu bestitigt werden (Ubalee et al., 2005).
Auch Studien in Nepal unterstiitzen die Malariahypothese fiir die o"-Thalassimie. In der
Bevolkerung, die bereits seit Generationen in einer fiir Malaria holoendemischen Region lebte,
waren bis zu 80% von einer o-Thalassdmie betroffen, wohingegen bei Einwanderern in dieses
Gebiet, die der Malaria wenig oder gar nicht ausgesetzt waren, eine o -Thalassimie in weniger
als 10% beobachtet wurde (Modiano et al., 1991). Eine aktuellere Studie zeigte in
malariaendemischen Gebieten in Nepal eine Privalenz der a-Thalassimie von 79,4%, bei
Bevolkerungsgruppen in malariafreien Gebieten ist die Privalenz der o-Thalassimie dagegen
mit 8,8% bis 20,5% deutlich niedriger (Suzuki et al., 2007). Auch in Afrika (Tansania) konnte
eine klare Korrelation zwischen der Intensitit der P. falciparum Transmission und dem
Auftreten der o"-Thalasséimie belegt werden (Enevold et al., 2007).

Es gibt viele Hinweise darauf, dass ein protektiver Effekt der a*-Thalassimie gegeniiber der
Malariaerkrankung die hohe Frequenz in Malariagebieten erklért (Williams et al., 1996a; Allen
et al., 1997; Flint et al., 1998). In einer Fall-Kontroll-Studie an der Nordkiiste von Papua
Neuguinea konnte gezeigt werden, dass das Risiko, an einer schweren Malaria zu erkranken,
bei Kindern mit einer a-Thalassimie signifikant geringer war als bei Kindern mit normalem
a-Globin-Genotypen (Allen et al., 1997). In Afrika konnte in mehreren Studien nachgewiesen
werden, dass die o -Thalassdmie vor einem schweren Verlauf der Malaria schiitzt und Kinder
mit einer o -Thalasséimie seltener auf Grund einer Malaria in einem Krankenhaus behandelt
werden mussten. Hier scheint insbesondere der Schutz vor einer schweren malariaassoziierten
Animie eine Rolle zu spielen (Yates, 1995; Mockenhaupt et al., 2004b; Wambua et al., 2006;
May et al., 2007). Eine mikrozytire Anéimie, wie sie bei der o-Thalassimie vorzufinden ist,
scheint vor einem Hiamoglobinabfall unter einer Infektion mit P. falciparum zu schiitzen
(Mockenhaupt et al., 1999c; Fowkes et al., 2008b). Diese Ergebnisse decken sich mit fritheren
Beobachtungen an der Nordkiiste von Neuguinea. In der dort durchgefiihrten Studie wurde
eine malariaassoziierte Andmie am héufigsten bei Kindern mit normalen o -Globin-Genotypen
und am seltensten bei sehr jungen homozygoten Kindern diagnostiziert (Oppenheimer et al.,
1987). In Kenia wurde dariiber hinaus bei Kindern mit einer o'-Thalassimie eine geringere
Malaria-Mortalitit als bei Kindern mit einem normalen a -Globin-Genotypen festgestellt

(Williams et al., 2005a).



1.3.2 Bisherige Theorien iiber mégliche Schutzmechanismen der o*-Thalassiimie vor

Malaria

Schon Haldane vermutete 1948, dass die bei einer Thalassdmie auftretenden mikrozytiren
Erythrozyten resistenter gegen Malariaerreger sein konnten als die Erythrozyten der gesunden
Population (Haldane, 1948). Aktuell werden bei der a"-Thalassimie verschiedene
Mechanismen diskutiert, die einen Schutz vor einer Malariaerkrankung vermitteln konnten:

- Oxidativer Stress:

Die Membran von Thalassdmieerythrozyten ist gegeniiber Oxidantien besonders empfindlich.
Durch experimentell erzeugten oxidativen Stress konnte ein vermindertes Parasitenwachstum
beobachtet werden, diese Beobachtung war bei thalassdamischen Erythrozyten ausgeprigter als
bei normalen Erythrozyten (Senok et al., 1997b).

- Frithzeitige Entwicklung von Immunmechanismen:

In einer Studie auf der Insel Espiritu Santos in Vanuatu wurde bei bis zu zweijdhrigen Kindern
mit einer homozygoten o-Thalasséimie eine signifikant erhdhte Inzidenz fiir die
unkomplizierte Malaria durch P. vivax festgestellt (Williams et al., 1996b). Diese gehéufte
Infektion mit dem weniger gefdhrlichen P. vivax konnte als natiirliche ,,Impfung* gegen
spitere Infektionen mit P. falciparum fungieren (Williams et al., 1996b). Ubereinstimmend
wurde in einer spiteren, vergleichenden Studie zwischen Espiritu Santo und Kilifi in Kenia,
Gegenden mit vergleichbarer Malaria Transmission, eine schwere Malaria signifikant seltener
in Espiritu Santo als in dem P. vivax freien Kilifi beobachtet (Maitland, 2000).

- Resistenz gegen erythrozytidre Invasion und intraerythrozytires Parasitenwachstum
(Yuthavong und Wilairat, 1993).

- Erhohte Immunabwehr durch vermehrte Expression von Oberfldchen-Antigenen an
infizierten Erythrozyten und folgender erhohter Elimination derselben (Yuthavong et al., 1990;
Luzzi et al., 1991).

- Verminderte Rosettenbildung und reduzierte Sequestration

Schutz vor schwerer Malaria konnte auch auf einer verminderten Rosettenbildung (Carlson et
al., 1994; Udomsangpetch et al., 1993) und auf einer reduzierten Sequestration beruhen
(Butthep et al., 2006).

- Erhohtes Haptoglobin

das fiir Plasmodien toxische Haptoglobin kommt bei homozygoten o-Thalasséimikern in
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hoherer Konzentration vor als bei Heterozygoten oder Wildtypen (Imrie et al., 2006).

- Multiplizitét der Infektion

Unter der Multiplizitit der Infektion (MOI = multiplicity of infection) versteht man die Co-
Infektion mit verschiedenen P. falciparum-Stammen als Ausdruck des Immunstatus. Denn mit
steigender MOI sinkt der Immunstatus. Vafa et al. beobachteten in einem mesoendemischen
Gebiet in Senegal einen saisonalen Anstieg der MOI bei Kindern mit normalem a-
Globinstatus. Im Sinne eines moglichen Schutzmechanismus konnte dieser saisonale Anstieg

bei o -thalassdmischen Kindern nicht beobachtet werden (Vafa et al., 2008).

1.4 o*-Thalassimie und andere Infektionskrankheiten

Allen et al. konnten nachweisen, dass Kinder mit oi*-Thalassidmie nicht nur seltener an einer
schweren Malaria erkrankten, sondern auch seltener an anderen schweren Erkrankungen, die
zu einem Krankenhausaufenthalt fithrten (Allen et al., 1997). In einer Studie wurden seltener
Infekte der unteren Atemwege und seltener eine nicht mit Malaria assoziierte schwere Anidmie
bei Kindern mit 4*-Thalassdmie beobachtet als bei Kindern der genetisch normvariablen

Vergleichsgruppe (Wambua et al., 2006).

1.5 Zielsetzung und Studiendesign

Ein protektiver Einfluss der a-Thalassimie auf den Verlauf der Malaria wurde in
verschiedenen Studien nachgewiesen. Hierbei wurde insbesondere dem Genotyp -ao/-a ein
schiitzender Effekt zugesprochen. Beziiglich des Einflusses des Genotyp -o/aa existieren
unterschiedliche Ergebnisse. In bisherigen Studien zeigte sich vor allem ein Schutz vor einer
schweren Malaria, hier besonders vor einer schweren malariaassoziierten Anédmie. Uber den
Einfluss des Genotyp

-o/oo auf die unkomplizierte Malaria und die asymptomatische Parasitdmie gibt es wenige
Aussagen. Die unkomplizierte Malaria macht jedoch den Grof3teil aller Malaria-Erkrankungen
aus und verursacht somit hohe volkswirtschaftliche Kosten. In der vorliegenden Studie soll der
Einfluss des Genotyp -o/aa auf die unkomplizierte Malaria und deren Verlauf untersucht
werden. Hierzu wurden die Priavalenzen der Plasmodien-Infektionen, der unkomplizierten

Malaria-Episoden und der Anédmie zwischen Genotyp -a/aa und Genotyp ao/aa verglichen.
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Des Weiteren wurden die Parasitendichten als Ausdruck der akuten Infektion und die
MilzgroBen als Spiegelbild stattgehabter Infektionen sowie die Hamatokrit-Werte den
Genotypen gegeniibergestellt. Da es Hinweise dafiir gibt, dass die a-Thalassimie auch vor
schwereren Verldufen anderer Erkrankungen schiitzt, wurde die Privalenz sonstiger
Erkrankungen zwischen den Genotypen verglichen.

Die vorgelegte Studie erfolgte im Rahmen einer Pilotstudie in Form einer familidren,
prospektiven Kohortenstudie. Das Besondere an dieser Studie ist, dass Geschwisterkinder, die
sich in Bezug auf den Genotyp der o -Thalassimie unterscheiden, verglichen wurden.
Storende Einflussgrossen, wie genetische Heterogenitit in Populationen und Unterschiede in
Exposition fiir Malariainfektion konnten so minimiert werden. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde
keine Studie dieser Art durchgefiihrt.

Die Aufdeckung von Zusammenhéngen zwischen der Infektion und der Disposition des Wirtes
kann fiir die Pathophysiologie der Malaria und die Entwicklung von Malariamedikamenten

und -impfstoffen von Bedeutung sein.
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2. Probanden, Material und Methoden
2.1 Wahl von Ort, Zeitraum und Studienpopulation
2.1.1 Ort und Zeitraum der Studie

Die Studie wurde von Mitte August bis Mitte Dezember 2001 in zehn Dorfern der
Aschanti-Region in Ghana durchgefiihrt. Die Dorfer liegen in dem Distrikt Asante Akim
North. Die vorwiegende Vegetationsform besteht aus Regenwald mit entsprechend
vorherrschendem feucht-tropischen Klima. Die Temperaturen schwanken am Tage
zwischen 28 °C und 35 °C, nachts erfolgt eine Abkiihlung auf etwa 25 °C. Es gibt eine
Hauptregenzeit von Mai bis August und eine Nebenregenzeit von Oktober bis November.
Die Region ist hyperendemisch fiir Malaria, die Privalenz liegt bei ca. 50% und ist bei
den zwei- bis neunjihrigen Kindern am hochsten. Die Ubertragung von P. falciparum, P,
malariae und P. ovale, vor allem iliber Anopheles gambiae, findet das ganze Jahr hindurch
statt. P. falciparum liegt als vorherrschende Plasmodienspezies in > 90% der
Malariainfektionen vor (Browne et al., 2000). P. vivax ist in Westafrika nicht vertreten.
Zur medizinischen Versorgung stehen der Bevolkerung in den Stiadten Krankenhiuser und

in den Dorfern Gesundheitszentren zur Verfiigung.
2.1.2 Studienpopulation

Insgesamt nahmen 112 Kinder aus 33 Familien an der Studie teil. Das Alter der Kinder lag
zwischen sechs Monaten und zwdlf Jahren. Die Kinder lebten entweder direkt in den
teilnehmenden Dorfern oder in einem Umkreis, von dem aus sie alleine oder in Begleitung
Erwachsener die teilnehmenden Dorfer zu den wochentlichen Untersuchungen erreichen
konnten. Die teilnehmenden Kinder gehorten alle der ethnischen Gruppe der Akan an
(Timmann et al., 2007). Ziel dieser Studie war, den Einfluss des heterozygoten Genotyps -
o/ der a-Thalasséimie Variante -o” (Weatherall und Clegg, 2008) auf die leichte
Malariaerkrankung zu untersuchen. Durch eine Voruntersuchung wurden solche Familien
ausgewihlt, bei denen ein Elternteil den Genotyp -o/aa und der andere Elternteil den
Genotyp aao/aa trug. Des Weiteren waren beide Elternteile frei von genetischen Varianten,
von denen bekannt ist, dass sie einen Einfluss auf den Verlauf einer Plasmodieninfektion

haben konnen (HbS, HbC, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel (A-)) (Fleming et
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al., 1979; Ruwende et al., 1995; Modiano et al., 2001; Rihet et al., 2004, Louichareon et
al., 2009). Der Genotyp der Kinder war zum Zeitpunkt der Untersuchungen nicht bekannt
und wurde spiter im Bernhard-Nocht-Institut in Hamburg ermittelt. Es nahmen mindestens
zwei Geschwisterkinder einer Familie an der Studie teil. Durch dieses Studiendesign ergibt
sich, dal} statistisch gesehen die Geschwisterkinder zu 50% Genotyp -a/aa und zu 50%
Genotyp aao/aa waren. Durch dieses 1:1-matching (paired matching) von genetisch
dhnlichen Geschwisterkindern, die im selben Umfeld lebten, konnte der Einfluss von
Genotyp -o/aa auf die Malariaerkrankung in besonderer Weise differenziert
herausgearbeitet werden. Die Eltern stimmten der Teilnahme an der Studie schriftlich zu.
Die ethische Zustimmung erfolgte iiber die School of Medical Sciences, Kwame Nkrumah

University of Science and Technology, Kumasi, Ghana.

2.2 Material

Zur Untersuchung der Kinder, zur Ermittlung der Malariadiagnose, der Parasitendichte und

des Hamatokrit-Wertes wurden folgende technischen Gerite und Materialien verwendet:

— Waage, digital (Soehnle®)

— Ohr-Thermometer, digital (Braun®, Thermoscan©)

— Mikrozentrifuge, 12 Volt (LW Scientific®, CLINSPIN Hct©), Drehzahl: 11.000
Umdrehungen/Minute, 16060 g

— Ultraschallgerit, portabel (Shimadzux® Echo View SDU 3500)

— Qualitits-Mikroskope verschiedener Hersteller und Immersions-Ol

— Haut-Desinfektions-Spray

— Handschuhe (nicht steril)

— Giemsa-Firbelosung

— Methanol, Harnstoff

— May-Griinwald-Losung

— Gilson 100ul Pipetten

— Objekttriger

— Plastik-beschichtete Himatokrit-Kapillarrohrchen, nicht anti-koaguliert (Becton
Dickinson #361025)

— Mikrolanzetten

14



2.3 Methoden

2.3.1 Team

Die Dorfer wurden einmal pro Woche an einem bestimmten Wochentag (z.B. immer
dienstags) mittels Gelindewagen angesteuert. Die teilnehmenden Kinder wurden vor Ort
untersucht und selbst, oder stellvertretend die Eltern, anamnestiziert. Dies erfolgte durch
ein Team bestehend aus einem Kinderarzt, zwei bis drei erfahrenen ,.field-workern®, einem
Fahrer und mir als Doktorandin. Wenn ein Kind zu einem Termin nicht erscheinen konnte,
wurde es, wenn organisatorisch moglich, noch in derselben Woche in einem der anderen

Dorfer vorstellig. Insgesamt wurden die Dorfer 15-mal besucht.

2.3.2 Anamnese, Untersuchung und Behandlung

Bei der wochentlichen Anamnese wurden Fieberepisoden, Medikamenteneinnahme,
zwischenzeitliche Krankheitsepisoden und das Aufsuchen eines Gesundheitszentrums oder
eines Krankenhauses erfragt. Bei jedem Kind erfolgte pro Konsultation eine aurikulére
Temperaturmessung. Einmal pro Monat wurde sonographisch die Milzgrofle bestimmt, die
KorpergroBe und das Gewicht ermittelt. Bei angegebenen Beschwerden erfolgte eine
klinische Untersuchung und Behandlung. Bei der Untersuchung wurden unter anderem
eine Puls- und Temperaturmessung, eine Hautinspektion, eine Beurteilung der
Konjunktiven, eine Auskultation von Herz und Lunge sowie eine Abdomenuntersuchung
mit Schwerpunkt Milzpalpation durchgefiihrt. Neben Malaria wurden die Kinder vor allem
auf Grund von Atemwegsinfekten, Durchfallerkrankungen, Otitiden und Hautabszessen
behandelt. Bestand klinisch der Verdacht einer Malaria, wurde das Kind iiber drei Tage mit
Chloroquin (10 mg pro kg Korpergewicht) behandelt. Bei anderen Erkrankungen wurden
hauptsichlich Antibiotika (Penicillin, Amoxycillin, Metronidazol, Cotrimoxazol),
Analgetika und Antipyretika (Paracetamol, Aspirin), Mukolytika, orale Elektrolytlosungen
und Vitamin-B-Komplexe eingesetzt. Um eine Andmie in Folge von Eisenmangel oder
einer Hakenwurminfektion zu verhindern, wurden die Kinder iiber einen Zeitraum von

sechs Wochen vor Beginn der Studie oral mit Eisen substituiert und mit Albendazol

behandelt.
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2.3.3 Dicker Tropfen und Blutausstrich

Jede Woche wurde aus der Fingerbeere Kapillarblut zur Anfertigung eines dicken Tropfens
und zweier Blutausstriche gewonnen. Die dicken Tropfen dienten der Bestimmung der
Parasitendichte, die Ausstriche der Speziesdifferenzierung der Plasmodien. Bei Nachweis
einer Infektion mit P. falciparum erfolgte eine Auszihlung der Parasitendichte. Sofort nach
Blutentnahme erfolgte die Anfertigung eines dicken Tropfens und von zwei Ausstrichen
auf einem Objekttriager. Mit Hilfe eines zweiten Objekttriagers wurde fiir die Herstellung
eines Ausstriches das gewonnene Blut der Linge nach ausgestrichen, um moglichst eine
einschichtige Verteilung der Erythrozyten zu erreichen. Die Priparate wurden zunichst vor
Ort luftgetrocknet und an demselben Tag im Labor weiter verarbeitet. Die Blutausstriche
wurden mit Methanol fixiert und anschlieBend erst fiir fiinf Minuten mit May-Griinwald-
und danach mit Giemsa-Losung geférbt. Die dicken Tropfen wurden nicht fixiert. Dadurch
destruierten die Erythrozyten bei der Farbung, so dass die Plasmodien bei der Auszédhlung
nicht intrazellulir, sondern frei vorlagen. Die dicken Tropfen wurden mit 3%-iger Giemsa-
Losung iiber 40 Minuten gefirbt. Jeder dicke Tropfen wurde von zwei verschiedenen
erfahrenen technischen Assistenten befundet. Unterschied sich das Ergebnis der
Auszidhlung um mehr als den Faktor drei, so wurde ein drittes Mal von einem dritten
Assistenten gezdhlt. Als definitives Ergebnis wurde jeweils der Median der zwei bzw. drei
Werte genommen. Die Praparate wurden bei 1000-facher Vergro3erung mit dem
Olimmersionsobjektiv mikroskopiert. Die Anzahl der Parasiten wurde pro 200 Leukozyten
ausgezahlt. In einem Mikroliter Blut sind durchschnittlich 8000 Leukozyten enthalten. Die
Anzahl der Parasiten pro Mikroliter Blut lésst sich also nach folgender Formel berechnen

(Burchard et al., 2001):

Parasiten/pl Blut = gezéhlte Parasiten x 8000 / 200

Da man davon ausgeht, dass in Endemiegebieten keine absolute Parasitenfreiheit besteht
und Kinder auch geringere Parasitimien als ein Parasit pro dickem Tropfen haben kénnen
wurde bei mikroskopisch nicht nachweisbarer Parasitimie die halbe Nachweisgrenze (20
Parasiten/pl Blut) angenommen. Verglichen wurden die 75% Quantilen der ermittelten
Parasitendichten pro Kind iiber 15 Wochen. Die 75% Quantile der Parasitendichte wurde
anstelle des Median als Messgrof3e ausgewéhlt, um den mangelnden Informationsgehalt

der Parasitendichte am Median zu beriicksichtigen (die Nachweisgrenze wurde bei vielen
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Individuen als Medianwert gefunden).

2.3.4 Hamatokrit und Animie

Alle zwei Woche wurde der Himatokrit-Wert bestimmt. Hierfiir erfolgte nach
Hautdesinfektion mit einer Mikrolanzette die Punktion einer Fingerbeere. Um falsch
niedrige Hamatokrit-Werte durch Mischung mit Gewebsfliissigkeit und falsch hohe Werte
durch Gerinnselbildung zu vermeiden, wurde der erste Tropfen des so gewonnenen
kapilldaren Blutes verworfen. Danach wurde ein Kapillarrohrchen mit kapillarem Blut
gefiillt und mit einem Dichtmittel an einem Ende versiegelt. Direkt im Anschluss wurden
je vier versiegelte Kapillarrohrchen sechs Minuten lang bei 16060 g zentrifugiert. Die
Ablesung des Hamatokrit-Wertes, als zelluldrer Anteil des Blutes in Prozent, erfolgte nach
Zentrifugation mittels normographierter Ablesekarten. Lief sich der Hamatokrit-Werte z.B.
auf Grund von Blutgerinnung nicht bestimmen oder versdumte ein Kind den Besuch, so
wurde der Himatokrit in der ndchsten und dann wieder in der iibernéchsten Woche
bestimmt, damit die urspriingliche Zeitfolge der Hamatokritbestimmungen wieder
eingehalten wurde. Eine Andmie wurde in der Altersgruppe der 0,5 — 6-jdhrigen bei einem
Hématokrit < 33%, bei den 6 — 12-jdhrigen bei einem Hédmatokrit < 36% definiert (Roberts
et al., 2005).

Beziiglich des Himatokrit-Wertes erfolgte der Vergleich der iiber den Studienzeitraum pro
Kind ermittelten medianen Werte, der 25% Quantilen, sowie der Vergleich der 75%
Quantilen des maximalen Himatokrit-Verlustes pro Tag und der 75% Quantilen des
maximalen Hidmatokrit-Anstieges pro Tag. Die 75%- bzw. 25%-Quantilen wurden anstatt
der maximalen bzw. minimalen Werte gewihlt, um mdégliche Verzerrungen durch
Ausreiller-Werte zu minimieren. Zur Berechnung der Hamatokrit-Differenzen/Tag wurden
fiir jedes Kind die Himatokrit-Werte 1-7 gemil der zeitlichen Reihenfolge mit dem
dazugehorigen Zeitpunkt korreliert. Durch Subtraktion des Himatokrit-Wertes x bzw. der
korrespondierenden Zeiteinheiten in Sekunden zum Zeitpunkt x von den entsprechenden
Folgewerten x + 1 (z.B. Hiamatokrit 2 — Hamatokrit 1; Hamatokrit 3 — Himatokrit 2 usw.)
erhielt man A HKT und A Zeit (in Sekunden). Durch Umrechnung der Sekunden in Tage
konnte durch den Quotienten A HKT / A Zeit (d) die Hamatokrit-Differenz pro Tag
bestimmt werden. Die Werte, die im negativen Bereich liegen, sind im Sinne eines
Hamatokrit-Verlustes; die Werte, die im positiven Bereich liegen, sind im Sinne eines

Héamatokrit-Anstieges zu verstehen.
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3.2.5 Milzvolumen

Alle vier Wochen wurde mit einem tragbaren Ultraschallgerit mit konvexen 3,75 MHz
Schallkopf die Milz vermessen. Die Sonographie wurde am liegenden Kind durchgefiihrt,
der durchfiihrende Kinderarzt saf} rechts neben dem Kind. Folgende Messungen wurden
durchgefiihrt:
— Milzlinge (L) = grofite Distanz zwischen Milzkuppel und Milzspitze
— Tiefe 1 (Dr) = in derselben Darstellungsebene wie die Milzldnge, dazu der rechtwinklig
gelegene grofite Diameter
— Breite (B) = in der Transversalebene durch den Hilus verlaufender Diameter
rechtwinklig
zur Linge
— Tiefe 2 (Dp) = rechtwinklig zur Breite verlaufender grofiter Diameter
Das Milzvolumen lésst sich aus den oben genannten Parametern mit folgender Formel

bestimmen (Dittrich et al., 1983):

Milzvolumen (ml) =L x B x [(Dr, + Dg) / 2] x 0,523.

Das mit dieser Formel berechnete Milzvolumen entspricht dem tatsdchlichen, absoluten
Milzvolumen. Das Milz-Sollvolumen ist abhéngig von der Korpergro3e (Markisz et al.,
1987; Capaccioli et al., 2000;) und ldsst sich nach folgender Formel berechnen (Dittrich et
al., 1983; Frank et al., 1984, Friis et al., 1996):

y=0,51 - Korpergroie [cm] — 13,38.

Um die VergroBerung der Milz aufgrund der Parasiten zu ermitteln wurden, die
errechneten tatsdchlichen Milzvolumina zu den Milz-Sollvolumina in Relation gesetzt.
Zum Vergleich der relativen MilzvergroB3erung zwischen den Genotypgruppen wurde der

Median der ermittelten Messergebnisse herangezogen.

2.3.6 Malariadiagnose

Bei der Auswertung wurde folgende Definition einer leichten Malariaepisode verwendet:

Nachweis von Plasmodien im Blut und eine aurikuldr gemessene Korpertemperatur
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> 37,7 °C oder anamnestische Angabe von Fieber in der vergangenen Woche (WHO, 2000;
Powell et al., 2001). Als asymptomatische Parasitimie wurde der Nachweis von Parasiten

im Blut ohne Fiebernachweis definiert.

2.3.7 Nicht malariaassoziiert, fieberhafte und nicht fieberhafte Erkrankungen

Bei der Auswertung wurde folgende Definition einer nicht malariaassoziierten,
fieberhaften Erkrankung verwendet:

Aurikulédr gemessene Korpertemperatur > 37,7 °C oder anamnestische Angabe von Fieber
in der vergangenen Woche ohne Nachweis von Plasmodien im Blut.

Eine nicht fieberassoziierte Erkrankung wurde definiert bei therapiebediirftiger

Symptomatik in Abwesenheit von Fieber und Plasmodien.

2.3.8 Bestimmung des Genotypen

Die Genotypen fiir die genetischen Varianten HBS, HBC, Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase- Mangel (A-) und o*-Thalassimie Variante o’ der Eltern der
Studienkinder wurden in Vorbereitung einer genomweiten Kopplungsanalyse fiir leichte
Malaria durch Mitarbeiter des Bernhard-Nocht-Institutes in Hamburg bestimmt (Timmann
et al., 2005.; Timmann et al., 2007). Die Thalassdmie-Genotypen der Kinder wurden im

Anschluf3 an den klinischen Teil der Studie bestimmt (Timmann et al., 2007).

2.4 Statistik

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine explorative Datenerhebung. Die
Studie wurde als prospektive, familidre, geschlossene Kohortenstudie mit interner
Vergleichsgruppe durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass Geschwisterkinder iiber einen
festgelegten Zeitraum (15 Wochen) hinsichtlich interessierender Ereignisse (z.B. Auftreten
von Malaria) beobachtet wurden. Interne Vergleichsgruppe bedeutet hierbei, dass die
gesamte Studienpopulation in unterschiedlich exponierte Gruppen (Genotyp -o/ao und
Genotyp aao/aa) unterteilt wurde; geschlossen bedeutet, dass nach Beginn der Studie keine
neuen Personen der Studienpopulation mehr beitreten konnten. Die Daten der
Felduntersuchungen und die Ergebnisse der Parasitenbefunde wurden von je zwei

Personen in die Datenbank (4D von SA, 1985 — 2002) eingegeben und anschlieBend von
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einer dritten Person auf Unstimmigkeiten iiberpriift und gegebenenfalls nach dem
Originaldatenblatt korrigiert. Die statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm
»JMP 5.0.1 von SAS durchgefiihrt. Kontingenztafeln und der Chi-Quadrat-Test nach
Pearson wurden herangezogen, um nominal skalierte Daten zwischen den Genotypen zu
vergleichen. Vergleiche quantitativer Merkmale zwischen zwei Gruppen wurden mit dem
Median-Test nach Wilcoxon durchgefiihrt. Dies ist ein nichtparametrischer Test zum
Vergleich von Medianen, der keine Normalverteilung der Daten voraussetzt.

Da im Rahmen dieser Studie bei multiplen Paarvergleichen die Gefahr der Alpha-
Kumulierung (erhohte Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 1. Art) gegeben ist, miisste bei
signifikanten Ergebnissen eine Korrektur nach Bonferroni erfolgen. Da in dieser Studie
jedoch keine signifikanten Ergebnisse zu verzeichnen sind, konnte darauf verzichtet

werden (Perneger, 1998).
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Insgesamt wurden 112 Kinder aus 33 Familien zwischen September und Dezember 2001 in
die Studie aufgenommen. Tabelle 3.1 zeigt die Anzahl untersuchter Familien (ngamitien) mit

einer bestimmten Anzahl Geschwisterkinder (7geschwister)-

Tabelle 3.1: Anzahl der Familien nz,,,i;., mit einer bestimmten Zahl Geschwisterkinder 7gescppisrer

N Geschwister 1 Familien
2 3
3 19
4 7
5 3
6 1

Hinsichtlich der Altersverteilung wurde innerhalb der Dorfer kein signifikanter

Unterschied festgestellt (P = 0,98 gemill Median-Test nach Wilcoxon; Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Altersverteilung der Kinder in den einzelnen Dorfern

Dorf Alter (Jahre) Alter (Jahre)
Median Spannweite

Agogo 8 1-12
Hwidiem 8,5 7-10
Juansa 7 2-11

Domeabra 5 0,75-11
Kyekyebiase 5,5 1-12
Dawireso 6 2-11
Bimma 5 29

Obenimase 5 0,5-12

Patriensa 7 0,5-12
Nyaboo 5,5 2-10
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Hinsichtlich der Verteilung der Kinder mit Genotyp -a/aa und ao/ao wurde innerhalb der
Dorfer kein signifikanter Unterschied festgestellt (P = 0,65 gemif Chi-Quadrat-Test nach
Pearson; Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Anzahl der Kinder ng;,; mit Genotyp ao/a0 und Genotyp -o/aa in den einzelnen Dorfern

Dorf RKind NKind
Genotyp aao/aa Genotyp -o/aa

Agogo 17 17
Hwidiem 1 1
Juansa 9 6
Domeabra 3 6
Kyekyebiase 3 3
Dawireso 4 2
Bimma 1 2
Obenimase 4 5
Patriensa 10 14
Nyaboo 4 4

Von 1680 moglichen Konsultationen wurden 25 versdumt, weil die Kinder aus
unterschiedlichen Griinden nicht zur Verfiigung standen (z.B. Abwesenheit der Eltern,
Reise usw.). Somit betrug die Compliance 99%. Die Anwesenheitshdufigkeit zu den

vereinbarten Terminen ist in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4 : Anwesenheitshiufigkeit

Anzahl Anwesenheit zu

vereinbarten Terminen PHkind %
15 (= kein Fehltermin) 92 82
14 (=1 Fehltermin) 16 14
13 (=2 Fehltermine) 3 3
12 (=3 Fehltermine) 1 1

Ngina = Anzahl der Kinder

Drei Kinder mit Genotyp -a/aa wurden wihrend des Untersuchungszeitraums in einem

Krankenhaus oder einem Health Center vorgestellt und dort medikamentds behandelt.

22



(Alter, Geschlecht, Medikament: fiinf Jahre, midnnlich, Paracetamol; ein Jahr, weiblich,
Paracetamol; sechs Monate, ménnlich, Chloroquin). Keines dieser Kinder fehlte bei der
darauf folgenden Konsultation durch das Untersuchungs-Team.

Die Geschlechterverteilung unterschied sich zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/oo
und ao/aa signifikant (Tabelle 3.5). Bei allen folgenden vergleichenden Tests zwischen den
Gruppen mit Genotyp -o/a0. und ao/aoe wurde daher zuvor gepriift, ob sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern ergibt. Wurde ein Unterschied
zwischen den Geschlechtern festgestellt, wurde die Gruppe nochmals innerhalb des

Geschlechts verglichen.

Tabelle 3.5: Verteilung des Geschlechts

Geschlecht Genotyp -o/aa Genotyp aao/aa P (Chi-Quadrat-Test
Riind % RKind % nach Pearson)
ménnlich 41 68 23 44 .
0,01
weiblich 19 32 29 56

= signifikant; ng;,; = Anzahl der Kinder

Die Altersverteilung und die Korpergrofien unterschieden sich zwischen den Gruppen mit

Genotyp -o/ao und ao/oo nicht signifikant (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Verteilung des Alters und der Korpergrofie

Genotyp -o/aa Genotyp ao/aa P
Rina = 60 Rging = 52 (Median-Test nach
Median [Spannweite] Median [Spannweite] Wilcoxon)
6 7,5
Alter (Jahre) 0,70
[0,5-12] [0,5-12]
110 120
KorpergrofBe (cm) 0,42
[70-154] [72-143]

nking = Anzahl der Kinder; Genotyp -o/00: ng;, = 60; Genotyp ao/ao: ngiy = 52

In einer vorangegangenen Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Parasitendichten

als Folge einer Chloroquintherapie noch bis zu zwei Wochen nach der Behandlung
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reduziert waren (Evans et al., 2005). In unserer Studie konnte dieser Aspekt vernachléssigt
werden, da sich hinsichtlich der Hiufigkeit der durchgefiihrten Chloroquintherapien kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ao und ao/oo ergab. Bei
13 Kindern mit Genotyp -o/ao wurde bei 884 durchgefiihrten klinischen Untersuchungen
19-mal (2%) und bei 13 Kindern mit Genotyp aa/aa bei 771 durchgefiihrten klinischen
Untersuchungen 17-mal (2%) eine Therapie mit Chloroquin durchgefiihrt (P = 0,97 Test

nach Wilcoxon).

3.2 Vergleich zwischen Individuen mit Genotyp -o/a0. und ao/ca

3.2.1 Malaria-Parasiten

a) Qualitativer Parasitennachweis

Der Parasitennachweis erfolgte aus wochentlich angefertigten Blutentnahmmen
(Kapillarblut der Fingerbeere). Insgesamt wurden 1653 mikroskopische Untersuchungen
auf Parasiten (jeweils ein dicker Tropfen und zwei Blutausstriche) durchgefiihrt, in der
Gruppe mit Genotyp -o/aa 884 mikroskopische Untersuchungen auf Parasiten und in der
Gruppe mit Genotyp ao/aa 769 mikroskopische Untersuchungen auf Parasiten;
entsprechend 98% bzw. 99% der theoretisch moglichen mikroskopischen Untersuchungen
auf Parasiten. Sowohl bei der Gruppe mit Genotyp -o/ao als auch bei der Gruppe mit
Genotyp ao/aa wurden im Median 15 mikroskopische Untersuchungen auf Parasiten pro
Kind angefertigt (Gruppe mit Genotyp -o/aa: Median = 15, Spannweite 12-15; Gruppe mit
Genotyp aao/aa: Median = 15, Spannweite 13-15; P = 0,86 gemill Median-Test nach
Wilcoxon). Eine Infektion mit P. ovale trat insgesamt nur viermal auf (zweimal bei der
Gruppe mit Genotyp -o/aa und zweimal bei der Gruppe mit Genotyp ao/ac) und wurde auf
Grund der Seltenheit bei den folgenden Berechnungen vernachlissigt.

Uber den Studienzeitraum betrachtet lagen die Punktpriivalenzen fiir Pfalciparum-
Infektionen fiir die Gruppe mit Genotyp -o/a zu vier Zeitpunkten im hyperendemischen
(>50%) und zu elf Zeitpunkten im mesoendemischen (11-50%) Bereich. Fiir die Gruppe
mit Genotyp aao/aa lagen die Punktpriavalenzen fiir P.falciparum-Infektionen zu vier
Zeitpunkten im hyperendemischen (>50%), zu zehn Zeitpunkten im mesoendemischen
(11-50%) und zu einem Zeitpunkt im hypoendemischen (0,1-10%) Bereich (Loscher und
Burchard, 2008) (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Punktprivalenzen (%) fiir Infektion mit P. falciparum

In Tabelle 3.7 sind fiir die Gruppen mit Genotyp -a/aa und ao/ao tiber den
Studienzeitraum betrachtet die absolute Anzahl von Parasitennachweisen n,,, (Parasiten)
und deren prozentualer Anteil an der Anzahl aller mikroskopischen Untersuchungen auf
Parasiten .., (Parasiten) in der jeweiligen Genotypgruppe, stratifiziert nach den
Plasmodienspezies, dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen mit Genotyp -

a/ao und ao/oa sind nicht signifikant.

Tabelle 3.7: Gesamtanzahl positiver mikroskopischer Untersuchungen auf Parasiten n,,; (Parasiten)
und prozentualer Anteil positiver Untersuchungen an der Anzahl aller Untersuchungen rn,,.;

(Parasiten) fiir beide Genotypgruppen

Genotyp -0/a0.  Genotyp -0/a0.  Genotyp ao/ae  Genotyp aao/oa P (Chi-
Plasmodien-
ot Riotrel ot Riotrel Quadrat-Test
spezies
(Parasiten) (Parasiten) (Parasiten) (Parasiten) nach Pearson)
P. falciparum 347 39 297 39 0,79
P. malariae 99 11 110 14 0,60

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder ny;,; = 60; Gesamtzahl Untersuchungen = 884; Genotyp ao/oo:
Anzahl Kinder ny;,; = 52; Gesamtzahl Untersuchungen = 769.
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Zum Vergleich des individuellen Parasitenbefalles wurde der Median des Anteils der
jeweils bei einem Kind erhobenen Anzahl positiver Untersuchungen an der Gesamtzahl der
longitudinal angefertigten Untersuchungen desselben Kindes 7;q.; (Parasiten) zwischen

den Genotypgruppen, stratifiziert nach den Plasmodienspezies, verglichen (Tabelle 3.8).

Tabelle 3.8: Median n;,4,.; (Parasiten) und Spannweite des prozentualen Anteils der jeweils bei einem
einzelnen Kindes erhobenen Anzahl positiver Untersuchungen an der Gesamtzahl der longitudinal

angefertigten Untersuchungen desselben Kindes

Genotyp -0/oa  Genotyp oo/ca
P (Median-Test

Plasmodien- Rindrel Ringrel
nach Wilcoxon)
spezies (Parasiten) (Parasiten)
[Spannweite] [Spannweite]
40 40
P. falciparum 0,83
[0-87] [0-87]
13 7
P. malariae 0,80
[0-33] [0-60]

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder n;,, = 60; Gesamtzahl Untersuchungen = 884; Genotyp ao/aa: =Anzahl
Kinder ng;,; = 52; Gesamtzahl Ausstriche = 769.

Zwischen den Genotypgruppen wurde die Anzahl der Kinder verglichen, bei denen iiber
die 15-wochige prospektive Probenentnahme mindestens einmal (>1) bzw. keinmal (0)
eine Parasitdmie mit P.falciparum (= np ) bzw. mit P. malariae (= np n.;) nachgewiesen
wurde.

Lediglich bei einem Kind mit Genotyp -o/aa und bei einem Kind mit Genotyp ao/oa
konnte wihrend des Studienzeitraums kein einziges Mal eine Infektion mit P. falciparum
nachgewiesen werden. Alle anderen Kinder wiesen mindestens einmal eine derartige
Infektion auf (Tabelle 3.9). Die Periodenprivalenz lag fiir beide Genotypgruppen bei 98%.
Bei mehr als der Hélfte der Kinder wurde bei beiden Gruppen mindestens einmal eine
Infektion mit P. malariae nachgewiesen. Die Periodenprivalenz lag fiir die Genotypgruppe
-a/aa bei 72% und fiir die Genotypgruppe ao/ao bei 65% (Tabelle 3.10). Bei beiden
Infektionstypen unterscheiden sich die Haufigkeiten fiir zumindest einmaligen Nachweis

zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/oo und ao/aa nicht signifikant.
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Tabelle 3.9 : Anzahl der Kinder np,., bei denen iiber die 15-wochige prospektive Probenentnahme

mindestens einmal (>1) bzw. keinmal (0) eine Parasitimie mit P. falciparum nachgewiesen wurde

P (Chi-
Genotyp -0/ao. Genotyp aa/oa  Quadrat-Test

Anzahl

Nachweise von P,

Falciparum Rp e Rp e nach
Pearson)
0 1 1
0,92
>1 59 51

Tabelle 3.10 : Anzahl der Kinder np,,,, bei denen iiber die 15-wochige prospektive Probenentnahme

mindestens einmal (>1) bzw. keinmal (0) eine Parasitiimie mit P. malariae nachgewiesen wurde

P (Chi-
Genotyp -0/aa. Genotyp aa/oc  Quadrat-Test

Anzahl

Nachweise von P.

Npmal Npmal nach
malariae
Pearson)
0 17 18
0,47
>1 43 34

b) Parasitendichte (P. falciparum)

Wurde in den mikroskopischen Untersuchungen auf Parasiten eine Parasitamie mit P.
falciparum diagnostiziert, erfolgte die Bestimmung der Parasitendichte. Die
Parasitendichte wurde im dicken Tropfen (aus Kapillarblut der Fingerbeere) pro 200
Leukozyten ausgezéhlt und auf einen pl Blut umgerechnet (Tabelle 3.11). Verglichen
wurde der Median der 75% Quantilen der pro Kind iiber 15 Wochen longitudinal
ausgezihlten, individuellen Parasitendichten rnp;cpy,.

In der Gruppe mit Genotyp -o/aa wurden 312 dicke Tropfen entsprechend 90% der
nachgewiesenen P. falciparum-Parasitamien ausgezihlt, in der Gruppe mit Genotyp ao/ao
wurden 261 dicke Tropfen entsprechend 80% der nachgewiesenen P. falciparum-
Parasitdmien ausgezihlt. Im Median der Auszidhlungen wurden bei beiden Gruppen fiinf

dicke Tropfen pro Kind ausgezihlt (Gruppe mit Genotyp -o/aa: Median = 5, Spannweite 0-

27



10; Gruppe mit Genotyp aao/aa Median = 5, Spannweite 0-11; P = 0,71 Median-Test nach

Wilcoxon).
Beziiglich der Parasitendichten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen mit Genotyp -a/ao. und ao/ao festgestellt werden, auch nicht wenn zusitzlich

nach asymptomatischen Zeitpunkten und Zeitpunkten einer Malaria stratifiziert wurde.

Tabelle 3.11: Median np;.,, und Spannweite der 75 %-Quantile der pro Kind longitudinal iiber 15

Wochen ausgezihlten, individuellen Parasitendichten von P.falciparum (Parasiten/ pl)

Parasitendichte Genotyp -o/aa. Genotyp ao/oa P
P. falciparum Rpichte Rpichte (Median-Test nach
(Parasiten/ ul) [Spannweite] [Spannweite] Wilcoxon)
140 180
gesamt 0,90
[20-15240] [20-11760]
100 125
Zu malariafreien 0,86
[20-9960] [20-11760]
Zeitpunkten

zu Zeitpunkten
2360 1240
einer Malaria 0,97
[40-63120] [40-64480]

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,; = 60; Gesamtzahl ausgezihlte dicke Tropfen = 312; Genotyp ao/ao.:
Anzahl Kinder ng;,, = 52; Gesamtzahl ausgezihlte dicke Tropfen = 261.

3.2.2 Fieber und Temperatur

a) Fieberepisoden

Insgesamt konnte 1660-mal eine Aussage zur Korpertemperatur (aktuell gemessene
aurikuldre Temperatur oder durch Anamnese erhobene Fieberepisode) gemacht werden
(Gruppe mit Genotyp -o/ac. 888-mal, Gruppe mit Genotyp ao/aa 772-mal; bei beiden
Gruppen entsprechend 99% der theoretisch moglichen Anzahl der Priifungen der
Korpertemperatur). Je Kind wurden im Median 15 Priifungen der Korpertemperatur
durchgefiihrt (Gruppe mit Genotyp -o/ao: Median = 15, Spannweite 12-15; Gruppe mit
Genotyp aao/aa: Median = 15, Spannweite 13-15; P = 0,96 gemill Median-Test nach
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Wilcoxon).

In Tabelle 3.12 ist die Anzahl der Fieberepisoden (aktuelle oder anamnestische aurikulére
Temperatur >37,7 °C) ny, (Fieber) und deren prozentualer Anteil an allen Priifungen der
Korpertemperatur 7y, (Fieber) in der jeweiligen Genotypgruppe dargestellt. Der

Unterschied zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ao. und ao/aa ist nicht signifikant.

Tabelle 3.12: Gesamtanzahl Fieberepisoden n,,, (Fieber) und prozentualer Anteil Fieberepisoden an

allen Priifungen der Korpertemperatur n,,,,;, (Fieber) fiir beide Genotypgruppen.

P (Chi-

Genotyp -0/oa  Genotyp -0/aa  Genotyp ao/aa  Genotyp ao/ao
Quadrat-Test

n,y (Fieber) et (Fieber) n,,; (Fieber) et (Fieber)
nach Pearson)

Fieber-
96 11 82 11 0,90
episoden

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Gesamtzahl Aussagen zur Korpertemperatur = 888; Genotyp

oo/aa: Anzahl Kinder ng;,; = 52; Gesamtzahl Aussagen zur Korpertemperatur = 772.

Zum Vergleich der individuellen Fieberepisoden wurde der Median des Anteils der pro
Kind erhobenen Anzahl von Fieberepisoden an der Gesamtzahl der longitudinal erhobenen
Priifungen der Korpertemperatur desselben Kindes 7;,4..; (Fieber) zwischen den
Genotypgruppen verglichen (Tabelle 3.13). Der Unterschied zwischen den Gruppen mit

Genotyp -o/ao und ao/ao ist nicht signifikant.

Tabelle 3.13: Median n;,4,.; (Fieber) und Spannweite des prozentualen Anteils der pro Kind erhobenen
Anzahl von Fieberepisoden an der Gesamtanzahl der longitudinal erhobenen Priifungen der

Korpertemperatur desselben Kindes

Genotyp -0/ao.  Genotyp oo/ao
P (Median-Test

Rindrel Rindrel .
nach Wilcoxon)
(Fieber) (Fieber)
[Spannweite] [Spannweite]
7 7
Fieberepisoden 0,94
[0-40] [0-30]

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,; = 60; Genotyp ao/aa: =Anzahl Kinder ng;,, = 52.
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Zwischen den Genotypgruppen wurde die Anzahl der Kinder verglichen, bei denen iiber
die 15-wochige prospektive Probenentnahme mindestens einmal (=1) bzw. keinmal (0)
eine Fieberepisode npie.p.r. nachgewiesen wurde (Tabelle 3.14). Die Periodenprivalenz fiir
eine Fieberepisode lag fiir die Genotypgruppe -o/aa bei 70% und fiir die Genotypgruppe
aa/aa bei 73%, wobei zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ao. und ao/ao keine

signifikanten Unterschiede festgestellt wurden.

Tabelle 3.14: Anzahl der Kinder ng;..,, bei denen iiber die 15-wochige prospektive Probenentnahme

mindestens einmal (>) bzw. keinmal (0) eine Fieberepisode nachgewiesen wurde

P (Chi-

Anzahl Fieber- Genotyp -0/ao. Genotyp ao/ao
Quadrat-Test

episoden RFieber NFicher.
nach Pearson)
0 18 14
0,72
>1 42 38

b) Temperatur

Die Korpertemperatur wurde wochentlich mittels einer aurikuldren Temperaturmessung
ermittelt (Tabelle 3.15). Verglichen wurde der Median der pro Kind iiber 15 Wochen
longitudinal gemessenen aurikuldren Temperaturen nz,,,. Bei der Gruppe mit Genotyp -
a/aa wurden 878, bei der Gruppe mit Genotyp ao/ao wurden 763 aurikulidre
Temperaturmessungen durchgefiihrt, entsprechend je 98% der theoretisch moglichen
Anzahl an Messungen. Im Median wurden bei beiden Gruppen 15 Temperaturmessungen
pro Kind durchgefiihrt (Gruppe mit Genotyp -a/ac: Median = 15, Spannweite 11-15;
Gruppe mit Genotyp ao/aa: Median = 15, Spannweite 13-15; P = 0,96 gemall Median-Test
nach Wilcoxon). Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit

Genotyp -o/ao und ao/ao.
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Tabelle 3.15: Median ny,,,, und Spannweite der pro Kind longitudinal iiber 15 Wochen gemessenen

individuellen, aurikuliren Korpertemperatur (°C)

Genotyp -a/oa Genotyp ao/aa P
Temperatur
) N emp R emp Median-Test nach
[Spannweite] [Spannweite] Wilcoxon
36,6 36,6
gesamt 0,43
[35,6-37,3] [35,9-37,3]
36,6 36,6
zu fieberfreien 0,40
[35,7-37,3] [36,0-37,3]
Zeitpunkten
zu Zeitpunkten
38,1 37,9
einer Fieberepisode 0,30
[37,9-38,6] [37,8-38,6]

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Gesamtzahl Messungen der aurikuldren Korpertemperatur = 878;
Genotyp ao/aa: Anzahl Kinder ng;,; = 52; Gesamtzahl Messungen der aurikuldren Korpertemperatur = 763.

3.2.3 Hamatokrit und Animie

Da die Erhebung der Hamatokrit-Werte nur alle zwei Wochen und nicht synchron erfolgte,
wurden bei der Auswertung die Daten der aufeinander folgenden ungeraden und geraden
Wochen zusammen betrachtet.

779-mal konnte ein verwertbarer Himatokrit-Wert bestimmt werden (Gruppe mit Genotyp
-a/aa 417-mal, Gruppe mit Genotyp ao/aa 362-mal, bei beiden Gruppen entspricht dieses
93% der maximalen Anzahl bestimmbarer Hamatokrit-Werte). Im Median wurde je Kind
bei beiden Gruppen siebenmal der Himatokrit-Wert bestimmt (Gruppe mit Genotyp -o/ao:
Median = 7, Spannweite 6-8; Gruppe mit Genotyp ao/ao: Median = 7, Spannweite 5-8; P
= 0,56 gemil Median-Test nach Wilcoxon).

a) Aniamie-Ereignisse

Mittels des Hamatokritwertes wurde altersabhiingig ein Andmie-Ereignis diagnostiziert (s.

Material und Methoden). In Tabelle 3.16 ist die Anzahl der Andmie-Ereignisse 7,
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(Andmie) und deren prozentualer Anteil an allen Himatokritmessungen 7,y (Andmie) in
der jeweiligen Genotypgruppe dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen mit

Genotyp -o/a0 und ao/oo sind nicht signifikant.

Tabelle 3.16: Gesamtzahl der Anédmie-Ereignisse n,,, (Andmie) und prozentualer Anteil der Anéimie-

Ereignisse an allen Himatokritmessungen n,,.; (Andmie) fiir beide Genotypgruppen

P (Chi-

Genotyp -o/aa.  Genotyp -o/ao.  Genotyp ao/aa  Genotyp ao/ao
Quadrat-Test

N, (Andmie) Ripirel (Andmie) N, (Andmie) Rioirel (Andmie)
nach Pearson)

Anémie-
185 44% 170 47% 0,53
Ereignisse

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Gesamtzahl gemessener Hamatokritwerte = 417; Genotyp oo/ao.:

Anzahl Kinder ng;,, = 52; Gesamtzahl gemessener Himatokritwerte = 362.

Zum Vergleich der individuellen Andmie-Ereignisse wurde der Median des Anteils der pro
Kind erhobenen Anzahl von Anéimie-Ereignissen an der Gesamtzahl der longitudinal
erhobenen Hiamatokritwerte desselben Kindes 7n;,,4,.; (Andmie) zwischen den
Genotypgruppen verglichen (Tabelle 3.17). Der Unterschied zwischen den Gruppen mit

Genotyp -o/ao und ao/oa ist nicht signifikant.

Tabelle 3.17: Median n;,,,. (Andmie) und Spannweite des prozentualen Anteils der pro Kind erhobenen
Anzahl von Aniimie-Ereignissen an der Gesamtzahl der longitudinal erhobenen Himatokritwerte

desselben Kindes

Genotyp -0/aa  Genotyp ao/aa P Median-Test

Rinare (Andmie)  Ri4.0 (Andmie)  nach Wilcoxon

[Spannweite] [Spannweite]
Animie- 38% 57%
0,85
Ereignisse [0-100] [0-100]

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Genotyp ao/aa: =Anzahl Kinder ng;,, = 52.

Zwischen den Genotypgruppen wurde die Anzahl der Kinder n4,:m;. verglichen, bei denen
iber die 15-wochige prospektive Probenentnahme mindestens einmal (>1) bzw. keinmal

(0) ein Andmie-Ereignis nachgewiesen wurde (Tabelle 3.18). Die Periodenprivalenz fiir
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ein Andmie-Ereignis lag fiir die Genotypgruppe -o/aa bei 90% und fiir die Genotypgruppe
aa/aa bei 87%. Zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ao und ao/oo trat kein

signifikanter Unterschied auf.

Tabelle 3.18: Anzahl der Kinder n4,;.:., bei denen iiber die 15-wochige prospektive Probenentnahme

mindestens einmal (>1) bzw. keinmal (0) ein Anéimie-Ereigniss nachgewiesen wurde

P (Chi-

Anzahl Animie- Genotyp -o/ao Genotyp ao/ao
Quadrat-Test

Ereignisse R Aniimie Rpnimie.
nach Pearson)
0 6 7
0,57
>1 54 45

b) Hamatokrit

Im Weiteren erfolgte zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ao und ao/ao ein Vergleich
der Hamatokrit-Werte ngg, (Tabelle 3.19). Die Unterschiede sind nicht signifikant.
Verglichen wurden:

- die Mediane der longitudinal erhobenen Hamatokrit-Werte eines jeden Kindes, um
nachzuweisen, ob sich im Allgemeinen Unterschiede im Hidmatokrit-Wert ergeben.

- die 25%-Quantilen der iiber den Studienzeitraum datierten Hamatokrit-Werte eines
jeden Kindes, um zu eruieren, ob bei einer der Untersuchungsgruppen andmische
Zustande haufiger sind.

- die 75%-Quantilen des maximalen Hamatokrit-Verlustes/Tag um zu eruieren, ob
bei einem der beiden Genotypgruppen ein stirkerer plotzlicher Hamatokrit-Abfall
als bei der anderen Genotypgruppe zu beobachten ist.

- die 75%-Quantilen des maximalen Hamatokrit-Anstieges/Tag um zu eruieren, ob
einer der beiden Genotypgruppen einen Hamatokritverlust schneller wieder

rekompensieren kann.
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Tabelle 3.19: Median ng;, und Spannweite der longitudinal iiber 15 Wochen gemessenen

Hamatokritwerte (%)

Genotyp -a/oa Genotyp ao/aa P
Hdimatokrit
R iiim Riiim (Median-Test nach
(%)
[Spannweite] [Spannweite] Wilcoxon)
35 35
Median 0,77
[26-40] [28-42]
32 33
25% Quantile 0,53
[24-40] [22-40]
-0,36 -0,36
Hdamatokrit-Verlust 0,35
[-1,14- -0,07] [-1,21- -0,07]
/ Tag 75%-Quantile
Hamatokrit- 0,44 0,31 0.14
Anstieg / Tag 75%- [0,07-1,14] [0,07-2,00] ’
Quantile

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,;, = 60; Gesamtzahl gemessene Hamatokritwerte = 417; Genotyp ao/ao.:

Anzahl Kinder ng;,, = 52; Gesamtzahl gemessene Hamatokritwerte = 362.

3.2.4 Milzvolumen

Innerhalb des Studienzeitraums wurde bei 109 Kindern viermal im Abstand von vier

Wochen sonographisch das Milzvolumen bestimmt. Bei drei Kindern der Gruppe mit

Genotyp -o/aa erfolgten nur drei Milzvermessungen. Der Absolutwert des gemessenen

Milzvolumens wurde mit einem Soll-Milzvolumen (abhéngig von der Korpergrof3e) in

Relation gesetzt, um eine relative MilzvergroBerung zu ermitteln. Es wurde der Median der

pro Kind viermalig longitudinal erhobenen relativen Milzvergro3erungen ny;;, zwischen

den Gruppen mit Genotyp -o/aa und ao/ao verglichen. Im Median waren bei beiden

Genotypen die Milzen um den Faktor 2,9 gegeniiber dem Sollvolumen vergroBert (Tabelle

3.20). Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen wurden nicht

nachgewiesen.



Tabelle 3.20: Median n,;;, und Spannweite der pro Kind viermalig longitudinal erhobenen relativen

Milzvergroflerungen
Genotyp -0/ao.  Genotyp ao/ao P (Chi-
it Nyt Quadrat-Test
[Spannweite] [Spannweite] nach Pearson)
Milzver- 2,9 2,9
0,77
groferung [1,2-12,0] [1,4-5,4]

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Gesamtzahl Milzvermessungen = 237; Genotyp ao/oa: Anzahl

Kinder ng;,y = 52; Gesamtzahl Milzvermessungen = 208.

3.2.5 Malaria tropica

Eine Malariadiagnose (Malaria tropica) wurde gestellt, wenn in den Blutausstrichen
Plasmodien (P. falciparum) nachgewiesen werden konnten und die aurikuldr gemessene
Korpertemperatur > 37,7 °C betrug oder anamnestisch Fieber in der vergangenen Woche
angegeben wurde. 1652-mal konnte eine Aussage zu einer Malariadiagnose gemacht
werden (Gruppe mit Genotyp -o/aa 883; Gruppe mit Genotyp ao/aa 769; entsprechend
98% bzw. 99% der maximalen Anzahl moglicher Malariaaussagen). Im Median wurde bei
beiden Gruppen pro Kind im Studienzeitraum 15-mal eine Aussage zu Malaria getroffen
(Gruppe mit Genotyp -o/ac: Median = 15, Spannweite 12-15; Gruppe mit Genotyp ao/ao:
Median = 15 Spannweite 13-15; P = 0,70 gemill Median-Test nach Wilcoxon).

Bei beiden Gruppen war bei der Mehrheit der Kinder zu keinem Zeitpunkt eine Malaria
diagnostizierbar. Bei beiden Gruppen erkrankte ein Kind maximal viermal an einer
Malaria. Bei beiden Gruppen konnte bei 13% der positiven Ausstriche fiir P. falciparum
eine Malaria diagnostiziert werden.

In Abbildung 3.2 sind die Punktprivalenzen fiir eine Malaria tropica abgebildet.
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Abbildung 3.2: Punktprivalenzen (%) fiir Malaria tropica

In Tabelle 3.21 ist die Anzahl der Malariaepisoden fiir Malaria tropica n,,, (Malaria) und
deren prozentualer Anteil an allen Aussagen zu einer Malariadiagnose ny; (%) (Malaria)
in der jeweiligen Genotypgruppe dargestellt. Der Unterschied zwischen den Gruppen mit

Genotyp -o/ao und ao/ao ist nicht signifikant.

Tabelle 3.21: Gesamtzahl Malariaepisoden (Malaria tropica) n,, (Malaria) und prozentualer Anteil

Malariaepisoden an allen Aussagen zu einer Malariadiagnose n,,.; (Malaria)

P (Chi-

Genotyp -0/a0.  Genotyp -a/a0.  Genotyp ao/ae  Genotyp aao/oa
Quadrat-Test

. (Malaria) et (Malaria) n.: (Malaria) Riorel (Malaria)
nach Pearson)

Malaria-
episoden

44 5% 39 5% 0,93
(Malaria

tropica)

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Gesamtzahl Aussagen zur Malariadiagnose = 883; Genotyp ao/ao

Anzahl Kinder ng;,; = 52; Gesamtzahl Aussagen zur Malariadiagnose = 769.
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Zum Vergleich der individuellen Malariaepisoden wurde der Median des Anteils der pro
Kind erhobenen Anzahl von Malariaepisoden (Malaria tropica) an der Gesamtzahl der
longitudinal erhobenen Aussagen zu einer Malariadiagnose desselben Kindes 7;,y;
(Malaria) zwischen den Genotypgruppen verglichen (Tabelle3.22). Der Unterschied

zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/o0. und ao/aa ist nicht signifikant.

Tabelle 3.22: Median n;,,,. (Malaria) und Spannweite des prozentualen Anteils der pro Kind
erhobenen Anzahl von Malariaepisoden (Malaria tropica) an der Gesamtzahl der longitudinal

erhobenen Aussagen zu einer Malariadiagnose

Genotyp-a/aa.  Genotyp ao/aa

P (Median-Test
Rinarel (Malaria)  nj,q. (Malaria)

nach Wilcoxon)

[Spannweite] [Spannweite]
Malaria-
episoden 0% 3%
0,59
(Malaria [0-27%] [0-27%]
tropica)

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Genotyp ao/aa: =Anzahl Kinder ng;,, = 52.

Im Vergleich zwischen den Geschlechtern ist die individuelle Rate von Malariaepisoden
bei den Midchen signifikant hoher als bei den Jungen (P = 0,04 gemill Median-Test nach
Wilcoxon). Die Altersverteilung zwischen den Geschlechtern unterscheidet sich nicht
signifikant, so dass sich o.g. Ergebnis nicht darauf zuriickfiihren ldsst (Alter in Jahren m:
Median = 7, Spannweite 0,5-12; w: Median = 5,5, Spannweite 0,75-11; P = 0,20 gemal
Median-Test nach Wilcoxon). Ein Vergleich der individuellen Malariaepisoden 72,y
(Malaria) zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/oe. und ao/ao innerhalb der
Geschlechter ergibt keinen signifikanten Unterschied (m: Gruppe mit Genotyp -o/a.o:
Median = 0, Spannweite 0-20; Gruppe mit Genotyp ao/ao: Median = 0, Spannweite 0-27;
P = 0,65 gemil Median-Test nach Wilcoxon; w: Gruppe mit Genotyp -o/aa: Median = 0,
Spannweite 7-27; Gruppe mit Genotyp ao/ao: Median = 0, Spannweite 7-20; P = 0,57
geméil Median-Test nach Wilcoxon).

Zwischen den Genotypgruppen wurde die Anzahl der Kinder 44,1, verglichen, bei denen
iber die 15-wochige prospektive Probenentnahme mindestens einmal (>1) bzw. keinmal

(0) eine Malariaepisode fiir Malaria tropica nachgewiesen wurde (Tabelle 3.23). Die
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Periodenprivalenz fiir eine Malariaepisode lag fiir die Genotypgruppe -o/aa bei 52% und

fiir die Genotypgruppe aa/ao bei 58%. Zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ac. und

ao/aa ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 3.23: Anzahl der Kinder n,,,,,, bei denen iiber die 15-wochige prospektive Probenentnahme

mindestens einmal (>) bzw. keinmal (0) eine Malariaepisode (Malaria tropica) nachgewiesen wurde

Anzahl P (Chi-
Genotyp -0/ao Genotyp ao/ao
Malaria- Quadrat-Test
. R palaria R palaria
episoden nach Pearson)
0 29 22
0,38
>1 31 30

3.2.6 Nicht malariaassoziierte, fieberhafte und nicht fieberhafte Erkrankungen

Eine nicht malariaassoziierte, fieberhafte Erkrankung wurde bei aurikuldr gemessener
Korpertemperatur > 37,7 °C oder bei anamnestisch angegebenem Fieber in der
vergangenen Woche ohne Nachweis von Plasmodien im Blut diagnostiziert.

In Abbildung 3.3 sind die Punktprédvalenzen nicht malariaassoziierter, fieberhafter

Erkrankungen dargestellt.
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Abbildung 3.3: Punktprivalenzen (%) fiir nicht malariaassoziierter, fieberhafter Erkrankungen

95-mal (53%) war das Fieber nicht mit einer Malaria assoziiert, 52-mal (54%) in der
Gruppe mit Genotyp -o/aa, 43-mal (52%) in der Gruppe mit Genotyp ao/oo. Bei beiden
Gruppen lag die Anzahl der nicht malariaassoziierten, fieberhaften Erkrankungen zwischen
keinmal bis viermal pro Kind. Bei beiden Gruppen war das Auftreten von Fieber in knapp
tiber der Hilfte der Fille nicht mit einer Malaria tropica assoziiert. In Tabelle 3.24 ist die
Anzahl der Kinder mit Fieber nx;,qr; stratifiziert nach malariaassoziierten und malariafreien
Fieberepisoden und der entsprechende prozentuale Anteil ng;yqrirer an der Gesamtheit der

fieberhaften Erkrankungen dargestellt.
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Tabelle 3.24: Anzahl Kinder mit Fieber ng;,,r; und deren prozentualer Anteil an fieberhaften

Erkrankungen ng;,irir

Genotyp -o/aa Genotyp -0/ao Genotyp ao/ao Genotyp aao/oa
N KindFi RKindFirel N KindFi RKindFirel
Fieber gesamt 96 100% 82 100%
Fieber malaria-
44 46% 39 48%
assoziiert
Fieber bei
52 54% 43 52%
sonstigen
Erkrankungen

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Genotyp ao/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 52.

In Tabelle 3.25 ist die Anzahl der nicht malariaassoziierten, fieberhaften Erkrankungen
N (Krankheit) und deren prozentualer Anteil an allen Aussagen zu einer nicht
malariaassoziierten, fieberhaften Erkrankung n,,..; (Krankheit) in der jeweiligen
Genotypgruppe dargestellt. Der Unterschied zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/oa

und ao/oa ist nicht signifikant.

Tabelle 3.25: Gesamtzahl nicht malariaassoziierter, fieberhafter Erkrankungen n,,, (Krankheit) und
prozentualer Anteil nicht malariaassoziierter, fieberhafter Erkrankungen an allen Aussagen zu einer

nicht malariaassoziierten, fieberhaften Erkrankung n,,., (Krankheit)

Genotyp -0/oa  Genotyp -0/aa  Genotyp ao/aa  Genotyp ao/ao P (Chi-
Ryt Riotrel Ryt Riotrel Quadrat-Test
(Krankheit) (Krankheit) (Krankheit) (Krankheit) nach Pearson)
Krankheits-
52 6% 43 6% 0,80
episoden

Genotyp -a/aa: Anzahl Kinder ng;,, = 60; Gesamtzahl Aussagen zur Korpertemperatur = 888; Genotyp

ao/ao: Anzahl Kinder ng;,, = 52; Gesamtzahl Aussagen zur Korpertemperatur = 772.

Zum Vergleich der individuellen Episoden nicht malariaassoziierter, fieberhafter

Erkrankungen wurde der Median des Anteils der pro Kind erhobenen Anzahl von Episoden
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nicht malariaassoziierter, fieberhafter Erkrankungen an der Gesamtzahl der longitudinal
erhobenen Aussagen zu einer nicht malariaassoziierter, fieberhafter Erkrankungen
desselben Kindes n;,4.; (Krankheit)zwischen den Genotypgruppen verglichen (Tabelle
3.26). Der Unterschied zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ao und ao/aa ist nicht

signifikant.

Tabelle 3.26: Median n;,,,., (Krankheit) und Spannweite des Anteils der pro Kind erhobenen Anzahl
von Episoden nicht malariaassoziierter, fieberhafter Erkrankungen an der Gesamtzahl der
longitudinal erhobenen Aussagen zu einer nicht malariaassoziierten, fieberhaften Erkrankung

desselben Kindes

Genotyp -0/oo.  Genotyp oo/ca
P (Median-Test

Ringrel Rindrel .
nach Wilcoxon)
(Krankheit) (Krankheit)
[Spannweite] [Spannweite]
Krankheits- 7 3
0,68
episoden [0-33] [0-27]

Genotyp -o/ao: Anzahl Kinder n;,, = 60; Genotyp ao/aa: =Anzahl Kinder ng;,, = 52.

Zwischen den Genotypgruppen wurde die Anzahl der Kinder verglichen, bei denen tiber
die 15-wochige prospektive Probenentnahme mindestens einmal (=1) bzw. keinmal (0)
eine Episode einer nicht malariaassoziierten, fieberhaften Erkrankung ng;quin
nachgewiesen wurde (Tabelle 3.27). Die Periodenprévalenz fiir eine nicht
malariaassoziierte, fieberhafte Erkrankung lag fiir die Genotypgruppe -o/aa bei 57% und
fiir die Genotypgruppe aa/aa bei 50%. Zwischen den Gruppen mit Genotyp -o/ac. und

ao/ao wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.

Tabelle 3.27 : Anzahl der Kinder rng,,,..», bei denen mindestens einmal (>) bzw. keinmal (0) eine nicht

malariaassoziierte, fieberhafte Erkrankung nachgewiesen wurde

P (Chi-
Anzahl Genotyp -o/ao. Genotyp ao/ao
Quadrat-Test
Krankheiten Rkranih RKrankh

nach Pearson)

0 26 26
0,48

>1 34 26
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Im Studienzeitraum wurde fiinfmal eine medikamentdse Therapie auf Grund einer nicht
fieberhaften Erkrankung durchgefiihrt. Dies traf auf fiinf verschiedene Kinder des
Genotypen ao/aa zu (im Alter von einem bis zwolf Jahren), dreimal konnte zeitgleich eine

Anidmie diagnostiziert werden.
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4. Diskussion

4.1 Studiendesign

Ziel dieser Arbeit ist, einen moglichen protektiven Einfluss der a-Thalassimie Variante -’
(Weatherall und Clegg, 2008) bei Kindern mit heterozygotem Genotyp (-a/ar) auf das
Auftreten und den Verlauf von unkomplizierter Malaria nachzuweisen.

Die Untersuchung wurde in Form einer prospektiven, familidren, geschlossenen
Kohortenstudie mit interner Vergleichsgruppe durchgefiihrt. Der Vorteil einer Kohortenstudie
besteht darin, das Risiko abschitzen zu konnen, in der Beobachtungsperiode zu erkranken.
Bei der Uberpriifung einer #tiologischen Hypothese kann daher die kausale
Zusammenhangsstruktur verifiziert werden. Die angestrebte Schitzung der so genannten
Expositions-Wirkungs-Beziehung ist sehr verldsslich. Ein weiterer Vorteil ist, dass fiir eine
Exposition die Wirkung auf verschiedene Parameter untersucht werden kann. Damit ist eine
detaillierte, umfassende Beurteilung des Gesundheitsrisikos durch einen interessierenden
Risikofaktor moglich.

Nachteile einer Kohortenstudie sind jedoch, dass die Untersuchungsbedingungen einem
Wandel unterzogen sind und die Vergleichbarkeit der Kohorten dadurch gestort werden kann.
Insgesamt aber besitzen Kohortenstudien als Inzidenzstudien einen hohen dtiologischen
Erklarungswert (Kreienbrock und Schach, 2005).

Verglichen wurden Geschwisterkinder, von denen ein Elternteil Trager des Genotyp -o/aa, der
andere Elternteil hingegen Triger des Wildtyp (Genotyp ao/aa) war. Genetisch betrachtet
hatten die untersuchten Thalassdmie-Trédger (Genotyp -o/a0) und Wildtyp Kontrollen
(Genotyp ao/aa) den gleichen genetisch-familidren Hintergrund, was Einfliisse von
moglichen Populationsstratifikationen auf die analysierten Phinotypen minimiert. Kritisch
anzumerken ist hierbei, dass nicht iiberpriift wurde, ob es sich bei den angegebenen
Geschwisterkindern auch tatsidchlich um genetisch nachgewiesene Geschwister handelt. In
einer anderen Studie, die in derselben Region durchgefiihrt wurde, konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass 95% der angegebenen Geschwisterkinder auch tatsdchlich
genetisch nachgewiesene Geschwister waren (Timmann et al., 2007). Die Studienpopulation
war so selektioniert worden, dass beide Elternteile frei von den genetischen Varianten HbS,
HbC und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel (G6PD-A(-)) waren (Timmann et al.,
2007). Diese genetischen Varianten konnten fiir verschiedene Malaria-Erreger auf den Verlauf
der Malariaerkrankung einen Effekt haben (Fleming et al., 1979; Ruwende et al., 1995;
Modiano et al., 2001; Rihet et al., 2004, Louichareon et al., 2009). AuBere Einflussfaktoren
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wie Erndhrungszustand, Anwendung von Bettnetzen, Entfernung von Gesundheitszentren und
Einnahme von Medikamenten in Eigenregie konnen die Malariamorbiditit beeinflussen
(Greenwood, 1989). Durch den intrafamilidren Vergleich konnten jedoch auch diese und
andere Einflussfaktoren als der Genotyp -o/oo. minimiert werden, da innerhalb von
Geschwisterschaften von einer sehr dhnlichen Exposition beziiglich der Malariaiibertragung
ausgegangen werden kann und somit vermutlich die Aussagekraft erhoht wurde. Aus
medizinischen und ethischen Griinden erfolgte bei Erkrankung, wenn notwendig, eine
medikamentdse Therapie. Durch die Medikamenteneinnahme wurden moglicherweise die
erhobenen Daten in Teilbereichen beeinflusst. Bei beiden Genotypen bestanden jedoch
beziiglich der Hiufigkeit von Malaria-wirksamen medikamentdsen Therapien keine
signifikanten Unterschiede, so dass Verzerrungen relativiert wurden. Die Altersverteilung
innerhalb der Genotypen und die Verteilung der Genotypen in den Dorfern unterschieden sich
nicht signifikant, so dass diesbeziiglich keine wesentlichen Abweichungen der Ergebnisse zu
erwarten sind. Unterschiedlich war jedoch die Verteilung des Geschlechts innerhalb der
Genotypen, in der Gruppe des Genotyp -o/ao waren signifikant mehr Jungen als in der
Gruppe des Genotyp ao/aa. Das Geschlecht iibte jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die
erhobenen Daten aus. Es wurde daher auf eine Korrektur der moglichen Konfounder
Malariatherapie, Alter und Geschlecht verzichtet.

Die Compliance der Studiengruppe war mit 98,5% der Besuche sehr gut, und die hohe Anzahl
auswertbarer Befunde in den Vergleichsgruppen erlaubt es, die Ergebnisse als repriasentativ
anzusehen. In dieser Studie wurden mehrere statistische Signifikanztests mit den gleichen
Daten durchgefiihrt. Es erfolgte also ein multiples Testen. Durch dieses multiple Testen erhoht
sich die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse, d.h. ein in Wahrheit nicht
signifikantes Ergebnis erscheint signifikant. Die Nullhypothese wird dann félschlicherweise
zu Gunsten der Alternativhypothese verworfen. Um solch einen Fehler 1. Art zu vermeiden,
sollte eine Korrektur nach Bonferroni erfolgen. Hierbei wird es dem einzelnen Test erschwert,
statistisch signifikant zu sein. Die P Schwelle von 0,05 wird hierbei auf 0,05 X Anzahl der
Testungen korrigiert um statistische Signifikanz zu erreichen. In der vorliegenden Studie
wurde jedoch keine Assoziation mit einem Signifikanzniveau <0,05 fiir die getesteten
Phinotypen zwischen den Genotypgruppen festgestellt. Zudem ist die Gefahr erhoht, durch
die Korrektur nach Bonferroni einen Fehler zweiter Art zu begehen, so dass signifikant
wichtige Unterschiede nicht als solche erkannt werden und die Nullhypothese
filschlicherweise weiter angenommen wird (Perneger, 1998). Aus diesen Griinden wurde bei
der Auswertung dieser Studie auf die Korrektur nach Bonferroni verzichtet. Wiren genetische

Effekte mit P<0,05 (ohne Korrektur auf multiples Testen) nachweisbar gewesen, hitten diese
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daher in einer weiteren Replikationsstudie {iberpriift werden miissen. Bei der vorliegenden
Studie handelt es sich um eine explorative Studie mit einer verhiltnisméiBig kleinen
Studiengruppe. Moglicherweise wurden deshalb, verursacht durch zu geringe statistische
Power, tatsidchlich vorhandene Unterschiede nicht mit hinreichendem Signifikanzniveau
festgestellt (Fehler 2. Art), die in einer groleren Studie nachweisbar wiren. In dieser Studie
wurden erstmalig Geschwisterkinder mit unterschiedlichen a-Globin-Genostatus in engen
zeitlichen, ndmlich wochentlichen, Abstidnden beziiglich verschiedener malariolometrischer

Parameter als Phenotypen untersucht.

4.2 Parasiten

Die Bestimmung der Parasitendichte im Ausstrich unterliegt einem gewissen Fehler, da die
Ergebnisse einer Stichprobe auch nach mehrmaligem Auszéhlen zufallsbedingt oder durch
Zihlfehler bedingt variieren konnen. Ein Unterschied bis zum 1,5fachen 10er Logarithmus
wird jedoch als tolerabel angesehen (D" Alessandro et al., 1995). Der Ausstrich ist nach wie
vor ein anerkanntes Verfahren zur Bestimmung der Parasitendichte, da er unter einfachsten
Bedingungen durchfiihrbar ist.

In unserer Studie hatten 98% der Kinder beider Genotypen mindestens einmal mikroskopisch
nachweisbar Parasiten. In 43% aller Ausstrichpriparate lieBen sich in beiden Gruppen
Parasiten nachweisen. Diese Priavalenz konnte spiter in einer Studie in demselben Gebiet
bestétigt werden (Lenzen, 2007). Eine Parasitimie wurde in diesen Studien mikroskopisch
diagnostiziert. Die Anzahl der tatsdchlichen Parasitdmien lag wahrscheinlich noch héher. In
anderen Studien konnte gezeigt werden, dass bei mikroskopisch negativem Ergebnis mittels
PCR Parasiten nachgewiesen werden konnen (Bottius et al., 1996; Mockenhaupt, 1999c).
Bei beiden Genotypen war eine Infektion mit P. falciparum am hiufigsten vertreten. P.
malariae trat in beiden Gruppen deutlich seltener auf. P. ovale wurde jeweils nur einmal
diagnostiziert. Diese Verteilung stimmt mit Ergebnissen anderer Studien iiberein (Migot-
Nabias et al., 2006).

In der vorliegenden Studie konnte zwischen den Genotypen kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Parasitenraten festgestellt werden. Die Beobachtung, dass der a-Globin-
Genotyp keinen signifikanten Einfluss auf die Infektion mit Plasmodien hat, bestitigt
Ergebnisse zahlreicher anderer Studien im afrikanischen (Allen et al., 1993; Mockenhaupt et
al., 1999b; Mockenhaupt et al., 2004a; Wambua et al., 2006; Enevold et al., 2008) und
pazifischen Raum (Fowkes et al., 2008a). In einer anderen Studie von Enevold et al. wurde

hingegen, insbesondere bei Genotyp -o/0a, seltener eine Plasmodieninfektion beobachtet
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(Enevold et al., 2007).

Hinweise dafiir, dass P. malariae oder P. ovale, dhnlich wie P. vivax im pazifischen Raum
(Williams et al., 1996b; Allen et al., 1997), als natiirliche Vakzine fungieren konnte, ergaben
sich nicht. Auch in einer anderen Studie in Ghana konnte oben beschriebener Mechanismus
fiir P. ovale oder P. malariae nicht nachgewiesen werden (Mockenhaupt et al., 2003).
Kritisch anzumerken ist, dass die vor Studienbeginn durchgefiihrte Eisensubstitution zu
erhohten Parasitenraten gefiihrt haben konnte, wenngleich die beiden in der Studie
verglichenen Genotypen gleichermallen behandelt wurden. So wurde in Malariagebieten unter
Eisensubstitution eine erhohte Malaria-Inzidenz beobachtet. Diese Beobachtung traf
insbesondere auf Kinder mit Genotyp ao/aa zu, bei Genotyp -a/ao und insbesondere bei
Genotyp -o/-a wurde dieser Effekt weniger ausgeprigt beobachtet (Murray et al., 1978;
Oppenheimer et al., 1986).

Die Eisenbehandlung konnte somit als Konfounder die Ergebnisse dieser Studie beeinflusst
haben. In einer anderen Studie ergaben sich Hinweise auf einen durch Mikrozytose
vermittelten Schutz vor einer P. falciparum-Infektion (Mockenhaupt, 1999c¢). Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass mikrozytire Erythrozyten, wie sie bei
Eisenmangelanimie und o-Thalasséimie vorliegen, einen Schutz vor einer
Plasmodieninfektion bieten. Menendez et al. konnten jedoch widerspriichlich zu eben zitierten
Ergebnissen keinen Effekt der Eisensubstitution nachweisen (Menendez et al., 1997).

Vafa et al. stellten fest, dass der zum Ende der Regenzeit zu beobachtende Anstieg der MOI
(Multiplizitit der Infektion) bei Kindern mit a"-Thalassémie fehlte (Vafa et al., 2008). Es wird
vermutet, dass die thalassimischen Erythrozyten vor der Invasion bestimmter Stimme von
P. falciparum schiitzen. In einer zuvor durchgefiihrten Studie konnte dieses Ergebnis nicht
bestétigt werden (Mockenhaupt et al., 2003). In unserer Studie unterschied sich der Verlauf
der wochentlichen Parasitenpunktprivalenzen zwischen den beiden Genotypen nicht
signifikant. Es ergaben sich keine Hinweise darauf, dass klimatische Faktoren das
Vorhandensein von Parasiten bei den beiden Genotypen unterschiedlich beeinflussen.

Bei allen klinischen Studien bleibt zu bedenken, dass die Parasitendichte durch z.B.
eingesetzte Medikamente beeinflusst werden kann. In unserer Studie trifft dies vor allem auf
die Therapie mit Chloroquin zu. In einer anderen Studie konnte nachgewiesen werden, dass
die Parasitendichte nach einer Chloroquintherapie noch bis zu zwei Wochen reduziert sein
kann (Evans et al., 2005). In der vorliegenden Studie wurde jedoch bei beiden Gruppen eine
Chloroquintherapie gleich hiaufig eingesetzt, so dass der beeinflussende Effekt bei dem
Vergleich der Parasitendichte vernachlédssigt wurde.

Ein Vergleich der Parasitendichte zwischen den Genotypen zu asymptomatischen und
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symptomatischen Zeitpunkten zeigt in unserer Studie ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied. Migot-Nabias et al. beobachteten bei der o'-Thalassimie zu asymptomatischen
Zeitpunkten eine Tendenz zu geringeren Parasitendichten, ohne dass dieser Unterschied
jedoch signifikant war (Migot-Nabias et al., 2006). Diese Tendenz stellt sich auch in unseren
Ergebnissen dar und stimmt somit mit den Ergebnissen von Migot-Nabias et al. {iberein. Auch
in zahlreichen anderen Studien konnte bisher, passend zu unseren Ergebnissen, kein
signifikanter Einfluss des a-Globingenotyps auf die Parasitendichte zu asymptomatischen
oder symptomatischen Zeitpunkten, auch bei schwerer Malaria, nachgewiesen werden (Allen
et al., 1993; Allen et al., 1997; Mockenhaupt et al., 1999¢; Mockenhaupt et al., 2004b;
Williams et al., 2005a; Wambua et al., 2006; Enevold et al., 2008; Fowkes et al., 2008b;
Veenemans et al., 2008).

In-vitro-Studien zeigten widerspriichliche Ergebnisse zum Einfluss der o-Thalassimie auf
die Invasion und das Wachstum von P. falciparum. Einige In-vitro-Studien ergaben keinen
Hinweis darauf, dass die Invasion oder das Parasitenwachstum durch
Thalassdmieerythrozyten beeinflusst wird (Yuthavong et al., 1988; Luzzi et al., 1990). Andere
Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Invasion und das Parasitenwachstum durch
mikrozytire Erythrozyten, wie bei der of-Thalassimie, gghemmt wird. Die Membran von
Thalassd@mieerythrozyten sei gegeniiber Oxidantien besonders empfindlich, und eines dieser
Oxidantien, Wasserstoffperoxid, wiirde durch Plasmodien produziert. Die durch die
Oxidantien geschidigte Zellmembran wiirde fiir Kaliumionen durchldssig. Dieser Vorgang sei
u.a. fiir das Absterben der Plasmodien verantwortlich. In vitro konnte gezeigt werden, dass die
Plasmodien in Thalassimieerythrozyten iiberleben, wenn die Kaliumkonzentration im
Kulturmedium erhoht wird (Friedmann, 1979; Friedmann und Traeger, 1981; Marti, 1984). In
einer anderen Studie konnte durch experimentell erzeugten oxidativen Stress ein vermindertes
Parasitenwachstum beobachtet werden. Diese Beobachtung war bei thalassdmischen
Erythrozyten ausgeprégter als bei normalen Erythrozyten (Senok et al., 1997b). Hiermit
ibereinstimmend konnte eine erhohte Sensibilitéit gegeniiber oxidativen Stress bei
thalassamischen als auch Eisen-defizienten Erythrozyten nachgewiesen werden (Shinar und
Rachmilewitz, 1990). Ein reduziertes intraerythrozytéres Parasitenwachstum wird auch durch
andere Studien bestétigt (Pattanapanyasat et al., 1999). Klinisch konnte diesen Beobachtungen

jedoch noch keine Relevanz zugeordnet werden.
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4.3 Himatokrit und Anémie

In vorangegangenen Studien wurde iiberwiegend der Himoglobin-Wert als Parameter
herangezogen (Oppenheimer et al., 1987; Allen et al., 1993; Allen et al., 1997; Mockenhaupt,
1999a; Mockenhaupt et al., 1999c, Veenemans et al., 2008). Da der Hamatokrit-Wert gut mit
dem Hidmoglobin-Wert korreliert, wurde in unserer Studie aus praktischen Griinden der
Hématokrit-Wert und nicht der Himoglobin-Wert bestimmt. Die Bestimmung des
Héamatokrit-Wertes ist im Feld unkomplizierter als die des Himoglobin-Wertes, daher kann es
auch von diagnostischer Bedeutung sein, einen Zusammenhang zwischen der Hohe des
Hématokrits und einer Plasmodieninfektion oder einer Malariaerkrankung aufzudecken.

Es ist bekannt, dass der Genotyp -o/aa vor der Entwicklung einer schweren Anédmie schiitzt
(Mockenhaupt et al., 2004b, May et al., 2007). Die pathogenetischen Mechanismen der
Animieentstehung und das Schutzprinzip durch o-Thalasséimie sind bisher jedoch nicht
vollstidndig geklart. Bei der Aufkldrung der Pathogenese konnte auch der Einfluss des
Genotyp -o/aa auf die Entwicklung des Hamatokrits und auf die Hiufigkeit einer Andimie bei
unkomplizierter Malaria von Bedeutung sein. In der vorliegenden Studie wurde zunéchst
gepriift, ob sich die medianen Hamatokrit-Werte zwischen den Genotypen unterscheiden.
Desweiteren wurden die 0,25-Quantilen verglichen, um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob
unter z.B. einer Plasmodieninfektion oder einer Malaria-Episode der Himatokrit-Wert bei
Genotyp ao/aa niedriger ist als bei Genotyp -o/aa. Da sich die Parasitenraten und die
Malariaraten zwischen den Genotypen nicht signifikant unterscheiden, ist der direkte
Vergleich der Hamatokrit-Werte moglich. In einer Studie von Mockenhaupt konnte beziiglich
der Hamatokrit-Werte kein Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden
(Mockenhaupt, 1999a). Diese Beobachtung deckt sich mit fritheren Ergebnissen (Allen et al.,
1993). Auch in unserer Studie konnte im Median und beziiglich der 0,25-Quantilen, als
Ausdruck der Haufigkeit niedriger Hamatokrit-Werte, kein signifikanter Unterschied
zwischen den Untersuchungsgruppen nachgewiesen werden.

Beziiglich der Hamoglobin-Werte ergaben sich widerspriichliche Aussagen. In der Studie von
Mockenhaupt lagen bei nicht mit Plasmodien Infizierten die mittleren Himoglobin-Werte bei
Genotyp -o/-a um 10% und bei Genotyp -o/oo. um 3,7% niedriger als bei Probanden mit
Genotyp aao/aa (Mockenhaupt, 1999a). Aulerdem konnten Mockenhaupt et al. in Afrika
nachweisen, dass ein Abfall des Himoglobins unter einer Plasmodieninfektion bei Genotyp -
a/aa abgeschwicht und bei Genotyp -a/-a quasi aufgehoben ist (Mockenhaupt et al., 1999c).
Oppenheimer et al. sahen insbesondere bei sehr jungen Kindern mit o-Thalasséimie (sechs

Monate) einen geringeren Hamoglobin-Abfall wihrend einer Malaria-Episode, dieser Effekt
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war sowohl bei Genotyp -o/aa, starker noch bei Genotyp -a/-a zu beobachten (Oppenheimer
et al., 1987). Auch Veenemans et al. stellten bei einer milden Malaria einen Schutz vor einem
Héamoglobin-Abfall bei Genotyp -o/aa und Genotyp -a/-a fest (Veenemans et al., 2008). Bei
Allen et al. ergaben sich jedoch keine Unterschiede zwischen den Himoglobin-Werten
innerhalb der Genotypen (Allen et al., 1997).

Fowkes et al. konnten bei allen Genotypen wihrend einer Malaria signifikant niedrigere
Erythrozytenzahlen nachweisen als zu Nicht-Malaria-Zeitpunkten (Fowkes et al., 2008b).
Kitua et al. waren der Ansicht, dass der Abfall der Himoglobin-Werte unter einer
Plasmodieninfektion bei Kindern am wahrscheinlichsten durch die direkte Zerstorung
infizierter Erythrozyten hervorgerufen wird (Kitua et al., 1997). Demzufolge hitte man in
unserer Studie einen Abfall des Himatokrit-Wertes erwarten konnen. Diese Vermutung hat
sich aber nicht bestitigt, so dass wahrscheinlich bei der Entstehung einer Andmie zu diesem
Zeitpunkt andere Faktoren als die direkte Zerstorung infizierter Erythrozyten eine grofere
Rolle spielen.

Wihrend einer Malaria-Episode kann durch eine akute Hamolyse schnell eine schwere
Anidmie ausgelost werden (Ekvall et al., 2001; Ekvall, 2003), diese kann aber auch das
kumulative Ergebnis geringerer Himoglobin-Abfille wihrend wiederholter Malaria-Episoden
sein. Dass sich eine schwere Malaria-Animie auch graduell entwickeln kann, geht aus
Studien hervor, in denen eine schwere Andimie mit nur milden Symptomen, keiner
Fieberanamnese und relativ geringen Parasitendichten auftritt (Biemba et al., 2000; Koram et
al., 2000; Mockenhaupt et al., 2004b; Ong chega et al., 2006). In unserer Studie wurde
gepriift, ob der Genotyp -o/aa vor einem akuten, plotzlichen Himatokrit-Verlust schiitzt, der
im weiteren Verlauf Ursache einer schweren Aniimie sein konnte. Hierfiir wurde bei beiden
Genotypen die 0,75-Quantile des maximalen Hamatokrit-Verlustes pro Tag errechnet. Es
konnte jedoch kein Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden. Dieses Ergebnis
bestitigt eher die Annahme, dass die o-Thalasséimie vor einer graduellen Animieentwicklung
schiitzt. Hierdurch wird weiterhin die Theorie unterstiitzt, dass durch die kiirzere Lebenszeit
der thalass@mischen Erythrozyten und den dadurch schnelleren ,,Turnover* der Erythrozyten,
eine konstitutive schnellere Erythropoese resultiert und dadurch leichte Andamien héaufiger
ausgeglichen und schwere Andmien abgeschwicht werden konnten (Weatherall und
Clegg,1981).

Desweiteren wurden in der vorliegenden Studie die 0,75-Quantilen des maximalen
Héamatokrit-Anstiegs pro Tag zwischen Genotyp ao/ao und Genotyp -o/ao verglichen, um
einen Hinweis darauf zu bekommen, ob einer der beiden Genotypen einen Hamatokrit-Verlust

schneller wieder kompensiert, bevor sich eine Andmie manifestieren kann. Diesbeziiglich

49



konnte jedoch kein signifkanter Unterschied festgestellt werden. Ahnliche Studien, die den
maximalen Hédmatokrit-Verlust oder -Anstieg pro Zeiteinheit untersuchen, liegen aktuell nicht
vor. Solche Studien sollten in einem groBeren Umfang wiederholt werden, hierbei wire es
auBerdem sinnvoll, den maximalen Hamoglobin-Verlust oder - Anstieg zwischen den
Genotypen zu vergleichen, da die Ergebnisse moglicherweise anders als fiir die Himatokrit-
Werte ausfallen wiirden.

In einer fritheren Arbeit wurde eine Anédmie sowohl bei Genotyp -o/aa und noch hiufiger bei
Genotyp -a/-a diagnostiziert (Mockenhaupt et al., 1999b). In unserer Studie konnte kein
signifikanter Unterschied beziiglich einer mindestens einmaligen Andmie im Studienzeitraum,
der Anzahl der Andmie-Ereignisse in der Gesamtgruppe bzw. der Anzahl der pro Kind
erhobenen Anidmie-Ereignisse festgestellt werden. Die Diagnose einer Andmie wurde bei
Mockenhaupt jedoch iiber den Himoglobin-Wert, in unserer Untersuchung iiber den
Héamatokrit-Wert definiert. Entsprechend unserer Ergebnisse wurde in neueren Studien kein
Einfluss von Genotyp -o/ao auf die Privalenz einer Andmie durch einen Parasitenbefall oder

einer unkomplizierten Malaria (Enevold et al., 2007) nachgewiesen.

4.4 Milzvolumen

Die Vermessung der Milz zur Bestimmung des Milzvolumens wurde in unserer Studie per
Sonographie durchgefiihrt. In autoptischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass diese
Bestimmung der Milzgrofle die tatsdachliche Milzausdehnung gut widerspiegelt (Loftus et al.,
1999). Die Messungen wurden ausschlieBlich von dem Kinderarzt durchgefiihrt, der dem
Untersuchungsteam angehorte, so dass Schwankungen durch individuelle
Messungenauigkeiten minimiert werden konnten.

Im Verlauf von Malariainfektionen kommt es zu Milzvergroerungen, die auch diagnostisch
und epidemiologisch ausgewertet werden konnen (Hackett, 1944; Bruce-Chwatt, 1980). Die
MilzvergroBerung betrifft sowohl die rote Pulpa, vermutlich durch phagozytierte Erythrozyten
bedingt (Russel et al., 1963; Connor et al., 1976; Schumacher, 1979; Weiss et al., 1986;
Pongponratn, 1987; Bowdler, 1990), als auch die wei3e Pulpa, durch Immunmechanismen
bedingt (Ho et al., 1990; Yoneto et al., 2001). Die Fahigkeit der Milz, Erythrozyten aus der
Blutbahn zu entfernen, erscheint bei Malaria erhoht (Lee et al., 1982) und kann somit eine
Anidmie zur Folge haben. Dies stimmt mit Ergebnissen von Mockenhaupt iiberein, hier wurde
bei Studienteilnehmern mit einer Splenomegalie auch ein Himoglobinverlust registriert
(Mockenhaupt, 1999a). Wihrend einer Malariainfektion ist die Milz vergroBert. Die

GroBenzunahme der Milz zihlt neben Fieber und Anédmie zu den drei Hauptsymptomen einer
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Malariainfektion (Mashaal, 1986). Bei Kindern mit Malariaparasiten im Blut liegt
sonographisch zu ca. 90% eine Splenomegalie vor (Ohmae et al., 1991; Richter et al., 2004).
Bei Persistenz des Erregers oder bei intermittierenden Infektionen, wie es in
Malariaendemiegebieten, also auch in unserem Studiengebiet der Fall ist, kann die
Splenomegalie persistieren (Greenwood et al., 1987). Der Vergleich der relativen
MilzvergroBerung in Bezug auf das Sollvolumen zwischen den Genotypen konnte weitere
Hinweise erbringen, ob die Erythrozytenelimination, zum Beispiel auch nicht-infizierter
Erythrozyten, bei Genotyp -o/ao0 weniger ausgeprégt ist als bei Genotyp ao/ao und hieriiber
vor der Entwicklung einer schweren Anamie schiitzen konnte. Der Genotyp -o/ao weist
normalerweise keine Splenomegalie auf (Allen et al., 1993; Allen et al., 1997). In unserer
Studie konnte zwischen den Genotypen kein signifikanter Unterschied zwischen den
sonographisch ermittelten relativen Milzvergroerungen in Bezug zum Sollvolumen
festgestellt werden. Da sich in der vorliegenden Studie auch die Malaria- und Parasitenraten
nicht signifikant zwischen den Genotypen unterscheiden (s. 4.2 und 4.5), ldsst sich aus
unseren Ergebnissen kein unterschiedlicher Einfluss einer unkomplizierten Malaria oder einer
Plasmodieninfektion auf die Entwicklung einer Splenomegalie, z.B. im Sinne einer erhohten
Erythrozytenelimination, ableiten. Passend hierzu wurde, wie bereits oben genauer diskutiert,
kein signifikanter Unterschied zwischen den Himatokritwerten der beiden Genotypen

beobachtet.

4.5 Malaria tropica

Die Diagnose einer Malaria ist insbesondere bei einem leichten Verlauf in den
Endemiegebieten nicht immer eindeutig. Die in dieser Arbeit verwendete Definition der WHO
- Korpertemperatur von > 37,7 °C plus Plasmodiennachweis - ist sehr weit gefasst und zeigt
eine hohe Sensitivitit bei jedoch geringer Spezifitit. Uber die Hilfte der Kinder in
Endemiegebieten konnen eine Parasitdmie aufweisen und gleichzeitig Fieber auf Grund
anderer Ursachen haben. In hyperendemischen Malariagebieten kann nachgewiesenes Fieber
auch bei gleichzeitigem Plasmodiennachweis andere hiufige Infektionskrankheiten als
Ursache haben (O Dempsey et al., 1993). Die Malaria ist daher in Endemiegebieten bei
Einheimischen eher als Ausschlussdiagnose zu werten (Trape et al., 1985). Andererseits
konnen auch mikroskopisch inapparente Parasitimien Ursache einer Malariaepisode sein.
Trotz dieser Einschriankungen ist diese Diagnose per WHO-Definition weiterhin giiltig und
unter einfachen Bedingungen durchfiihrbar (WHO, 2000; WHO, 2010).

Zum Zeitpunkt der Untersuchung der Kinder kannte der Arzt in der vorliegenden Studie den
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Parasitenbefund nicht, so dass die von ihm gestellte Diagnose und durchgefiihrte Therapie nur
nach klinischen Gesichtspunkten festgelegt wurden. Dies kann zu einer Uber- oder
Unterdiagnostizierung mit folgender Uber- oder Unterbehandlung fiihren. Eine
Uberdiagnostizierung ist hierbei wahrscheinlicher (Rooth und Bjorkmann, 1992). In unserer
Studie setzte der Kinderarzt in beiden Studiengruppen gleich hdufig eine malariaspezifische
Therapie mit Chloroquin ein.

Bei beiden Genotypen waren 13% der positiven Ausstriche fiir P. falciparum mit Fieber und
damit per definitionem mit einer klinischen Malaria tropica assoziiert. Dies macht deutlich,
dass bei beiden Genotypen die grole Mehrheit der Plasmodieninfektionen asymptomatisch
verlief. Es existieren zahlreiche Studien im asiatischen und afrikanischen Raum beziiglich des
Einflusses der

o -Thalassimie auf die Malariaerkrankung. Hierbei gilt es grundsitzlich zwischen dem
Einfluss von Genotyp -o/aa und von Genotyp -o/-a auf eine komplizierte beziehungsweise
unkomplizierte Malaria zu unterscheiden. Die meisten Studien weisen einen Schutz der a'-
Thalass@mie vor der Entwicklung einer schweren Malaria nach. Insbesondere eine schwere
Animie wird bei der a*-Thalasséimie seltener beobachtet. Hierbei scheint der Genotyp -a/-o
einen grofleren Schutz als der Genotyp -o/aa zu besitzen (Allen et al., 1997; Flint et al., 1998;
May et al., 1999; Wambua et al., 2006; May et al., 2007). Es wird angenommen, dass die
genetische ,,Fitness* von Genotyp -a/ao zwischen der von Genotyp -o/-a und der von
Genotyp aao/aa liegt (Allen et al., 1997). Es gibt jedoch auch Ergebnisse, die Genotyp -a/aa
einen grofleren Schutz vor der Entwicklung einer schweren Malaria mit schwerer Andmie
zeigen (Mockenhaupt et al., 2004b). Hat sich jedoch bereits eine schwere Malaria entwickelt,
scheint die a'-Thalassimie keinen Einfluss mehr auf den weiteren Verlauf der Krankheit zu
nehmen. Es gibt zwischen den Genotypen keinen Unterschied beziiglich der Mortalitétsrate
der an schwerer Malaria erkrankten Kinder (Allen et al., 1997; Mockenhaupt et al., 2004b).
Uber den Einfluss der a*-Thalassimie auf die Manifestation einer unkomplizierten Malaria
gibt es bisher wenige Studien. Ein Schutz vor einer leichten Malaria konnte bisher vor allem
fiir Genotyp -a/-a nachgewiesen werden. In einer Studie von Allen et al. war fiir Genotyp -o/-
a das Risiko, an einer unkomplizierten Malaria zu erkranken, um 43% reduziert (Allen et al.,
1997). Fiir Genotyp -o/aa konnte dies nicht nachgewiesen werden. In einer kleinen
Kohortenstudie in Gambia konnte ebenfalls kein Einfluss von Genotyp -a/aa auf klinische
Malariaepisoden beobachtet werden (Allen et al., 1993). Passend zu diesen Ergebnissen
konnten Willams et al. fiir Genotyp -o/-a einen Schutz vor einer unkomplizierten und einer
schweren Malaria nachweisen, fiir Genotyp -o/aa konnte jedoch nur ein Schutz vor einer

schweren Malaria belegt werden (Willams et al., 2005a). Widerspriichlich hierzu war jedoch
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in einer aktuelleren Studie sowohl Genotyp -a/aa als auch Genotyp -a/-a, mit einem
signifikant geringeren Risiko assoziiert, an einer unkomplizierten Malaria zu erkranken
(Enevold et al., 2008). Dies traf insbesondere auf Kinder zu, die ilter als fiinf Jahre alt waren.
Auch in Studien in Kenia (Wambua et al., 2006) und in Nepal (Modiano et al., 1991) zeigte
sich bei Trigern einer o-Thalassimie ein reduziertes Auftreten einer unkomplizierten
Malaria, ohne jedoch Signifikanz zu erreichen. In unserer Studie konnte in Ubereinstimmung
mit den frither durchgefiihrten Studien zwischen Genotyp ao/aa und Genotyp -a/aa kein

Unterschied beziiglich der Haufigkeit einer unkomplizierten Malaria abgeleitet werden.

4.6 Nicht malariaassoziierte, fieberhafte und nicht fieberhafte Erkrankungen

In unserer Studie wurde die Diagnose der nicht malariaassoziierten Erkrankungen allgemein
gefasst und nur in fieberhafte und nicht fieberhafte Erkrankungen eingeteilt. Eine weitere
Differenzierung erfolgte nicht, da diesbeziiglich die Fallzahlen zu klein waren.

Bei beiden Genotypen waren Fieberepisoden in knapp tiber 50% der Fille nicht mit
Plasmodium-Parasiten assoziiert und damit nicht mit der Diagnose Malaria vereinbar.
Fieberhafte Erkrankungen haben also neben der Malaria eine erhebliche Inzidenz und damit
eine gesundheitspolitische Bedeutung. Aus wissenschaftlicher Sicht wiire es interessant, den
Einfluss der o*-Thalassimie auf den Verlauf und die Schwere anderer fieberhafter
Erkrankungen zu untersuchen.

In einer Studie in Papua Neuguinea wurde beobachtet, dass Krankenhausaufenthalte wegen
anderer Erkrankungen als Malaria bei Genotyp -o/-0. um 64% und bei Genotypen -o/ao um
37% reduziert waren (Allen et al., 1997). Die hédufigsten Diagnosen waren Gastroenteritiden,
respiratorische Infekte und Meningitiden. Pasvol kam zu dem Ergebnis, dass sowohl Kinder
mit Genotyp

-a/aa, als auch Kinder mit Genotyp -o/-a signifikant seltener an tiefen Atemwegsinfekten
erkrankten (Pasvol, 2006). Wambua et al. konnten dieses Ergebnis bestdtigen (Wambua et al.,
2006). Fiir andere (nicht ndher klassifizierte) Erkrankungen konnte in dieser Studie kein
Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden. In einer Studie von Veenemans et
al. war Genotyp -0/ mit niedrigeren CRP-Werten und insgesamt eine niedrigerer Privalenz
von Entziindungszeichen assoziiert (Veenemans et al., 2008).

Die Punktpridvalenzen fieberhafter Erkrankungen unterschieden sich in unserer Studie iiber
den gesamten Studienzeitraum nicht. Das bedeutet, dass es zu keinem Zeitpunkt Hinweise
darauf gab, dass einer der beiden Genotypen anfilliger fiir bestimmte Erkrankungen gewesen

wire. In unserer Studie wurden die Kinder neben einer Malaria insbesondere wegen
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Atemwegsinfekten, Durchfallerkrankungen, Otitiden und Hautabszessen behandelt.
Widerspriichlich zu den oben genannten Ergebnissen unterschied sich die Erkrankungsrate
beziiglich malariaunabhingiger fieberhafter Erkrankungen nicht signifikant zwischen den
Genotypen. Auch die aurikuldr gemessenen Temperaturen unterschieden sich zwischen den
Genotypen zu fieberfreien und fieberhaften Zeitpunkten nicht signifikant. Im Gegensatz zu
den oben erwihnten Studien handelte es sich in unserer Studie um unkomplizierte fieberhafte
Erkrankungen, wihrend es sich in den oben erwihnten Studien um fieberhafte Erkrankungen
handelte, die im Krankenhaus behandelt werden mussten. Moglicherweise schiitzt auch hier
die a-Thalassimie, dhnlich wie bei der Malaria, nicht vor einer Fiebererkrankung an sich,
sondern vor einem schweren Krankheitsverlauf bei Fieber. Auch hier konnte die Entwicklung
einer schweren Anémie eine Rolle spielen. Bei Neugeborenen wurde in der Studie von
Wambua et al. eine Krankenhausaufnahme auf Grund einer schweren Andmie bei Genotyp -
o/aa signifikant seltener beobachtet als bei Genotyp ao/aa. Ob die Andmie von Fieber
begleitet war oder nicht, geht aus der Studie nicht hervor (Wambua et al., 2006).

Andere Studien, die den Einfluss einer o-Thalasséimie auf eine unkomplizierte fieberhafte
Erkrankung untersuchen, liegen zum jetzigen Zeitpunkt nicht vor.

Ergénzend zu erwihnen ist, dass in unserer Studie fiinf Kinder aus der Gruppe der Wildtypen
wegen nichtfieberhafter Erkrankungen behandelt wurden, bei drei Kindern bestand zeitgleich
eine Anamie. Wegen der geringen Fallzahl lassen sich daraus jedoch keine Schliisse ziehen.
Um genauere Zusammenhiinge zwischen anderen Erkrankungen als der Malaria und der o-
Thalassdmie zu kldren, miissten weitere Studien erfolgen. Unklar ist auch, iiber welchen
Mechanismus ein solcher Schutz entstehen konnte. In Endemiegebieten ist es denkbar, dass
Malariainfektionen bestimmte Co-Infektionen begiinstigen konnten und somit wiirden Studien
iber genetische Varianten, die Schutz vor Malaria vermitteln, auch einen relativen Schutz vor
der Co-Infektion anzeigen. Vielleicht ist der schwichende und immunsupprimierende Effekt
durch eine chronische Plasmodieninfektion in holo- und hyperendemischen Gebieten bei einer
o -Thalassimie nicht so stark ausgeprigt (Williamson und Greenwood, 1978). Oder aber die
erworbene Immunitit gegen Malaria hiangt mit nicht-spezifischen immunologischen
Komponenten zusammen, welche auch gegen andere Erkrankungen schiitzen (Allen et al.,

1997).

4.7 Zusammenfassende Diskussion

In unserer Studie konnte kein protektiver Schutz der heterozygoten o -Thalasséimie Variante -

o’ (Genotyp -o/aa) auf das Auftreten oder den Verlauf einer unkomplizierten Malaria-
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Erkrankung oder auf das Auftreten einer unkomplizierten fieberhaften Erkrankung
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnen einerseits darin begriindet liegen, dass
tatsichlich kein protektiver Effekt vorhanden ist, andererseits konnte ein schwacher Schutz in
dieser kleinen Studiengruppe nicht nachweisbar gewesen sein, d.h. die ,,0dds ratio* konnte fiir
die Studiengruppe zu klein sein. Eine weitere Erklarung fiir den fehlenden Nachweis einer
Assoziation konnte ein rezessives Vererbungsmodell fiir solche Phinotypen sein, die
tatsidchlich von o'-Thalasséimie-Varianten beeinflusst werden. Individuen mit homozygoten

o -Thalassimie-Genotypen (-a/-a) wurden in dieser Studie nicht gepriift.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund der rdumlichen Ubereinstimmung von Gebieten mit endemischer Malaria und
dem Vorkommen von Formen der a'-Thalassimie vermutet man, dass diese genetischen
Varianten einen Schutz vor klinischer Malaria vermitteln und so in den betroffenen
Populationen im Sinne einer balancierten Selektion hohe Allelfrequenzen erreichen
konnten. In der vorliegenden longitudinalen Studie iiber 15 Wochen wurden 60 Kinder mit
3 Hamoglobin a-Gen-Anlagen (HBA), Genotyp -o/aa, mit 52 Kindern mit dem Wildtyp, 4
HBA-Anlagen, Genotyp ao/aa, beziiglich abgeleiteter Variablen fiir Plasmodieninfektion,
Hématokrit, Milzvergroerung, Korpertemperatur, unkomplizierter klinischer Malaria, und
anderer fieberhafter Erkrankungen verglichen. Diese Pilotstudie verwendet erstmalig ein
Design, bei dem Kinder, die einen heterozygoten Genotyp der o*-Thalassimie aufweisen,
ihren Geschwisterkindern mit Wildtyp gegeniibergestellt werden. Dies macht das Auftreten
von falsch positiven Assoziationen, verursacht durch Unterschiede zwischen Féllen und
Kontrollen hinsichtlich des genetischen Hintergrundes oder hinsichtlich der Unterschiede
bei der Exposition mit dem Erreger unwahrscheinlich. Zusammenfassend lief3 sich kein
Einfluss des heterozygoten o -Thalasséimie Genotyps auf Parasitenlast mit P. falciparum,
auf Zeichen oder Symptome unkomplizierter, klinischer Malaria oder das Auftreten
anderer fieberhafter Erkrankungen finden (P-Werte > 0,05). Dass kein Einfluss
nachgewiesen werden konnte, liegt moglicherweise daran, dass der Schutz so schwach
ausgepragt ist, dass dieser sich mit der relativ kleinen Studiengruppe nicht darstellen lief3.
Um dies weiter zu verifizieren, miissten Studien in grosserem Umfang durchgefiihrt

werden.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

o alpha

-a/-a Genotyp homozygote o -Thalassimie
-a/ao Genotyp heterozygote o'-Thalassimie
oo/ oot normaler a-Globin-Genostatus
B beta

Y gamma

) delta

¢ zita

pl Microliter

% Prozent

< kleiner

> grofler

A Differenz

© Copyright

® eingetragenes Warenzeichen
°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

bzw. beziehungsweise

ca. circa

d Tag

dl Deziliter

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: desoxyribonucleic acid)
EDTA Ethylendiamintetraessigsidure
f Genfrequenz

g Gramm

G Erdanziehung

ggf. gegebenenfalls

Hb Héamoglobin

het heterozygot

Hkt Hématokrit

I Inzidenz

kb Kilobasenpaare



kg Kilogramm

m ménnlich

mg Milligramm

ml Milliliter

Max. Maximum

Min. Minimum

m ménnlich

n Anzahl

NO Stickoxid

OR Odds Ratio

P. Plasmodium

P Ergebnis eines Signifikanztests
P.f. Plasmodium falciparum
P.m. Plasmodium malariae

P.o. Plasmodium ovale

Tab. Tabelle

TNF Tumornekrosefaktor

u.a. unter anderem

w weiblich

WHO World Health Organisation

z.B. zum Beispiel
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